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RESUMEN

La evidencia epidemioldgica sugiere una alta comorbilidad entre los eventos
estresantes de la vida y trastornos de estrés post traumatico con aquellos trastornos
inducidos por el consumo de drogas de abuso (Boden et al., 2012; Clark et al., 2001; P.
C. Ouimette et al., 1998; Sinha, 2001). Las experiencias estresantes juegan un papel clave
a lo largo del ciclo de la adiccion, incrementando el riesgo de desarrollar trastornos
adictivos, incluyendo el mantenimiento de la conducta de consumo y la recaida, inclusive
luego de largos periodos libres de droga, lo que sugiere que los circuitos cerebrales que
regulan la recompensa y el refuerzo son un centro critico para los efectos del estrés en el
comportamiento (Boyson et al., 2012; Garcia-Keller et al., 2016; Miczek et al., 2008;
Moal & Piazza, 1998).

En modelos animales de adiccién que utilizan roedores, algunos autores
reportaron que la exposicion a estrés promueve la capacidad de los psicoestimulantes para
incrementar los niveles extracelulares de dopamina (DA) en nucleo accumbens (NA)
(Kalivas & Stewart, 1991; Pierce & Kalivas, 1997) potenciando las propiedades
estimulantes motoras y reforzantes de los psicoestimulantes, fenémeno conocido como
sensibilizacion cruzada (Marinelli & Piazza, 2002; Pacchioni etal., 2007; Sorg &
Kalivas, 1991). En este sentido, reportes de nuestro laboratorio en modelos animales de
estrés y abuso de sustancias revelaron que las adaptaciones neurobioldgicas duraderas
originadas en las sinapsis glutamatérgicas en el NA, subyacen al desarrollo de
sensibilizacion conductual (Esparza et al., 2012; Garcia-Keller et al., 2013), y ademas
facilitan la adquisicion de la conducta de autoadministracion (AA) de cocaina, alcohol y
heroina (Carter etal., 2020; Garcia-Keller etal., 2016; Garcia-Keller, Smiley, et al.,
2019).

Las alteraciones del comportamiento asociadas con la sensibilizacion conductual
estan mediadas por modificaciones estructurales duraderas en las neuronas del NA. La
exposicion prolongada a la cocaina aumenta la complejidad y la densidad dendritica e
induce cambios en la morfologia de las neuronas medias espinosas GABAérgicas (MSNs
en inglés “medium spiny neurons”) que conforman el NA (Russo et al., 2010), las cuales
son responsables, en parte, del incremento en las propiedades reforzantes de la cocaina y
por consiguiente promueven las respuestas conductuales inducidas por la droga (Dietz
etal., 2012; H. Shen et al., 2009; Toda et al., 2006; Verma et al., 2019).

Las modificaciones en las espinas dendriticas dependen del remodelado del

citoesqueleto de actina (Dietz et al., 2012; Matus, 2005; Russo et al., 2010; H. Shen et al.,
15




RESUMEN

2009; Toda et al., 2006; H. Wang et al., 2005). El recambio de actina es crucial para la
fisiologia correcta de las espinas (Rust, 2015) y esta controlado por proteinas de union a
actina que mantienen el equilibrio entre la actina monomérica (G-actina) y la actina
filamentosa (F-actina) dentro de las espinas dendriticas (Dos Remedios et al., 2003). En
los Gltimos afios, numerosos trabajos reportaron la participacion de los reguladores de la
dindmica de actina en la plasticidad estructural inducida por drogas de abuso (J. Li et al.,
2015; Russo et al., 2010). En esta linea, se ha descripto que RhoGTPasas como Racly la
via de sefializacién de RhoA/ROCK se encuentran implicadas en los cambios plasticos
ocurridos en el NA asociados al consumo de cocaina. En particular, la administracion
cronica de cocaina regula negativamente la actividad de la RhoGTPasa Racl
incrementando la actividad de cofilina en el NA, y este evento molecular se encuentra
asociado con una mayor sensibilidad a los efectos de recompensa de la cocaina (Dietz
etal., 2012). Ademas, otros autores reportaron que el remodelado de las espinas
dendriticas y la plasticidad sinéptica luego de la cocaina involucra la actividad de Racl,
la cual es regulada diferencialmente en NA y Caudado Putamen (Cpu) luego del
tratamiento cronico con cocaina (J. Li etal.,, 2015). En concordancia con estas
observaciones, otras investigaciones reportaron la participacion de vias de sefializacion
aguas arriba de la cofilina en la plasticidad estructural y conductual a psicoestimulantes
inducida por la exposicién a estrés (Chandra et al., 2013; Dietz et al., 2012; Fox et al.,
2018, 2020; Garcia-Keller et al., 2020; S. A. Golden et al., 2013; Kiraly et al., 2010; J. Li
et al., 2015; Qiao et al., 2016; Tu et al., 2019).

A partir de estos antecedentes, en este proyecto abordamos el estudio de los
eventos moleculares y celulares implicados en la reorganizacion del citoesqueleto de
actina en las espinas dendriticas y la expresion del receptor acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA) en el NA core, mediados por la via de sefializacion
de la RhoGTPasa Racl y la proteina cofilina en un modelo de sensibilizacidon cruzada

entre estrés y cocaina y durante la adquisicion de la conducta de AA de cocaina.

Particularmente, nosotros proponemos que el estrés crénico, a través de la
disminucidn de la actividad de Racl, incrementa la actividad de cofilina en las espinas
dendriticas del NA core y este mecanismo molecular es el responsable de la expansién de
las espinas luego de la cocaina. Asi, caracterizamos la via de sefializacién de la

RhoGTPasa Racl y la modulacion de la actividad de cofilina en los cambios plasticos de
16




RESUMEN

la postsinapsis glutamatérgica y las modificaciones estructurales de las espinas
dendriticas del NA core que median la vulnerabilidad al consumo de cocaina inducido
por estrés cronico. Para ello, utilizando un lentivirus que contiene un RNA de
interferencia (shRNA en inglés “short hairpin RNA”) especifico contra la secuencia de la
proteina cofilina de rata (LV-shcofilina) llevamos a cabo el silenciamiento génico de la
proteina in vivo. Los resultados revelan que la inhibicion de la expresion de cofilina en el
NA core de animales estresados cronicamente, es suficiente para prevenir la expresion de
la sensibilizacion a la cocaina inducida por el estrés. Ademas, los bajos niveles de
expresion de cofilina en el NA core de ratas previamente expuestas a estrés cronico,
impiden el incremento en la expresion del receptor AMPA de superficie inducida por una
dosis desafio de cocaina y promueven la reduccion del diametro de la cabeza de las
espinas dendriticas en el NA core de animales expuestos a estrés después de una dosis
desafio de cocaina. Asimismo, los bajos niveles de expresion de cofilina en el NA core
de animales estresados cronicamente son suficiente para evitar la facilitacion de la
adquisicion de la conducta de AA de cocaina inducida por estrés, y es especifico para
cocaina, ya que la adquisicién de la conducta de AA de sacarosa no se modifica por el
tratamiento con shcofilina en animales estresados y no estresados. Estos hallazgos revelan
un papel novedoso y crucial de la cofilina en los mecanismos neurobioldgicos que
sustentan la comorbilidad entre la exposicion al estrés y los trastornos relacionados con
la adiccion. Por otra parte, utilizando dos lentivirus con mutaciones de la proteina Racl,
manipulamos la expresion de la proteina Racl in vivo en sus dos estados de activacion,
un estado unido a GTP que promueve la activacidn constante de la proteina, denominado
Racl constitutivo activo (LV-Rac CA), y el otro estado unido a GDP que promueve la
inactivacion constante de la proteina, denominado Racl dominante negativo (LV-Rac
DN). Los resultados muestran que la sobreexpresion de Racl constitutiva activa en el NA
core de animales previamente expuestos a estrés crénico es suficiente para prevenir la
expresion de la sensibilizacién conductual a cocaina inducida por estrés. Ademas, la
expresion de LV-Rac CA en el NA core de ratas estresadas cronicamente impide el
incremento en la expresion de los receptores AMPA de superficie inducida por una dosis
desafio de cocaina, revelando que el estrés a través de la disminucidon de la actividad de
Racl contribuye con las neuroadaptaciones ocurridas en el NA core que sustentan la

sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina.
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RESUMEN

En este estudio establecemos que el estrés cronico induce alteraciones a largo
plazo en las espinas dendriticas del NA core a través de la desregulacion de la sefializacion
de la via de Racl y la actividad de la proteina cofilina y proporcionamos nuevas
evidencias de las bases neurobioldgicas implicadas en la comorbilidad entre la exposicién

al estrés y la adiccion a la cocaina.
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ESTRES Y VULNERABILIDAD A LA ADICCION: MARCO TEORICO

El consumo de drogas adictivas puede evolucionar desde el uso social de manera
controlada, hasta el consumo compulsivo de manera recurrente, lo cual es una
caracteristica intimamente asociada a el desarrollo de adiccion. Algunos autores sugieren
que esta transicion a la adiccion ocurre como resultado de la combinacion entre factores
genéticos, sociales y ambientales que incrementan la vulnerabilidad, con cambios en la
plasticidad neuronal en circuitos asociados al aprendizaje reforzado (Kalivas & O’Brien,
2008; Kalivas & Volkow, 2005; Kauer & Malenka, 2007; Kruijssen & Wierenga, 2019).
De esta manera, se propone que el consumo de drogas puede inducir cambios transitorios
en la plasticidad neuronal de los circuitos involucrados en el aprendizaje y en las
respuestas adaptativas de reforzadores naturales, que con el tiempo se establecen como
modificaciones permanentes en la plasticidad neuronal e impactan en las alteraciones
conductuales a largo plazo que acompafan la adiccion, como el consumo compulsivo de
drogas y las recaidas (Kalivas & O’Brien, 2008; Robinson & Kolb, 2004).

Las adaptaciones ocurridas en el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico
originado en el Area Tegmental Ventral (ATV) desempefian un papel fundamental en el
comportamiento temprano asociado a la exposicion inicial de la droga, desencadenando
adaptaciones a largo plazo en &reas inervadas por las neuronas dopaminérgicas
provenientes del ATV (Kauer, 2004; Kauer & Malenka, 2007). En tanto, las adaptaciones
ocurridas en el Nacleo Accumbens (NA), el cual recibe proyecciones desde el ATV y
otras areas limbicas, median la formacion de vinculos poderosos y persistentes entre el
refuerzo asociado a las experiencias con las drogas y las multiples sefiales externas e
internas asociadas a esa experiencia (Hyman & Malenka, 2001; Kalivas & Volkow, 2005;
Kauer & Malenka, 2007; Klawonn & Malenka, 2018; Nestler, 2001), y contribuyen de
esta manera al desarrollo de adicciones.

La investigacion clinica y epidemioldgica indica que a pesar de que un gran
numero de personas consumen drogas de abuso durante periodos variables de tiempo,
solo un porcentaje de ellos desarrollan conductas aditivas, como el uso compulsivo
(O’Brien et al., 1986). En este sentido, los estudios epidemioldgicos sefialan diferencias
de género, edad, niveles de educacion, ingresos y otras variables socio-demograficas en
el desarrollo de adicciones (Anthony et al., 1994; Kessler et al., 2005; Swendsen et al.,

2009), asi como también, los estudios clinicos describen una fuerte asociacion en el
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desarrollo de dependencia de sustancias en personas con trastornos psiquiatricos (Conway
et al., 2002; Grant et al., 2004; Swendsen et al., 2009). Por su parte, estudios genéticos y
bioldgicos muestran diferencias individuales en la propension para consumir drogas de
abuso (Gelernter & Kranzler, 2009; Koob & Le Moal, 2005).

La evaluacion de la influencia del estrés en la adiccidn revela que las situaciones
estresantes pueden incrementar la prevalencia de abuso de drogas en individuos
expuestos, por ejemplo, a estresores ambientales y sociales (S. A. Brown et al., 1995), asi
como también, en pacientes diagnosticados con desdrdenes de estrés postraumaticos
(PTSD eninglés “post traumatic stress disorder’’) (Jacobsen et al., 2003). Ademas, existe
una alta comorbilidad entre la exposicion a estrés y enfermedades psiquiatricas como
ansiedad, depresion (Brady, 1997) y abuso de drogas (Kandel et al., 1997). Mientras que,
por otra parte, existe en evidencia en la literatura entre la asociacion de eventos de abuso
sexual o0 acoso, estrés de combate, estrés ocupacional, y traumas fisicos con abuso de
psicoestimulantes, opioides o alcohol (Brady et al., 2001; Clark et al., 2001; Reed et al.,
2007; Triffleman et al., 1995); y incidentes relacionados con experiencias traumaticas
durante la nifiez con el incremento en la susceptibilidad al consumo de drogas de abuso
(Dube et al., 2003; Fothergill & Ensminger, 2006; Harrison et al., 1997; Mullings et al.,
2004; Newcomb & Bentler, 1988; Osler et al., 2007). Por lo tanto, las diferencias
individuales dadas por la presencia de factores clinicos, genéticos y bioldgicos en las
personas, pueden contribuir a rasgos o estados que hacen a una persona intrinsecamente

mas vulnerable al desarrollo de adiccion.

El estudio de los circuitos neuronales que median el efecto del estrés en el
consumo de drogas sugiere que, tanto el estrés como la exposicién a drogas conducen a
la activacion de areas cerebrales similares, implicadas en la regulacion del estado de
animo y la motivacion (Christoffel, Golden, & Russo, 2011). El estrés puede tener un
impacto duradero en la estructura y en la funcion de los circuitos cerebrales que resultan

en cambios duraderos en el comportamiento.

La plasticidad sinaptica es el mecanismo por el cual se almacena y mantiene la
informacion dentro de sinapsis, neuronas y circuitos neuronales individuales para guiar
el comportamiento de un organismo. Aunque estos mecanismos permiten que el
organismo se adapte a su entorno en constante evolucion, no todas estas adaptaciones son
beneficiosas. Bajo episodios prolongados de estrés fisico o psicoldgico, estos mecanismos

se desregulan y la conectividad entre las regiones del cerebro se desequilibra, lo que
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resulta en conductas patologicas (Christoffel, Golden, & Russo, 2011). La disfuncion de
sistemas neuronales de recompensa, como la via mesocorticolimbica, se encuentra
intimamente asociada con trastornos neuropsiquiatricos, que se caracterizan por estados
motivacionales alterados como depresidn, ansiedad y adiccién a drogas de abuso (Berton
& Nestler, 2006; Kalivas & O’Brien, 2008; Kauer & Malenka, 2007; Russo et al., 2010).
Una de las primeras evidencias en el estudio de las neuroadaptaciones ocurridas en
respuesta a estrés y drogas, reveld que tanto la administracion de cocaina, como la
exposicion a estrés agudo por inmersion en agua fria, desencadenan alteraciones en las
propiedades sinapticas en las neuronas del ATV (Borgland et al., 2004; Saal et al., 2003;
Ungless et al., 2001) con caracteristicas similares a la potenciacion a largo plazo (LTP en
inglés “long-term potentiation™), sugiriendo que las neuroadaptaciones comunes podrian
explicar, en parte, la comorbilidad observada entre los trastornos de estrés y el uso
compulsivo de sustancias. Teniendo en cuenta que, la plasticidad sinaptica necesaria para
las adaptaciones que resultan de una amplia gama de estimulos (Kauer & Malenka, 2007)
tienen lugar en las espinas dendriticas, éstas son consideradas elementos claves de la
plasticidad dependiente de las diferentes experiencias (Robinson et al 2004). Por lo tanto,
el estudio del impacto del estrés en la plasticidad sinéptica de las espinas dendriticas en
circuitos neuronales de recompensa y su interaccion con el desarrollo de adiccion, es uno
de los abordajes que intentan comprender los mecanismos moleculares y neurobiologicos
que median la influencia facilitadora del estrés en la vulnerabilidad que presentan algunos
individuos para desarrollar conductas de consumo de drogas, que pueden llevar a su uso

compulsivo.

CIRCUITO DE LA MOTIVACION Y NEUROTRASMISIONES ASOCIADAS

Circuito de la motivacion

El circuito de la motivacion esta asociado a la conversion de estimulos
bioldgicamente relevantes en una respuesta conductual adaptativa (Pierce & Kalivas,
1997). Comprende regiones cerebrales que son activadas en respuesta a estimulos
gratificantes, como por ejemplo, el sexo o la alimentacion rica en nutrientes, y regula de
esta manera complejos procesos cognitivos, como la motivacion, las expectativas y las
emociones (Koob & Le Moal, 2005; Volkow et al., 2017). Los estudios realizados sobre

este circuito neuronal revelaron que los nucleos interconectados que conforman el
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circuito motriz actian en conjunto permitiendo o bloqueando la expresion de respuestas
conductuales dadas por un estimulo ambiental o farmacoldgico (Le Moal & Simon,
1991). De esta manera, este circuito es considerado como un mecanismo de control capaz

de determinar tanto el umbral del estimulo como la intensidad de la respuesta.

Anatémicamente estd comprendido principalmente por las vias dopaminérgicas
mesolimbicas y mesocorticales, y haces provenientes del proencéfalo medial y de la
amigdala extendida (Koob & Le Moal, 2005; Lammel et al., 2011). La via mesolimbica
incluye proyecciones dopaminérgicas que se originan en el Area Tegmental Ventral
(ATV) e inervan principalmente las neuronas medias espinosas GABAérgicas (MSNs en
inglés “medium spiny neurons”) del Nucleo Accumbens (NA). La via mesocortical,
comprende las proyecciones de neuronas dopaminérgicas originadas en el ATV que
inervan la Corteza Prefrontal (CPf) (Lammel et al., 2014; Luscher & Malenka, 2011).
Asimismo, la liberacion de dopamina por parte de las neuronas del ATV hacia estas
estructuras esta regulada por un tono inhibitorio proveniente de la CPfy el NA (Carr &
Sesack, 2000). Todos estos nucleos que conforman el circuito de la motivacion estan
topogréaficamente interconectados de manera que permiten el flujo de la informacion
desde las regiones limbicas hacia los circuitos motores pirimidales y extrapirimidales
(Pennartz etal., 1994). En la Figura 1 se encuentra ilustrada la topografia de las
interconexiones de los nucleos del circuito que proporcionan el marco anatémico para el
flujo de la informacion desde regiones limbicas hacia centros motores. La amigdala inerva
hacia el ATV, NA shell y a la zona ventromedial del Ventral Pallidum (VP). Estos tres
nucleos se encuentran interconectados entre si, pero no con el sistema motor. Para acceder
a los nucleos que regulan directamente la actividad motora, las proyecciones del ATV
hacia NA core y la zona dorsolateral VP estdn conectados con sistemas motores
extrapirimidales a través de la Sustancia Nigra. Ademas, la zona ventromedial de VP
proyecta a la parte mediodorsal del tdlamo y este Gltimo inerva a la corteza dorsal (CPf
dorsal), que a su vez proyecta a NA core y Sustancia Nigra. De esta manera, el
componente taldmico del circuito permite el flujo de informacion al sistema

extrapiramidal, via interconexiones con la CPf.
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Corteza motora

CPf
dorsal

.» Ventral

Talamo
medio dorsal

NA core / —\ VP. lateral

i »VP. medial
Sustancia Nigra
Estriado
Globus Pallidus
Figura 1. Circuito de la Motivacion. Imagen adaptada de Pierce y Kalivas (Pierce & Kalivas, 1997).

La imagen es una representacion de las interconexiones entre los subnucleos del circuito e ilustra cdmo la
informacion se trasmite desde el sistema limbico, amigdala extendida (Amigd. ext) al sistema motor
piramidal y extrapiramidal, TAlamo mediodorsal, Ventral Pallidum lateral (\VVP. lateral), Ventral Pallidum
medial (VP medial), Nucleo Accumbens Core (NA core), Nicleo Accumbens Shell (Shell), Corteza
Prefrontal dorsal (CPf dorsal), Corteza Prefrontal ventral (Ventral), Sustancia Nigra, Area Tegmental
Ventral (ATV).

Dentro de este circuito, el NA fue sugerido como la interfase entre el estimulo
emocional y la conducta motora. Este nucleo esta formado por un conjunto de neuronas
diversas, la mayoria de las cuales son eferentes de MSNs. Estas neuronas se diferencian
en dos subpoblaciones de acuerdo a la expresion de receptores dopaminérgicos,
denominados receptores D1 o receptores D, y su actividad juega un papel fundamental
en los comportamientos asociados a la recompensa (Calipari et al., 2016; Floresco, 2015;
Francis et al., 2015; Francis & Lobo, 2017; Lobo et al., 2010; Lobo & Nestler, 2011;
Nestler etal., 2002; Russo & Nestler, 2013). Ademas, estas poblaciones neuronales
residen en dos subregiones anatémica y funcionalmente diferentes denominadas core y
shell. EI core es la region que rodea a la Comisura Anterior, mientras que el shell es la
region ventral y medial al core con forma de medialuna (Brog et al., 1993; Zahm & Brog,
1992). Estas dos poblaciones neuronales que comprenden las dos subregiones del NA
tienen diferentes proyecciones aferentes y eferentes (Zahm, 2000) y juegan roles distintos

en la generacion de las conductas de recompensa (Ito et al., 2004). El shell se encuentra
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incluido en la amigdala extendida (Amig. ext) (Heimer et al., 1991) y esta involucrado en
la regulacion de la motivacion y el reforzamiento (Di Chiara, 1998, 2002). Por otro lado,
el core esté relacionado con el estriado, tanto anatbmica como funcionalmente; y por
ende, esta involucrado en la integracion sensoriomotora de la conducta (Zahm & Brog,
1992). De esta manera, podria decirse que las propiedades emotivas 0 motivacionales
estan codificadas en el NA shell y las propiedades estimulantes motoras codificadas en el
core. Asi, el shell tendria un rol preponderante durante el desarrollo de la adiccién,
mientras que el core mediaria la ejecucion a largo plazo de las conductas relacionadas
con la adiccion (Di Chiara, 2002; Ito et al., 2004; Meredith et al., 2008).

La respuesta conductual a estimulos bioldgicamente relevantes esta asociada a la
liberacion de neurotransmisores (Pierce & Kalivas, 1997). La Figura 2 muestra los
diferentes neurotransmisores asociados con las proyecciones aferentes y eferentes que
conforman este circuito, en donde los principales aminoacidos excitatorios comprendidos
son el glutamato (Glu), el cual interactia con la dopamina (DA). Las aferencias
excitatorias glutamatérgicas que llegan al NA provienen principalmente de Amigdala
Basolateral (BLA), Hipocampo y CPf, mientras que las aferentes dopaminérgicas que
inervan el NA provienen del ATV. Por su parte la BLA y la CPf también reciben

terminales dopamineérgicas provenientes del ATV.

Circuito motor
BLA
GABA

Glu

CPf dorsal — S« NAWeore
NA shell

Glu DA
GABA DA
ATV EE—

Figura 2. Neurotransmisiones implicadas en el circuito de la motivacion. Imagen adaptada de

CPf ventral "Ll
DA

Vanderschuren y Kalivas (Vanderschuren & Kalivas, 2000). Imagen ilustrativa de las principales
conexiones dopaminérgicas (lineas rosas), glutamatérgicas (lineas rojas) y GABAérgicas (lineas azules) de
los nicleos que forman parte del circuito de la motivacion. Amigdala Basolateral (BLA), Nucleo
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Accumbens core (NA core) y Nucleo Accumbens shell (NA shell). Corteza Prefrontal dorsal (CPf dorsal),

Corteza Prefrontal ventral (CPf ventral), Area Tegmental Ventral (ATV).
Sinapsis dopaminérgica

Sintesis, transporte y metabolismo de la dopamina

La dopamina (DA) es la catecolamina méas abundante en el Sistema Nervioso
Central (SNC). Su sintesis se origina en las neuronas dopaminérgicas a partir del
aminodcido tirosina por la accion secuencial de dos enzimas denominadas, tirosina-
hidroxilasa (citosolica) y dopa-descarboxilasa (Freund y col., 1984). Una vez sintetizada,
la dopamina es incorporada a las vesiculas a través de un transportador de alta afinidad
denominado transportador vesicular de monoaminas (VMAT?2). La despolarizacion de la
membrana ante la llegada de un potencial de accion, favorece la apertura de canales de
calcio voltaje dependientes y la entrada de iones Ca®* promueve la fusion de las vesiculas
con la membrana sinédptica, provocando la descarga del neurotransmisor al espacio
sinaptico. Una vez liberada la dopamina a la hendidura sinaptica, puede ser eliminada del
espacio sinaptico por un proceso de difusion hacia regiones extrasinapticas, en donde se
localizan trasportadores especificos (DAT) que reintroducen la dopamina al terminal
presinaptico (Feldman y col., 1997). Después de ser recaptada, la dopamina es
metabolizada por accion de la monoaminaoxidasa (MAQO) neuronal, para dar lugar al
precursor dihidroxifenilacético (DOPAC). En el espacio extra neuronal, la dopamina se
trasforma por accion de la catecol-O-metiltrasferasa (COMT), en acido homovanilico

(HVA), el cual es el metabolito mas abundante en el cerebro humano.

Receptores de dopamina

Existen cinco tipos de receptores dopaminérgicos, reagrupados
farmacol6gicamente en dos tipos: el receptor D1, que engloba a los receptores D1 y al Ds
acoplados a proteina Gs (estimulatoria, activan a la enzima adenilato ciclasa
desencadenando la produccion de adenosin monofosfato ciclico (AMPCc)), de localizacién
postsinaptica, y el receptor D (correspondiente a las isoformas D2, D3 y D4), acoplados
a proteina G; (inhibitoria, inhibe la formacion de AMPc), de localizacién presinaptica,
implicado en la regulacion de la actividad de neuronas dopaminérgicas (autorreceptores)
(Sibley et al., 1993). Los receptores D1 son los mas abundantes en el SNC y se localizan
en todas las areas que reciben inervacidén dopaminérgica. Los receptores D2 se localizan

en neuronas que sintetizan dopamina y son mas abundantes en las terminales
26




INTRODUCCION

dopaminérgicas que inervan el estriado y el NA, y el cuerpo celular de las neuronas de la
Sustancia Nigray ATV (Sibley et al., 1993).

Mecanismo de accion de cocaina

La cocaina es un alcaloide que se obtiene a partir de las hojas de diversas especies
de Erythroxylon, principalmente del arbusto E.coca. EI mecanismo de accion de la
cocaina consiste en su union a las proteinas trasportadoras de dopamina (DAT),
serotonina (SERT) y noradrenalina (NET) bloqueando su ingreso a nivel presinaptico.
Esta inhibicion en la recaptacion de neurotransmisores, eleva las concentraciones
sinapticas de cada uno de ellos en la hendidura sinaptica, y, por lo tanto, potencia y
prolonga sus acciones centrales y periféricas (Figura 3).

El efecto psicoestimulante de la cocaina, esta directamente asociado a su
capacidad para potenciar la actividad dopaminérgica dentro de los circuitos mesolimbico
y mesocortical, mientras que la prolongacion del efecto de la dopamina en el sistema

limbico, se asocia a la intensa euforia.

Cocaina Anfetamina

H - AT
| Il ° Lol
DAT = 1

° °
DA «——— DA

: /
Cocaina Anfetamina

Figura 3. Imagen representativa del mecanismo de accion de cocaina y anfetamina. DAT:

transportador de DA, VMAT: transportador vesicular de monoaminas.

Sinapsis glutamatérgica

Sintesis, almacenamiento y metabolismo del glutamato

El glutamato es el mayor neurotransmisor excitatorio del SNC. EI L-glutamato es
sintetizado en el terminal nervioso a partir de la trasnominacion de a-oxoglutarato o de la
glutamina sintetizada en células gliales (Niciu etal., 2012). Una vez sintetizado el
glutamato citosdlico, atraviesa la membrana vesicular a través de un trasportador

(VGLUTS) para almacenarse en el terminal presindptico hasta el momento de su
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liberacion. Ante la llegada de un potencial de accion, se produce la despolarizacion de la
membrana y apertura de canales de calcio dependientes de voltaje y la entrada de iones
Ca?* promueve la fusion de las vesiculas con la membrana sinaptica, provocando la

descarga del neurotransmisor al espacio sinaptico.

La desregulacion de la neurotransmision glutamatérgica puede resultar en una alta
concentracion de glutamato extrasinaptico, lo cual conduce a dafios en la neurona
(Hardingham et al., 2002; Vanhoutte & Bading, 2003). Por lo cual, en una escala de
milisegundos el glutamato debe ser removido del espacio sinaptico para evitar el dafio. El
glutamato es eliminado activamente de la hendidura sinaptica hacia el citosol del terminal
nervioso a través de trasportadores de aminoacidos excitadores (EAAT), los cuales actdan
en contra de su gradiente de concentracion. Ademas, estos trasportadores se ubican en
células gliales, las cuales incorporan glutamato, para posteriormente ser devuelto al

terminal presinaptico en forma de glutamina (Niciu et al., 2012).

Receptores de glutamato

Los receptores de glutamato pueden dividirse en dos categorias: ionotropicos y
metabotrépicos. Los receptores ionotrépicos de glutamato son canales ionicos que
transportan cationes (Ca2*, Na*). Los receptores metabotropicos, por otro lado, activan o
inhiben los sistemas de segundos mensajeros a través de interacciones con proteinas G.
Se identificaron tres clases de receptores ionotrépicos de glutamato, que fueron
nombrados de acuerdo a su afinidad por el agonista: N-metil-D-aspartato (NMDA), a-
amino-3-hidroxi-5-acido metil-4-isoxazol propionico (AMPA) y kainato (KA). Estos
receptores forman complejos tetraméricos de subunidades individuales/heteroméricas y
una de las caracteristicas particulares de estos receptores es su diversidad de propiedades
de canal basadas en la composicion de subunidades y el perfil de expresion en el cerebro

de los mamiferos (Niciu et al., 2012).

Los receptores AMPA median la neurotransmisidn excitatoria rapida en respuesta
a la union del glutamato en el SNC (Palmer et al., 2005) y su trafico dentro y fuera de la
sinapsis conduce a cambios en la fuerza sinaptica en procesos de plasticidad (Rust, 2015;
Rust et al., 2010). Los receptores AMPA estan conformados por cuatro subunidades que
pueden variar desde la subunidad GIuR1 hasta la GIluR4, la combinacion de estas
subunidades con diferente estequiometria le confiere al canal i6nico propiedades

particulares (Niciu et al., 2012). El receptor nativo tiene muy baja permeabilidad al Ca?",
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y la presencia de la subunidad GIuR2 determina las propiedades del canal idnico asociado,

ya que su ausencia aumenta la permeabilidad del canal al Ca?* (Michaelis, 1998).

La liberacion de glutamato en concentraciones pequefias y breves (menos de 1
milisegundo) en la hendidura sinaptica genera potenciales postsinapticos excitadores
(EPSP en inglés “excitatory postsynaptic potentials”) mediados por la activacion de
receptores AMPA, que producen corrientes con un rapido impulso ascendente y una
rapida caida de la corriente. Mientras que la activacion del receptor NMDA proporciona
una fase mas prolongada de despolarizacion que puede durar varios cientos de
milisegundos. Por lo cual, se propone que la generacion de EPSP esta controlada por la
activacion del receptor AMPA, mientras que, la farmacocinética mas prolongada de la
sensibilizacion del receptor de NMDA proporciona amplia oportunidad para la suma

espacial y temporal en numerosas entradas postsinapticas (Niciu et al., 2012).

El trafico de receptores AMPA se encuentra ampliamente estudiado,
especialmente su ciclo intracelular y sus posibles secuelas fisiologicas. Como todos los
receptores de membrana, los receptores AMPA son sintetizados en el soma y
transportados a la superficie celular a través de la via secretora, la cual involucra multiples
pasos y proteinas de transporte del citoesqueleto (Kapitein etal., 2010; Kennedy &
Ehlers, 2006). Su localizacion a nivel dendritico es regulado a través de dos mecanismos:
(1) el tréfico y reciclaje exocitico y endocitico en la via secretora 'y (2) la difusion de la
membrana desde localizaciones extrasinapticas a sinapticas (Groc & Choquet, 2006;
Newpher & Ehlers, 2008; Z. Wang et al., 2008). La modulacion del citoesqueleto de
actina es un mediador critico de la sefializacion del receptor glutamatérgico AMPA en la
sinapsis, ya que el aumento de la actividad sinptica conduce a cambios morfoldgicos de
las espinas dendriticas, asi como también a cambios bioquimicos y efectos
electrofisiologicos del orden de minutos. Por lo cual, la regulacion de la dindmica de
actina en las espinas dendriticas es critica en el trafico de receptores AMPA (Rust, 2015;
Rust et al., 2010).

Fisiologicamente, el trafico de los receptores AMPA vy la difusion hacia la
superficie neuronal, se encuentran asociados a la plasticidad del aprendizaje y la memoria.
En este sentido, un fortalecimiento similar al LTP en las sinapsis neocorticales ocurre
después de la estimulacién sensorial in vivo (A. Holtmaat & Svoboda, 2009; Kessels &
Malinow, 2009; Malinow & Malenka, 2002) y este proceso depende del nimero de

receptores AMPA, la localizacion y facilitacion en las sinapsis (Takahashi et al., 2003).
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El aprendizaje en el hipocampo también esta regulado por la dindmica del receptor AMPA
(Whitlock et al., 2006) después del condicionamiento de miedo (Matsuo et al., 2008). Las
hormonas del estrés también desempefian un papel relevante en el trafico de receptores
AMPA (Groc & Choquet, 2006; Martin etal., 2009; Yuen etal., 2011), lo cual
proporciona un mecanismo para los efectos facilitadores y supresores dependientes de la
dosis de las hormonas corticosteroides en plasticidad sinaptica y cognicion (Martin et al.,
2009).

MODELO DE SENSIBILIZACION A PSICOESTIMULANTES

Sensibilizacion

La explicacion contemporanea sobre el desarrollo de la adiccion propone que las
personas adictas estaban motivadas a consumir drogas por el placer que producen las
drogas en si (basicamente para lograr el placer recordado), o para evitar las desagradables
consecuencias de la abstinencia. Sin embargo, el comportamiento compulsivo de
busqueda y consumo de drogas que caracterizan a la adiccion no siempre estd motivado

por el deseo de obtener placer o el deseo de aliviar la abstinencia (Robinson & Berridge,
1993, 2001).

El abordaje de la adiccion desde la “sensibilizacion del incentivo” propuesto por
Robinson y Berridge se basa en cuatro postulados que siguieren: (1) que las drogas
potencialmente adictivas conducen a cambios duraderos en la organizacion de circuitos
neurales, (2) que los sistemas cerebrales alterados por el consumo de drogas incluyen
aquellos normalmente involucrados en el procesamiento del incentivo, la motivacion y la
recompensa, (3) que las neuroadaptaciones inducidas por las drogas en circuitos
neuronales que median la recompensa conducen a un incremento en la sensibilidad de los
mismos a las drogas y a los estimulos asociados a las drogas (“sensibilizacion neuronal™),
y por ultimo, (4) que los sistemas cerebrales que estan sensibilizados no median los
efectos placenteros o euforicos de las drogas (el “gusto” por las drogas), pero si son los
encargados de mediar un subcomponente de recompensa denominado prominencia de
incentivo o el “querer” (Berridge et al., 1989; Robinson & Berridge, 1993, 2001). Asi,
esta teoria postula que el proceso psicoldgico de la prominencia de los incentivos es
especificamente el responsable del comportamiento de busqueda y consumo de las drogas

(el “querer” consumir drogas).
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De esta manera, la “sensibilizacion del incentivo” se basa en la hipotesis de que
las drogas producen una sensibilizacion del procesamiento incentivo-saliente que
conduce a la busqueda compulsiva y el consumo de las drogas (Berridge & Robinson,
1995; Robinson & Berridge, 1993). En otras palabras, a través del aprendizaje asociativo,
se incrementa el valor del incentivo centrado especificamente en los estimulos
relacionados con las drogas, que conducen a patrones de comportamiento cada vez mas
compulsivos de busqueda y consumo de drogas. Ademas, la persistencia de las
neuroadaptaciones originadas por las drogas seria la responsable de la susceptibilidad que
presentan las personas adictas a recaer incluso luego de largos periodos de tiempo de que

se ha interrumpido el consumo de drogas.
Iniciacién y expresion de la sensibilizacion

La evidencia experimental de la existencia de sensibilizacion neuronal, por
ejemplo, luego de la administracion de psicoestimulantes, es la sensibilizacion
locomotora caracterizada por un incremento en la respuesta conductual a la droga. El
estudio de los mecanismos involucrados en la sensibilizacion neuronal puede examinarse
en dos dominios anatdmica y temporalmente distintos, denominados iniciacion y
expresion (Kalivas & Stewart, 1991).

El inicio de la sensibilizacion involucra una secuencia transitoria de eventos
celulares y moleculares precipitados por la administracion de la droga que conducen a
cambios duraderos en la funcion neural, los cuales son los responsables de la
sensibilizacion locomotora descripta en respuesta a la administracion de
psicoestimulantes y su re exposicion (Pierce & Kalivas, 1997). Por otra parte, la expresion
de la sensibilizacion enmarca las alteraciones neuronales duraderas que surgen del
proceso de iniciacion, las cual son las encargadas de mediar directamente el incremento
de la respuesta conductual luego de la re exposicion a la droga (Pierce & Kalivas, 1997).

Estos dos procesos difieren temporal y anatomicamente. En este sentido, el inicio
de la sensibilizacion conductual se origina en Area Tegmental Ventral (Figura 1, ATV),
conformada por los nucleos de las células de dopaminérgicas del mesencéfalo ventral que
dan lugar a la via mesocorticolimbica (Fallon et al., 1978). En contraste, aguellos eventos
neuronales asociados con la etapa de expresion se distribuyen entre los nucleos
interconectados que forman parte del circuito de motivacion, mas especificamente en el
Nucleo Accumbens (Figura 1, NA) (Vanderschuren & Kalivas, 2000). Esta separacion

anatomica de los sitios de iniciacidn respecto de la expresion de la sensibilizacion implica,
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a grandes rasgos, la transferencia de informacion desde ATV hacia el NA, como resultado
de cambios en la plasticidad sindptica y estructural en las proyecciones de estas

estructuras.

Sensibilizacién psicomotora

En animales de experimentacion la exposicion repetida a drogas de abuso
(principalmente psicoestimulantes, como cocaina y anfetamina) induce cambios
persistentes y duraderos en el comportamiento, asociados a la activacion del circuito
psicomotor mediado por las drogas, desencadenando el incremento en la actividad
locomotora, el comportamiento de rotacion y las conductas estereotipadas en roedores
(Robinson & Becker, 1986; Robinson & Berridge, 1993). Dichas alteraciones en el
comportamiento pueden ser evidenciadas por la reexposicién de los animales a la misma
droga, luego de un periodo variable de tiempo (Robinson & Becker, 1986; Robinson &
Berridge, 1993).

El sustrato neural encargado de mediar este efecto activador de las drogas sobre
el circuito psicomotor se superpone con el sustrato neural responsable de los efectos
gratificantes de las drogas (Robinson & Becker, 1986; Robinson & Berridge, 1993),
especificamente el encargado de mediar ambos efectos es el circuito dopaminérgico
mesocorticolimbico (Figura 1), y en especial, las proyecciones dopaminérgicas que
inervan el NA (Figura 2) (Robinson & Berridge, 2001).

La sensibilizacion psicomotora es un fenémeno complejo, ya que, por ejemplo, es
dependiente de la dosis de droga administrada (Browman etal., 1998; Robinson &
Berridge, 2001), asi como también, por lo general, solo se observa cuando las drogas se
administran de forma intermitente (Robinson & Becker, 1986), y a menudo es mas
evidente mucho tiempo después de la interrupcion del tratamiento farmacoldgico repetido
(Antelman, 1988; Paulson et al., 1991; Valadez & Schenk, 1994). En este sentido,
Paulson y col (Paulson et al., 1991) demostraron que ratas expuestas a un tratamiento con
anfetamina manifestaron sensibilizacion conductual incluso hasta un afio después de la
Gltima exposicion a la droga (Paulson etal., 1991), lo que sugiri6 que animales
sensibilizados siguen siendo hipersensibles a los efectos psicomotores y gratificantes de
la droga luego de largos periodos de tiempo (Paulson et al., 1991; Valadez & Schenk,
1994), y es esta persistencia una de las caracteristica mas notables de la sensibilizacion
(Paulson et al., 1991; Robinson & Becker, 1986). Ademas, la sensibilizacion psicomotora

se describié no solo después de que la droga es administrada por el operador
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(administracion no-contingente), sino también, en modelos animales basados en el
condicionamiento operante, en donde son los propios animales quienes se

autoadministran la droga (administracion contingente) (Weeks, 1962).

Otra caracteristica importante de la sensibilizacién es la variabilidad individual
observada en la susceptibilidad a desarrollar sensibilizacion (Robinson et al., 1988). En
este sentido, se describid que algunas personas desarrollan sensibilizacién de manera
rapida y robusta con una dosis determinada de droga, otras, en cambio, sensibilizan muy
poco, y en la mayoria de los casos se han descripto muchos factores que contribuyen a
esta variabilidad individual en la susceptibilidad a desarrollar sensibilizacion, incluidos
factores genéticos, hormonales y experimentales (Antelman et al., 1980; Robinson et al.,
1988).

La sensibilizacion esta modulada por el aprendizaje y las situaciones vinculadas
la administracion de la droga (Browman et al., 1998). Los estimulos ambientales o las
claves asociadas a la administracion de la droga pueden adquirir potentes propiedades de
estimulos condicionados, y por lo tanto, la capacidad de modificar el comportamiento en
curso, incluso en ausencia de la droga (Davis & Smith, 1976; Tomie, 1996). Esta
capacidad del contexto para modular la sensibilizacion puede estar relacionada con su
capacidad para modular los circuitos neuronales comprometidos durante el consumo de
las drogas, por lo cual, la sensibilizacion no es una consecuencia de la exposicion a drogas
potencialmente adictivas o un simple fenémeno asociado a un tratamiento farmacolégico.
Tanto la expresion como la iniciacion de la sensibilizacion pueden ser modulados por
factores no farmacologicos, incluidos factores ambientales asociados con la

administracion de la droga.

Asimismo, la sensibilizacién puede ocurrir en respuesta a distintas drogas, si bien
se describié principalmente en respuesta psicoestimulantes, tales como cocaina y
anfetamina, también puede ocurrir en respuesta a morfina, nicotina y A9-
tetrahidrocanabinol, ya sea luego de la administracion aguda o cronica de la misma droga
(Benwell & Balfour, 1992; Cunninghamb & Noble, 1992; Joyce & Iversen, 1979; Post
et al., 1992; Robinson & Becker, 1986). Ademas, la exposicién a diferentes drogas, puede
mejorar la capacidad de respuesta conductual y neuronal a otras drogas (Berridge, 2004).
Este fendbmeno se ha definido como sensibilizacion cruzada. Las drogas pueden
sensibilizar de manera cruzada, no solo entre psicoestimulantes, como cocaina y

anfetamina (Bonate et al., 1997; Vanderschuren et al., 1999) sino también entre drogas
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de diferentes clases como por ejemplo anfetamina y morfina (Vanderschuren et al., 1997,
Vezina & Stewart, 1990). Por lo cual, si bien el sitio de accién molecular de una droga de
abuso determina el sustrato neuronal de partida para la induccién de los cambios plésticos
gue se van a manifestar como sensibilizacién psicomotora, se sugirio la existencia de
mecanismos neurobioldgicos comunes que subyacen al desarrollo de sensibilizacion,

independientemente del tipo de droga y su mecanismo de accion.

Sensibilizacién neuronal

Los efectos de las drogas sobre la activacion del circuito psicomotor indican, de
manera indirecta, que las drogas adictivas inducen sensibilizacion neuronal, lo que se
traduce en un incremento de las propiedades motivacionales y de los efectos gratificantes
de drogas (Wise & Bozarth, 1987). La evidencia méas directa de que el sustrato neural que
estd sensibilizado es el encargado de mediar la recompensa de las drogas proviene de
numerosos informes que demuestran que la exposicion previa a una variedad de drogas
potencialmente adictivas, como por ejemplo los psicoestimulantes, mejoran
posteriormente la capacidad para adquirir la conducta de AA de drogas (Hooks et al.,
1994; Horger et al., 1990; Moal & Piazza, 1998; P. V. Piazza et al., 1989) y también
incrementan la motivacion de los animales para conseguir la droga al ser expuestos a un
paradigma de AA de radio progresivo (Ferrario & Robinson, 2007). Ademas, la previa
induccion de sensibilizacion incrementa el condicionamiento de preferencia por la droga
asociado a un lugar (CPP) (Gaiardi et al., 1991; Lett, 1989), resaltando de esta manera la
capacidad de la sensibilizacion para potenciar los efectos gratificantes de algunas drogas
como morfina, cocaina o anfetamina (Horger et al., 1990; P. V. Piazzaet al., 1989; Vezina
et al., 2002) y el desarrollo de conductas similares a la adiccion, como el aumento del
consumo de drogas (Ferrario & Robinson, 2007).

Por lo tanto, el modelo de sensibilizacion es relativamente simple y dtil para
estudiar las neuroadaptaciones que acompafian a la sensibilizacién psicomotora que se
superponen, al menos en parte, con aquellas que subyacen a una mayor motivacion por
las drogas. Ademas, se sugiere que estas neuroadaptaciones que acompafian la
sensibilizacion pueden jugar un papel importante en la recaida, una de las caracteristicas
la adiccion (Robinson & Berridge, 1993; Vanderschuren & Pierce, 2010).
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Sustratos neurobidlogos de la sensibilizacion neuronal

Los estudios sobre la neurobiologia de la sensibilizacion evidencian que la
sensibilizacion conductual estd asociada con neuroadaptaciones en el circuito
mesocorticolimbico, que implican alteraciones en la plasticidad sinaptica y estructural en
el NA, e involucran la participacién de la neurotransmisién dopaminérgica y
glutamatérgica (Kalivas & Stewart, 1991; Robinson & Berridge, 1993; White & Kalivas,
1998). Particularmente, la plasticidad sindptica del NA tiene un papel clave en el
aprendizaje asociado con la recompensa y en las propiedades reforzantes de las drogas de
abuso, y por lo tanto, las adaptaciones en las proyecciones sinapticas excitatorias que
inervan el NA son importantes mediadoras de los cambios en el comportamiento
relacionados con la adiccion (Berke & Hyman, 2000; Hyman & Malenka, 2001; Kalivas
& Volkow, 2005; Kauer, 2004; Pierce & Kalivas, 1997; Robinson & Becker, 1986;
Robinson & Berridge, 1993; Vanderschuren et al., 1999).

La administracion de psicoestimulantes como cocaina y anfetaminas, inducen una
rapida liberacion extracelular dopamina (DA) en el NA y estriado en animales
sensibilizados (Berke & Hyman, 2000; Hyman & Malenka, 2001; Kalivas & Volkow,
2005; Kauer, 2004, Pierce & Kalivas, 1997; Robinson & Becker, 1986; Robinson &
Berridge, 1993; Vanderschuren et al., 1999). Este incremento en la liberacién de DA en
el NA esta dado por el incremento en la excitabilidad de las neuronas del ATV, y a su
vez, conduce a alteraciones en la postsinapsis, que se caracterizan por un aumento en la
sensibilidad de los receptores de dopamina D1 (White & Kalivas, 1998) y la disminucion
de la sensibilidad de los autorreceptores D2 (White & Wang, 1984). Esta liberacién de
DA contribuye con la expresion de la sensibilizacion, y es mas evidente luego de al menos
una semana de abstinencia. En relacion con estas observaciones, estudios de
neuroimagenes realizadas en individuos sanos reportaron un incremento en el flujo DA
en el NA luego del consumo agudo de alcohol y anfetamina (Boileau et al., 2006; Leyton
etal., 2002) y son consistentes con las evidencias preclinicas observadas en roedores
expuestos a la administracién aguda de cocaina o heroina (Kalivas & Duffy, 1990).
Ademas, en consumidores cronico de cocaina se observo un incremento en la liberacion
de DA en CPfy el estriado en respuesta a claves asociadas al consumo de la droga, lo que
sugiere la activacion del sistema mesocorticolimbico dopaminérgico en respuesta al deseo
por la droga (Volkow et al., 2009).
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Asimismo, la administracion de una dosis aguda no-contingente o dosis repetidas
de cocaina, morfina, opioides, nicotina y alcohol incrementan la fuerza sinaptica de las
neuronas dopaminérgicas mesencefalicas del ATV (Saal et al., 2003; Ungless et al., 2001)
mediante un mecanismo dependiente de glutamato. Ademas, estudios de electrofisiologia
demostraron un incremento en las corrientes AMPA/NMDA en el ATV inducido por la
administracion de cocaina, lo cual estaria asociado a la induccién de LTP por la droga a
través de un mecanismo dependiente de receptores NMDA, y asociado al incremento en

la expresion de receptores AMPA (Kauer & Malenka, 2007).

Consistente con un papel critico de la neurotransmision excitatoria en la
sensibilizacion, laadministracion sistémica y repetida de cocaina incrementa la liberacion
de glutamato (Glu) extracelular en el NA core de animales sensibilizados (Pierce et al.,
1996; Reid & Berger, 1996). Este aumento en los niveles extracelulares de Glu inducido
por cocaina, consta de dos etapas. Un aumento temprano de Glu en NA proveniente de
su liberacion vesicular, que ocurre dentro de los primeros 40 min luego de la
administracion de la droga, y esta asociado al incremento de la actividad locomotora de
los animales, y, por lo tanto, acompafia a la expresion de la sensibilizacion conductual.
Mientras que, una liberacion tardia de Glu en el NA de origen no vesicular ocurre luego
de aproximadamente 3 h de la administracién de la droga, (Pierce et al., 1996), asociada
con alteraciones en el trasportador de Glu neuronal y glial (Kauer & Malenka, 2007)
inducidas por la cocaina. La activacion de las proyecciones provenientes desde Cpf dorsal
(Figura 1) hacia el NA son la principal fuente responsable del aumento de glutamato
extracelular evocado por la cocaina en ratas sensibilizadas (Y. Li & Wolf, 1997; Pierce
& Kalivas, 1997). A nivel postsinaptico, por otra parte, la administracion de
psicoestimulantes, como cocaina, incrementan la expresion de receptores AMPA de
superficie en el NA (Boudreau & Wolf, 2005; Ferrario et al., 2010; Pierce & Kalivas,
1997), y el bloqueo de estos receptores tiene un rol importante durante la expresion de la
sensibilizacion conductual (M. E. Wolf & Ferrario, 2010). En este sentido, luego de un
periodo de abstinencia a cocaina, se reporto en ratas sensibilizadas un incremento en las
corrientes AMPA/NMDA luego de la reexposicion a cocaina en el NA, asociado a la
mayor expresion de receptores AMPA (M. E. Wolf & Ferrario, 2010). De esta manera, la
sensibilizacion puede inducir cambios en los patrones de conectividad sinaptica en los
sistemas de recompensa del cerebro (Pierce & Kalivas, 1997), que son similares a los

descriptos en otros sistemas neuronales asociados con otras formas de plasticidad
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dependiente de la experiencia (Malenka & Bear, 2004; Robinson & Berridge, 2001;
Robinson & Kolb, 1997, 1999a).

Otras neuroadaptaciones acompafian a la sensibilizacion, y estan asociadas con
capacidad de algunas drogas, como los psicoestimulantes (cocaina y anfetaminas), para
inducir modificaciones estructurales persistentes en la morfologia de las neuronas del NA,
asi como también de la CPf (Robinson & Kolb, 1997, 1999a). En esta linea, se describio
que el tratamiento repetido con psicoestimulantes incrementa el largo dendritico en las
MSNs del NA y de las neuronas piramidales de la CPf, mientras que, el tratamiento
intermitente con numerosas drogas como cocaina, morfina y anfetaminas promueve la
reorganizacion dendritica y el incremento en la densidad de espinas dendriticas en estas
areas neuronales (Robinson & Berridge, 1993, 2001, 2008; Robinson & Kolb, 1997,
1999b, 19993, 2004).

De esta manera, las drogas adictivas sensibilizan areas neuronales involucradas
en el procesamiento de incentivo, la motivacion y la recompensa, y son estas
neuroadaptaciones las encargadas de mediar la recompensa y el incremento en el valor
del incentivo que adquieren las drogas con el uso repetido (Robinson & Berridge, 1993).
Por lo tanto, el modelo de sensibilizacion permite estudiar no solo los comportamientos
asociados a las drogas, sino también las propiedades motivacionales y las
neuroadaptaciones celulares que acompafian la administracion repetida de las mismas.
Asi la investigacion preclinica podria contribuir a descifrar los fundamentos
neurobioldgicos que acompafian la adiccion a las drogas y su recaida luego de largos
periodos de abstinencia (Nestler & Aghajanian, 1997; White & Kalivas, 1998).

Sensibilizacién cruzada entre estrés y psicoestimulantes: sustratos

neurobioldgicos comunes

La exposicion a situaciones estresantes involucra la percepcion de un evento
dafiino 0 amenazante y la posterior respuesta y adaptacion a dicho evento (Folkman,
2013). Tanto la experiencia estresante como su respuesta, estan asociadas a la activacion
de sistemas neurales especificos que, de manera compleja, interactian para coordinar la
experienciay una respuesta al evento estresante (Sinha, 2001). Brevemente, la exposicién
a estrés, induce la liberacion del factor de liberacion de corticotrofina (CFR), el cual
activa el eje Hipotdlamo-Hipdfisis-Adrenal (HHA) y promueve la liberacion de
glucocorticoides, desencadenando una cascada de eventos a nivel central y periférico para

dar respuesta al estrés (Lopez etal., 1999). Dicha liberacion de CRF a nivel central,
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ademas, promueve la activacion de las neuronas dopaminérgicas del ATV incrementando
la liberacion de dopamina mesolimbica, lo cual contribuye a mejorar la adaptacion a

eventos estresantes (Lépez et al., 1999; Sinha, 2001).

Los modelos animales de estrés, a menudo, se basan en la exposicion de los
animales a una 0 mas situaciones o estimulos de manera forzada, los cuales, en situaciones
normales serian evitados por el animal (L. Lu et al., 2003; P. V. Piazza & Moal, 1998).
Entre los estresores utilizados en modelos animales de adiccion, se pueden mencionar
aquellos estresores que involucran la exposicion del animal a un ambiente aversivo, como
los estresores de inmovilizacion, la exposicion a shock eléctrico en las patas, el pinchazo
en la cola y la derrota social. Otros estresores incluyen la manipulacion del entorno,
importante para mantener al animal en condiciones fisioldgicas y psicolégicas estables,
como por ejemplo la restriccion de comida, el aislamiento social y la separacion materna
(L. Luetal., 2003).

La comorbilidad clinica existente entre los trastornos por estrés y los trastornos
desencadenados por el uso de sustancias (SUDs en inglés “substance use disorders”)
llevé a sugerir que los factores ambientales pueden tener un efecto importante en la
sensibilidad individual sobre el consumo de drogas de abuso (Boden et al., 2012; Sinha,
2001, 2008). En este sentido, numerosos estudios sugirieron que las experiencias
estresantes incrementan el consumo de opioides (Kosten et al., 1986; O’Doherty, 1991)
y psicoestimulantes (Gawin, 1980), asi como también aumentan el riesgo de sufrir recaida
(Sinha, 2007). Apoyando estas observaciones, estudios en animales reportaron que el
estrés repetido por pinchazo en la cola induce sensibilizacion a los efectos estimulantes
motores de una posterior inyeccion de anfetamina (Antelman et al., 1980), mientras que
la restriccion de comida incrementa la respuesta conductual sensibilizada a
psicoestimulantes (Cabib et al., 2000), asi como también, el estrés por derrota social
(Covington & Miczek, 2001), y estrés por separacion materna (Meaney et al., 2002). En
tanto, la exposicion a estrés agudo o cronico por inmovilizacion incrementa las
propiedades gratificantes y estimulantes motoras de anfetamina, cocaina (Diaz-Otafiez
etal.,, 1997; Esparza etal., 2012; Garcia-Keller et al., 2013; Kalivas & Duffy, 1990;
Pacchioni et al., 2002, 2007) y morfina (Capriles & Cancela, 1999; Shaham et al., 1992).
Por lo tanto, la exposicion a estrés puede mejorar la capacidad de respuesta conductual y
neuronal a las drogas, fendmeno denominado sensibilizacion cruzada (Antelman et al.,

1980; Garcia-Keller etal., 2013; Hahn etal., 1986; Herman etal., 1984; Leyton &
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Stewart, 1990; MacLennan & Maier, 1983; Pacchioni et al., 2002; Robinson et al., 1985;
Sorg, 1992).

A nivel neurobioldgico la sensibilizacion cruzada entre el estrés y el consumo de
drogas, esta asociada a la activacion de sustratos neuronales especificos que median las
respuestas a estrées, asi como también el incremento en la AA de drogas. Especificamente,
se propuso que el estrés puede desencadenar la activacion de areas neuronales e
incrementar la neurotransmision dopaminérgica y glutamatérgica en regiones
mesolimbicas y mesocorticales implicadas en la motivacion y la recompensa (Kalivas &
Duffy, 1989; Klawonn & Malenka, 2018; P. V. Piazza & Le Moal, 1996). En esta linea,
estudios de microdialisis en animales despiertos reportaron que la exposicion a diferentes
estresores, por ejemplo, estrés por derrota social o estrés por inmovilizacion incrementan
la liberacién de DA en NA y CPf media (Morrow & Roth, 1996; Tidey & Miczek, 1996).
Mientras que, el estrés por inmovilizacién o el pinchazo en la cola incrementa la
liberacion de Glu en las terminales mesocorticolimbicas de la CPf media (Bagley et al.,
1997; Gilad et al., 1990; Jedema & Moghaddam, 1994; Takahata & Moghaddam, 1998).
Ademas, la exposicion a estrés agudo incrementa la relacion de las corrientes
AMPA/NMDA en las sinapsis del ATV (Saal et al., 2003), sugiriendo que, al igual que
las drogas, el estrés sensibiliza las neuronas dopaminérgicas del ATV frente a la
liberacion de Glu (Saal et al., 2003). Es decir que, tanto el estrés como las drogas de abuso
comparten mecanismos adaptativos de plasticidad dependientes de la experiencia que
impactan directamente en las neuronas dopaminérgicas del ATV, sugiriendo la existencia
de un sustrato neuronal en comun entre las drogas y el estrés (Kalivas & Stewart, 1991;
P. V. Piazza & Moal, 1998). En este sentido, reportes previos de nuestro laboratorio
revelaron que la sensibilizacion conductual a anfetamina inducida por la exposicion
aguda a estrés por inmovilizacion potencia la liberacion de DA en el NA y estriado, 24 h
después la exposicion a la droga (Pacchioni et al., 2002, 2007), mientras que la exposicién
a cocaina incrementa los niveles extracelulares de DA en NA core, 21 dias después de la
exposicién a un Unico estresor (Garcia-Keller et al., 2013). Ademas, nuestro laboratorio
reportd que una Unica exposicion a estrés por inmovilizacion es capaz de inducir cambios
a largo plazo en las proyecciones de las neuronas glutamatérgicas que inervan el NA core,
facilitando la adquisicion de la conducta de AA de cocaina (Garcia-Keller et al., 2016),

apoyando la idea de que la plasticidad de neuronas glutamatérgicas que provienen de
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regiones corticales e inervan el NA contribuyen al efecto del estrés en el consumo de
drogas.

De esta manera, el estrés y las drogas de abuso incrementan la actividad de la
trasmision dopaminérgica y glutamatérgica a nivel mesocorticolimbico, particularmente
en el NA proporcionando un posible mecanismo de interaccion implicado en la base

neuronal de la sensibilizacion cruzada entre estrés y drogas.

Participacion de los receptores AMPA en la expresion de la sensibilizacion

conductual inducida por estrés o psicoestimulantes

Las MSNs del NA reciben aferentes glutamatérgicas de regiones limbicas y
corticales. Estas aferencias transmiten informacion relacionada con la relevancia
emocional (Amigdala), el contexto (Hipocampo) y la planificacion ejecutiva y motora de
la conducta (Corteza prefrontal, CPf). Las MSNs integran esta informacion y luego, a
través de sus proyecciones, envian la informacidn a las regiones motoras que ejecutan el
comportamiento dirigido a objetivos (Groenewegen et al., 1999; Kelley, 1999). Por este
motivo, numerosos trabajos sugirieron que el NA es el area involucrada en la traduccion
de los eventos motivacionalmente relevantes en acciones (Kalivas & O’Brien, 2008;
Klawonn & Malenka, 2018; Mogenson et al., 1987). Las entradas de glutamatérgicas
incrementan la excitabilidad de las MSNs del NA principalmente a través de la activacion
de receptores AMPA (Hu & White, 1996; Pennartz et al., 1990). Numerosa evidencia
obtenida de modelos animales de adiccion indica que la busqueda de cocaina requiere, en
Gltima instancia, la activacion de las MSNs del NA a través de receptores de glutamato
de tipo AMPA. En este sentido, algunos trabajos reportaron que la inyeccion de
antagonistas de AMPA en el NA bloquea la busqueda de cocaina inducida por claves
asociadas con la droga (Conrad et al., 2008), asi como también la busqueda de cocaina en
modelos AA que utilizan una razén fija de refuerzo de segundo orden (Di Ciano & Everitt,
2001, 2004), la reinstalacion inducida por claves (Backstrom & Hyytid, 2007) y la
reinstalaciéon inducida por la droga (Cornish & Kalivas, 2000; Famous et al., 2008).
Mientras que, la infusién de AMPA en el NA restablece la busqueda de cocaina después
de la extincion (Cornish et al., 1999; Cornish & Kalivas, 2000; Kruzich & Xi, 2006; Suto
et al., 2004). De esta manera, se sugirio que la transmision de receptores AMPA, tanto en
el NA core como en el Shell, desempefian un papel importante en la busqueda de cocaina,
aunque en el NA core su participacion seria mas importante ya que media la busqueda de

cocaina inducida por claves.
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Una caracteristica interesante observada en los modelos animales de adiccion es
que es que las respuestas conductuales a la cocaina y las claves asociadas a la droga se
fortalecen en animales con una experiencia previa con la cocaina. Lo cual, llevé a
proponer que el fortalecimiento observado podria estar mediado por el incremento de
receptores AMPA en las sinapsis del NA y esta adicion de receptores en la sinapsis podria
preparar las neuronas para responder de manera mas robusta al glutamato liberado por las
aferencias corticales y limbicas en respuesta a la droga y a claves asociadas con las
drogas. Por lo que esta respuesta incrementada al Glu, y regulada por la trasmisién de
receptores AMPA, podria ser uno de los mecanismos involucrados en la busqueda de
cocainay, por consiguiente, en la plasticidad a largo plazo inducida por la cocaina en el
NA (Anderson et al., 2008; Bobadilla et al., 2017; Gipson, Kupchik, et al., 2013).

La participacion de la transmision glutamatérgica en el NA durante la expresion
de la sensibilizacion se demostrd por primera vez a traves del blogueo de los receptores
AMPA con un antagonista (CNQX) en el NA (Pierce et al., 1996). En este trabajo, Pierce
y col (Pierce etal., 1996) demostraron que la infusion de CNQX en el NA de ratas
sensibilizadas a cocaina era capaz de prevenir la expresion de la sensibilizacion
conductual inducida por la administracién no-contingente de la droga, luego de 21 dias
de abstinencia, sin afectar la respuesta conductual de ratas no sensibilizadas que fueron
expuestas a una dosis aguda de cocaina, sugiriendo, que la transmision mediada por
receptores AMPA en el NA era necesaria para la expresion de la sensibilizacién
locomotora en ratas sensibilizadas luego de un periodo de abstinencia. Ademas, en este
trabajo se establecio un rol diferencial del subcompartimiento core del NA en la expresion
de conductas relacionadas con la adiccion. En esta linea, se demostré que la cocaina
induce la liberacién de Glu en core, y pero no en shell, de animales sensibilizados a
cocaina que expresaron sensibilizacion psicomotora (Pierce et al., 1996). De esta manera,
este trabajo fue el primero en demostrar que la trasmisién mediada por receptores AMPA
juega un rol importante en la expresion de la sensibilizacion conductual en el NA core de

animales con una experiencia previa con la droga.

El trafico de receptores de AMPA dentro y fuera de la sinapsis es un mecanismo
importante que regula la fuerza sinaptica de varios tipos de plasticidad, incluida la LTP
(Bredt & Nicoll, 2003; Malinow & Malenka, 2002; Turrigiano & Nelson, 2004). En este
sentido, la composicion de la subunidad del receptor juega un papel importante en la

determinacion de la funcion del receptor AMPA durante la plasticidad, ya que los
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receptores AMPA compuestos por subunidades con extremos C-terminales cortos, como
los GIuR2/3 entran y salen de las sinapsis de forma constitutiva, mientras que los
receptores AMPA que contienen una subunidad con un extremo C-terminal largo, como
GIuR1 se insertan en las sinapsis de una manera dependiente de la actividad (Malinow &
Malenka, 2002). Reportes de Boudreau y Wolf (Boudreau & Wolf, 2005) enfocados en
el estudio de la regulacion directa del trafico de receptores AMPA in vivo, luego del
tratamiento con cocaina, establecieron una estrecha relacion entre la sensibilizacion
locomotora y el incremento en la expresion de receptores AMPA luego de trascurridos
entre 14 y 21 dias de abstinencia, pero no asi, al primer dia de abstinencia o 41 dias
después. En este sentido, estos autores reportaron un incremento en la expresion de
receptores AMPA subunidad GIuR1 y GIuR2 solo en animales previamente
sensibilizados con cocaina que mostraron un incremento en la actividad locomotora,
vinculando el incremento de receptores AMPA con la expresion de la sensibilizacion
psicomotora. Ademas, este trabajo correlaciond positivamente la magnitud de la
sensibilizacion locomotora con la proporcion de receptores AMPA GIuR1 y GIuR2 de
superficie expresados en el NA, sugiriendo que la magnitud del fenémeno de
sensibilizacion conductual depende en parte de la cantidad de receptores expresados en
la superficie de las MSNs del NA (Boudreau et al., 2009; Boudreau & Wolf, 2005). Estos
hallazgos se correlacionan con las observaciones previamente descriptas por Pierce y col
(Pierce et al., 1996), quienes reportaron que ratas sensibilizadas a la cocaina mostraron
una incremento mayor en la actividad locomotora frente a la infusién de AMPA en NA
después de 2 a 3 semanas de abstinencia, respecto de ratas no sensibilizadas a la droga
(Pierce et al., 1996). Estudios posteriores de Wolf y Ferrario (M. E. Wolf & Ferrario,
2010) demostraron que la re exposicion a cocaina en animales previamente sensibilizados
con la droga, conduce a un incremento en la expresion de receptores AMPA subunidad
GIluR1 y GIuR2, 30 min después de la inyeccion de la droga, y esto se encuentra
relacionado con el incremento en la sensibilizacién locomotora de los animales (M. E.
Wolf & Ferrario, 2010). De esta manera, estos trabajos establecen una estrecha asociacion
entre la expresion de la sensibilizacion conductual y la magnitud de la respuesta
conductual, con el trafico de receptores AMPA en la sinapsis del NA, lo cual plantea la
posibilidad de que las alteraciones en el trafico de receptores AMPA en la postsinapsis
glutamatérgica inducidas por la cocaina constituyan un mecanismo molecular

involucrado en los cambios a largo plazo que median las alteraciones conductuales en la
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adiccion a cocaina y, por lo tanto la plasticidad a largo plazo inducida por la cocaina en
el NA.

En concordancia con estas observaciones, estudios electrofisiologicos reportaron
un incremento en el radio de las corrientes AMPA/NMDA en las sinapsis excitatorias de
NA shell en animales previamente sensibilizados con cocaina, luego de 10 a 14 dias de
abstinencia (Kourrich et al., 2007). Aungue cabe destacar que este incremento en el radio
pudo estar dado por cambios en la funcién de ambos tipos de receptores, el precedente
aumento de receptores AMPA en superficie durante la sensibilizacién conductual a
cocaina, permite inferir que este cambio estd mediado por el incremento en el nimero y
la funcion de los receptores AMPA en la sinapsis de NA (Kourrich et al., 2007). De esta
manera, la abstinencia de cocaina induce cambios en la excitabilidad de las MSNs a traves
de la expresion de receptores AMPA en el NA 'y estas alteraciones estarian implicadas en
las conductas asociadas con la busqueda de cocaina. En este sentido, Suto y col (Suto
et al., 2004) reportaron que la infusion de AMPA en el NA restablece la blusqueda de
cocaina en ratas previamente sensibilizadas con la droga (Suto et al., 2004), por lo cual la
ejecucion motora de la busqueda de cocaina y la reinstalacion de la conducta dependen
de la activacion de las aferentes corticales glutamatérgicas que inervan el NA a traves de
la activacion de receptores AMPA, sugiriendo que el incremento en la expresion de
receptores AMPA de superficie en el NA es un mecanismo importante en la
sensibilizacion, asi como también en la vulnerabilidad asociada al restablecimiento de la
busqueda de drogas (Boudreau & Wolf, 2005).

Reportes de nuestro laboratorio, en el estudio de la comorbilidad entre el estrés y
el consumo de cocaina, demostraron que la infusion de CNQX en NA core 21 dias
después del estresor, previene la expresion sensibilizacion cruzada a cocaina inducida por
una Unica exposicion a estrés por inmovilizacion, sugiriendo que la participacion de la
trasmision glutamatérgica se extiende al efecto de cocaina en animales previamente
expuestos a estres agudo por inmovilizacion (Garcia-Keller et al., 2013). Ademas, el
incremento en la actividad locomotora inducida por una dosis de cocaina en ratas
sensibilizadas por la exposicion a estrés agudo, se vinculé con el aumento en la expresion
de receptores AMPA de superficie subunidad GluR1 en el Core, pero no en Shell (Garcia-
Keller et al., 2013), destacando el rol diferencial del Core durante la expresion de la
sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina y la implicancia del incremento de

receptores AMPA en este subcompartimiento del NA. Apoyando estas observaciones a
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través de estudios electrofisioldgicos, se establecio que la exposicidn a estrés agudo por
inmovilizacion conduce a un incremento en las corrientes AMPA/NMDA en NA core, 21
dias después del estresor (Garcia-Keller et al., 2016), similar a los cambios observados
en animales expuestos a un régimen de cocaina luego de un periodo de abstinencia, lo
cual llevé a concluir que la exposicion a estrés a través del trafico de receptores AMPA
en las sinapsis del NA core y el incremento en la excitabilidad de las MSNSs, recapitula
algunos de los mecanismos que sustentan la sensibilizacién a cocaina en el NA core. En
un trabajo posterior de nuestro laboratorio, ademas se demostrd que durante la expresion
de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por la exposicion a estrés cronico de
inmovilizacion, se produce un incremento en la expresion de receptores AMPA que
contienen la subunidad GIuR1 (AMPA GIluR1) de superficie en NA core, 45 min después
de una dosis aguda de cocaina e involucra el remodelado del citoesqueleto de actina
(Esparza et al., 2012), vinculando de esta manera los cambios a largo plazo en el NA core
con alteraciones en la dindmica de actina que impactan en la expresion de receptores
AMPA de superficie.

En sintesis, el aumento en la expresion del receptor glutamatérgico de tipo AMPA
en el NA representa una importante adaptacion molecular por la cual las drogas de abuso
y el estrés inducen cambios en la funcion de la via meocorticolimbica y median las

alteraciones conductuales a largo plazo en la sensibilizacion.

MODELO DE AUTOADMINITRACION DE DROGAS

Autoadministracién

El estudio de las drogas como reforzadores en animales de experimentacion revel6
gue los roedores son capaces de auto administrarse casi todas las drogas que resultan ser
adictivas en humanos (Yokel, 1987), como por ejemplo opioides y psicoestimulantes. Por
lo cual, el desarrollo de modelos de AA de drogas en el laboratorio, permite modelar
algunos de los comportamientos de consumo de drogas observados en humanos (Katz,
1990; Markou et al., 1993).

El condicionamiento operante utilizado en el modelo de AA esta basado en el
consumo voluntario de la droga de interés con el objetivo de evaluar el refuerzo positivo
de la droga (Weeks, 1962). De esta manera, el aprendizaje de una respuesta operante,

como presionar una palanca, da como resultado la infusion intravenosa de la droga o la
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entrega para su consumo oral, y los cambios en la tasa de la respuesta reforzada por la
droga reflejan los cambios en la sensibilidad a sus propiedades apetitivas (Altman et al.,
1996; Schuster & Thompson, 1969).

Tres enfoques pueden ser utilizados en el estudio de la AA de drogas, con el
objetivo de modelar con mayor precision los patrones de consumo de las mismas. Estos
involucran estudios de adquisicién de la conducta de AA, el mantenimiento y por Gltimo
la reinstalacion de la conducta. Los estudios de adquisicion evalUan la propension de los
animales para autoadministrarse la droga, basados en los primeros contactos que tiene el
sujeto con la droga a dosis bajas y controladas, y tienen en cuenta el umbral o la tasa de
adquisicion (P. V. Piazza & Le Moal, 1996; P. V. Piazza & Moal, 1998). Los estudios de
mantenimiento de la conducta de AA requieren de un entrenamiento prolongado a altas
dosis de la droga y permiten estimar los cambios en la sensibilidad a los efectos
reforzantes de las drogas y la motivacion para consumirlas (Altman et al., 1996; Schuster
& Thompson, 1969). Requieren de esquemas de razon progresiva en donde la dosis se
mantiene constante y el nimero de respuestas necesarias para obtener una infusion de
droga se incrementa progresivamente, hasta alcanzar el punto de quiebre. Por Gltimo, la
etapa de reinstalacion, permite evaluar la recaida en el consumo de la droga y se evalta
luego de la extincién de la conducta adquirida previamente. Ademas, la presencia de
estimulos asociados al consumo de la droga puede desencadenar el deseo por la misma
durante periodos de abstinencia conduciendo a la reinstalacion de la conducta de AA (P.
V. Piazza & Moal, 1998).

Uno de los paradigmas maés utilizados de AA consta de sesiones diarias de accesos
cortos a la droga, generalmente de 1 a 3 h de duracion. Estas sesiones muestran, de manera
confiable, el aumento en el consumo de la droga y el restablecimiento de la conducta de
busqueda de drogas, dos caracteristicas relevantes observadas en personas que desarrollan
adicciones. Sin embargo, algunos autores consideran que, a pesar de que permiten evaluar
el conducta de consumo de drogas, no evaltan el comportamiento involucrado en la
transicion a la adiccion (Ahmed & Koob, 1998). Por lo cual, el uso de este paradigma
solo podria abordar el uso de drogas recreativas, y no la escalada al consumo compulsivo
descripto en humanos (Roberts etal., 2007). Un abordaje a esta limitacion, es el
paradigma de AA de accesos a la droga por tiempos prolongados, que consta de sesiones
diarias con un minimo de 6 h (Ahmed & Koob, 1998), que pueden llegar a durar hasta 12

h (Cocker etal., 2019; Lucantonio et al., 2015). En comparacion con las sesiones de
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tiempos mas cortos, estos paradigmas permiten observar una escalada en el
comportamiento de consumo de la droga (Ahmed & Koob, 1998; Mandt et al., 2015;
Mantsch et al., 2004), una mayor motivacion por el consumo de la droga, por ejemplo,
con psicoestimulantes como cocaina (Hao et al., 2010; Paterson & Markou, 2003), asi
como también una mejora en el comportamiento de bldsqueda de droga (Knackstedt &
Kalivas, 2007; Mantsch et al., 2004).

Otra caracteristica interesante descripta en la adiccion a psicoestimulantes en
personas es que el consumo suele producirse de forma intermitente. En este sentido, los
consumidores ingieren grandes cantidades de cocaina en cortos periodos de tiempo,
seguido de un periodo libre de droga, antes de consumirla nuevamente (Allain et al.,
2015). Por lo cual, el patrén temporal de administracién de la droga juega un papel
fundamental en la transicion a la adiccion. El paradigma conductual de AA de acceso
intermitente, simula este tipo comportamiento en roedores permitiendo el acceso a la
droga durante periodos de 5 min, separados por periodos libres de droga de 25 min
(Zimmer et al., 2011). De esta manera, se observa un alto nivel de consumo durante los
periodos de disponibilidad de la droga (Allain et al., 2018) y fluctuaciones en los niveles
de concentraciones cerebrales de cocaina (Zimmer et al., 2012), mientras que ademas los
animales muestran mayor motivacién para conseguir la droga comparado con aquellos

paradigmas de corto acceso 0 acceso prolongado (Zimmer et al., 2012).

Numerosas neuroadaptaciones estan asociadas con la regulacion de la respuesta
conductual durante la AA de drogas. En primer lugar, las exposiciones iniciales a la droga
durante la etapa de adquisicion, impactan principalmente en la CPf impulsando el
comportamiento dirigido a un objetivo, asi como también en regiones mesolimbicas,
incluyendo el NA, las cuales son regiones claves en la integracién del reforzamiento por
estimulos (Hopf & Lesscher, 2014). A medida que se desarrolla la formacion de la
conducta de autoadministracién, el cuerpo estriado dorsal desempefia un papel importante
en el mantenimiento de la ingesta de la droga (Belin & Everitt, 2008). Asimismo, en lo
que respecta a los paradigmas de AA gue constan de sesiones de tiempos cortos 0 acceso
prolongado, los mecanismos neurobioldgicos que median el comportamiento como
resultado de estos dos paradigmas de entrenamiento parecen diferir, especificamente con
respecto a la neuroplasticidad dentro del estriado (Ducret et al., 2016; Purgianto et al.,

2013), ya que si bien el estriado se encuentra implicado en la busqueda de drogas, la
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participacion del estriado dorsal es prominente durante la basqueda compulsiva de la

droga.

Rol del estrés en la adquisicion de la conducta de autoadministracion

Evidencias clinicas sugieren que uno de los principales factores que influyen en
el desarrollo de adicciones, después del primer contacto con la droga, o de su uso
esporadico, es la vulnerabilidad que presentan algunos individuos a los efectos
reforzantes de las drogas (O’Brien et al., 1986; P. V. Piazza & Le Moal, 1996). El
paradigma de adquisicion de la conducta de AA permite evaluar estas diferencias
individuales, a través de la propension que presentan los animales para adquirir la
conducta de consumo de drogas, bajo condiciones experimentales estables, en donde los
animales tienen el mismo acceso a la droga, en dosis bajas, y en idénticas condiciones
ambientales (Johanson & Fischman, 1989).

La investigacion acerca de la influencia del estrés en el consumo de drogas,
contribuy6 a demostrar que el estado bioldgico del individuo juega un papel importante
en la propension para desarrollar la conducta de AA de drogas, destacando la importancia
de las experiencias ambientales para inducir un fenotipo vulnerable.

Numerosos estresores pueden promover la facilitacion de la adquisicion de la
conducta de AA de drogas de abuso. Por ejemplo, la adquisicion de AA de cocaina y
anfetaminas es facilitada por la exposicién de los animales a factores estresantes fisicos
como el pinchazo repetido en la cola del animal y el shock eléctrico en las patas (Goeders
& Guerin, 1994). La restriccion de comida, otro estresor fisico, facilita la adquisicion de
la conducta de AA de alcohol, opiaceos y psicoestimulantes (P. V. Piazza et al., 1990).
En esta misma linea, la exposicion de ratas macho a regimenes de jerarquia social facilita
la adquisicion de la AA de psicoestimulantes (Haney et al., 1995; Maccari et al., 1991; P.
V. Piazzaet al., 1990, 1991; Taylor et al., 1987), mientras que el aislamiento social puede
facilitar la adquisicién de la AA de morfina (Hadaway et al., 1979; Marks-Kaufman &
Lewis, 1984), heroina y la AA oral de alcohol (Horger etal., 1990; Wolffgramm &
Heyne, 1991). En tanto, la exposicidn a situaciones de estrés prenatal durante la tercera'y
cuarta semana de gestacion, aumenta la probabilidad de que ratas adultas desarrollen AA
de anfetaminas (Deminiére et al., 1992).

Una consideracion importante durante los esquemas de adquisicion es que
numerosos factores pueden influenciar la respuesta conductual a estresores aumentando

la propension del animal para autoadministrase una droga. Por ejemplo, la previsibilidad
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de un estimulo para evocar un efecto interno no deseado y la intensidad del estresor son
factores importantes que pueden modificar la AA de drogas. En este sentido, el estrés
inducido por descargas eléctricas en las patas del animal aumenta la AA de cocaina, sin
embargo, se observo gue si el estresor es previamente predecible no altera la conducta de
consumo (Goeders & Guerin, 1994). Ademas, otro estudios sugirieron que la exposicién
a estresores fisicos de manera aguda, como por ejemplo, la exposicion del animal a
descargas eléctricas en las patas o la colocacion del animal sobre a una plancha caliente,
no altera la AA de cocaina, posiblemente porque estos estresores necesitan ser mas
intensos para evocar una respuesta conductual (Ramsey & Van Ree, 1993). Asimismo,
reportes de nuestro laboratorio demuestran que la exposicion a estrés agudo por
inmovilizacion induce neuroadaptaciones a nivel de las sinapsis glutamatérgicas de NA
que acompafan la facilitacion observada en la adquisicion de la conducta de AA de
cocaina (Garcia-Keller et al., 2016).

La exposicion a estresores de manera mas prolongada puede facilitar la AA de
drogas, tanto si son aplicados de manera continua (Alexander et al., 1981; Maccari et al.,
1991; Schenk et al., 1987, 1990) como si son administrados repetidamente con una
duracion menor (Goeders & Guerin, 1994; Haney et al., 1995; Miczek & Mutschler,
1996; P. V. Piazza etal., 1990; Shaham & Stewart, 1994). Sin embargo, el tiempo
transcurrido entre el evento estresante y la exposicion a la droga puede ser otro factor que
influencia el consumo. Por ejemplo, en el caso de la facilitacion de la AA inducida por
exposicion a estrés por restriccién, algunos autores sugieren que sélo se observa si la
exposicion a la droga ocurre poco tiempo después de la exposicion al estresor (Shaham,
1993). Sin embargo, otros autores describieron la facilitacion de la AA de drogas tanto
cuando el estresor continda durante el periodo de AA (Bozarth et al., 1989; Hadaway
et al., 1979; Marks-Kaufman & Lewis, 1984; Schenk et al., 1990; Wolffgramm & Heyne,
1991) como cuando el estrés termina semanas antes del inicio de las sesiones de la AA
(Haney et al., 1995; Maccari et al., 1991; P. V. Piazza et al., 1990; Specker et al., 1994).

Por lo cual, si bien tanto la exposicion aguda o crénica a estrés incrementan las
propiedades reforzantes de las drogas, existen factores que pueden influenciar la respuesta
conductual de los animales modificando la propensién de los mismos para adquirir la
conducta de AA de drogas y deben ser tenidos en cuenta cuidadosamente en el estudio

del estrés y la sensibilidad a drogas de abuso (Engeln et al., 2020).
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PLASTICIDAD ESTRUCTURAL Y SINAPTICA ASOCIADA A ESTRES Y
PSICOESTIMULATES

Las neuronas son unidades integradoras que reciben informacion de una red de
neuronas y generan a cambio potenciales de accion, que dan como resultado una
comunicacion dinamica entre conjuntos neuronales (Buzsaki, 2010). Esta actividad
coordinada entre neuronas tiene lugar en las sinapsis, la cual es principalmente un punto
unidireccional de transmision de la informacion en el cerebro entre un axén terminal
presinaptico, que entrega una sefial que es recibida, y el compartimiento postsinaptico,
que propaga la informacion recibida (Buzsaki, 2010).

Nuestra capacidad para procesar e incorporar informacion depende de los
mecanismos de plasticidad sinaptica (A. Holtmaat & Svoboda, 2009). La desregulacién
de la plasticidad sinaptica se encuentra implicada en una variedad de trastornos
psiquiatricos (Penzes et al., 2011; Russo et al., 2009), trastornos neuroldgicos (Sheng &
Kim, 2011) y en el deterioro cognitivo relacionado con la edad (Dumitriu et al., 2010).
Ademas, las experiencias de vida, como la exposicion a estres fisico o psicologico de
manera prolongada o el consumo de psicoestimulantes, pueden causar cambios en la
conectividad sinaptica que resulta en alteraciones patoldgicas en las conexiones de
circuitos neuronales (Christoffel, Golden, & Russo, 2011; S. A. and Golden & Russo,
2012; Montagud-Romero et al., 2018).

Generalidades de las espinas dendriticas

La plasticidad sinaptica a nivel excitatorio, ocurre principalmente en pequefias
protuberancias de la dendrita llamadas espinas (Hering & Sheng, 2001). Las espinas
dendriticas son especializaciones morfoldgicas que sobresalen del eje principal de las
dendritas neuronales. Normalmente presentan una longitud de entre 0.5y 2 um, mientras
gue se encuentran presentes en una densidad lineal que varia ente 1 a 10 espinas por pm
de longitud dendritica en neuronas maduras (Chicurel & Harris, 1992; Harris, 1994; Sorra
& Harris, 2000). La mayoria de las sinapsis excitatorias en mamiferos ocurren en las
espinas dendriticas, y una espina madura tipica tiene una sola sinapsis situada en su
cabeza. Por lo cual, las espinas dendriticas representan el compartimiento postsinaptico
unitario principal de la trasmision excitatoria (Hering & Sheng, 2001), asi como también

el sitio de los cambios plasticos dependientes de la experiencia (Robinson & Kolb, 2004).
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La actina es el principal componente estructural de las espinas dendriticas. Los
cambios morfoldgicos rapidos en las espinas dendriticas dependen del grado de
polimerizacion de actina e involucran el desplazamiento de actina monomérica (G-actina)
a actina filamentosa (F-actina) (Fukazawa et al., 2003; Star et al., 2002). Asi, F-actina es
el principal componente postsinaptico estructural, y el ensamblado y desensamblado,
conocido como dinamica de actina, controla la morfologia de las espinas dendriticas en
respuesta a cambios en la actividad sinaptica. A grandes rasgos, el crecimiento de las
espinas durante la induccién del LTP estd asociado a una mayor fuerza sinaptica, y
depende del ensamblado y estabilizacién de F-actina, mientras que la retraccion de
espinas y su eliminacion inducida por una baja frecuencia de estimulacién requiere el
desensamblado de F-actina (Harris, 1994; Hering & Sheng, 2001; Sorra & Harris, 2000).
En condiciones de reposo, se pueden encontrar dos “pools” de actina en las espinas
dendriticas: un “pool” altamente dindmico ubicado en la cabeza de la espina y otro “pool”
estable en la base de la espina. Después de la induccion de LTP, un tercer “pool” de actina
aparece en la espina para permitir el agrandamiento de la misma, y este “pool” parece ser
el responsable del crecimiento de la espina durante el LTP (Honkura et al., 2008;
Matsuzaki et al., 2004). De esta manera, la arquitectura dindmica de la espina se mantiene
mediante la polimerizacién y depolimerizacion de los filamentos de actina en la cabeza
de la espina y la morfologia de las espinas dendriticas es un factor importante en la
conectividad funcional dentro de los circuitos neuronales, ya que esta altamente
correlacionada con la funcidn sinéptica (Y. Chen et al., 2004; Yuste & Bonhoeffer, 2001).
Por otro lado, la distribucion F-actina a nivel presinaptico, enfatiza un papel de la
dindmica de actina en el reclutamiento de vesiculas sinapticas y en procesos de exocitosis
o0 endocitosis (Hering & Sheng, 2001).

Otro componente estructural de las espinas dendriticas es la densidad
postsinéptica (PSD). La misma se ubica por debajo de la membrana postsinéptica en la
cabeza de las espinas dendriticas (Hering & Sheng, 2001; Sheng & Hoogenraad, 2007) y
muestra una alta correlacion con el tamafio de la cabeza de la espina y la zona activa
asociada, asi como también con la fuerza sinéptica (Hering & Sheng, 2001; Sheng &
Hoogenraad, 2007). La PSD contiene una alta concentracion de proteinas estructurales,
principalmente F-actina (Capani et al., 2001), y moléculas de sefializacion celular como
la quinasa dependiente de calmodulina Il (CaMKII), receptores glutamatérgicos (Moon

etal., 1994), canales ionicos, moléculas de adhesion celular y proteinas de andamiaje
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como PSD-95 (Cho et al., 1992; Sheng & Hoogenraad, 2007), sobre la cual se ensambla
la PSD. El rol estructural de la PSD permite la localizacion y estabilizacion de los
receptores glutamatérgicos y moléculas de adhesion en la membrana postsinaptica,
favoreciendo la adhesion sinaptica y el alineamiento de los receptores con los sitios
presinapticos de liberacion del neurotransmisor. Ademas, tiene un rol importante en la
sefializacion, ya que ensambla diferentes moléculas de sefalizacion cerca de los
receptores glutamatérgicos y permite que la activacion del receptor esté eficientemente
acoplada a las vias de sefializacion postsinapticas. El citoesqueleto de actina desempefia
un papel importante en las actividades sindpticas que van desde la organizacion de la PSD
(Sheng & Hoogenraad, 2007), y el anclaje de los receptores postsinapticos (Renner et al.,
2008), a la facilitacion del trafico de las cargas sinapticas (Schlager & Hoogenraad, 2009)

y la localizacién de la maquinaria de traduccion (Bramham, 2008).

Cambios morfolégicos y clasificacion de las espinas dendriticas

Los cambios en la morfologia de las espinas constituyen un evento regular de la
fisiologia del cerebro y pueden originarse tanto en presencia de actividad sinaptica de alta
frecuencia como en respuesta a estimulos conductuales o fisioldgicos. La formacion de
nuevas espinas asi como el remodelado de las espinas preexistentes son importantes para
establecer y modular los circuitos sinapticos durante el desarrollo y la plasticidad
sinaptica (Ehlers, 2000). La morfologia de las espinas juega un papel crucial en las
funciones cerebrales y contribuye a las adaptaciones conductuales inducidas por eventos
motivacionales relevantes, tales como la exposicion a situaciones estresantes y el
consumo de psicoestimulantes (Blanpied & Ehlers, 2004; Kalivas & Volkow, 2005;
McGee & Bredt, 2003; Robinson & Kolb, 1997).

En neuronas in vivo, la morfologia de las espinas dendriticas cambia
constantemente. El estudio de las espinas dendriticas en tejidos cerebrales fijados
permitié clasificar las espinas dendriticas en tres categorias segun sus diferencias
morfoldgicas basadas en la relacion entre la longitud total de la espina, el ancho del cuello
y el ancho de la cabeza. De esta manera, las espinas pueden ser consideradas como:
mushroom, thin o stubby, las cuales ademas de presentar caracteristicas morfoldgicas
diferentes, muestran diferencias en sus propiedades sindpticas (Chang & Greenough,
1984; Fifkova & Anderson, 1981; Harris et al., 1992; Peters & Kaiserman-Abramof,
1970) (Figura 4). Las espinas stubby se caracterizan por presentar una longitud total

similar al diametro de la cabeza y escasa o nula presencia de cuello. Estas espinas son
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prominentes durante el desarrollo y se consideran estructuras inmaduras y plasticas
fuertemente acopladas a su dendrita madre (Schmidt & Eilers, 2009). Este fuerte
acoplamiento, sugiere que los cambios en la densidad de espinas tipo stubby pueden
impactar desproporcionadamente en la excitabilidad neuronal en relacion con otros tipos
de espinas, ya que espinas con cuello pequefio pueden recibir menos o contener
conexiones muy diferentes respecto de las espinas mushroom (Noguchi et al., 2005). Las
espinas tipo thin poseen una longitud total mayor que el ancho de su cabeza, y este a su
vez, es mayor que el ancho de su cuello. Se consideran estructuras inmaduras y plasticas,
que pueden agrandarse y estabilizarse o contraerse, relativamente rapido en respuesta a
nuevos estimulos (A. J. G. D. Holtmaat et al., 2005; Kasai et al., 2003). Las espinas tipo
mushroom presentan un ancho de cabeza mayor al de su cuello y se caracterizan por ser
estructuras estables, maduras y poco plasticas que persisten por meses y muestran una
mayor densidad de receptores AMPA a lo largo de la PSD, respecto de las espinas stubby
(S. A. and Golden & Russo, 2012), generando sinapsis funcionalmente mas fuertes
(Ganeshina et al., 2004; Matsuzaki et al., 2001; Yasuda et al., 2004).

A B
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cabeza f||.0p0d|0 thin
stubby
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filopodio thin  mushroom stubby

7 2 .
/] area de la cabeza de la espina

Figura 4. Clasificacion morfologica de los diferentes tipos de espinas dendriticas. Imagen adaptada
de Pontrello y Ethell (Pontrello & Ethell, 2009; H. Shen et al., 2009). A) Dibujo representativo de los
diferentes tipos de espinas dendriticas segun sus caracteristicas morfoldgicas. Se puede observar en primer
lugar un filopodio el cual es un precursor en la formacion de nuevas espinas, seguido de una espina thin,
mushroom y stubby. B) Imagen a gran aumento de una dendrita de hipocampo en donde se encuentran

sefialadas las principales categorias de protuberancias dendriticas: filopodio, thin, mushroom y stubby.

Ademas de variar en forma y tamafio, las espinas pueden diferir en su contenido

de granulos y moléculas especificas. En general, las espinas mas grandes tienen
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proporcionalmente sinapsis mas grandes, y contienen una mayor diversidad de organulos.
En esta linea, la presencia de la PSD por debajo de la membrana postsinaptica ubicada en
la cabeza de la espina, permite la organizacion de receptores y la sefializacién de
moléculas en la hendidura sinaptica frente a los agrupamientos vesiculares de
neurotransmisores a nivel presinaptico (Hering & Sheng, 2001). Por lo cual, la cabeza de
espina es proporcional al tamafio de la PSD, el numero de receptores postsinapticos y al
namero de vesiculas presinapticas, sugiriendo que el crecimiento de la cabeza de la espina
probablemente se correlaciona con un fortalecimiento de la transmision sinaptica (S. A.
and Golden & Russo, 2012; Hering & Sheng, 2001).

Plasticidad estructural y sinaptica mediada por psicoestimulantes en el NA

La reorganizacion o el fortalecimiento de las conexiones sinapticas en circuitos
neuronales especificos o relevantes, acompafian los cambios conductuales asociados a la
plasticidad dependiente de las experiencias (Robinson & Kolb, 2004).

La plasticidad estructural inducida por el consumo de psicoestimulantes puede ser
caracterizada mediante la determinacion de tres parametros que involucran: (1) las
alteraciones en la densidad total de las espinas dendriticas inducidas por el
psicoestimulante, (2) la complejidad de la arborizacion dendritica inducida por los
psicoestimulantes, y (3) los cambios en el tamafio y la forma de las espinas dendriticas
que determinan el aspecto morfoldgico de las mismas. En este sentido, es posible
determinar con mayor precision la relevancia funcional de la plasticidad dependiente de
la experiencia (A. Holtmaat & Svoboda, 2009) al caracterizar las espinas dendriticas
segun el tipo de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas (mushroom, thin y stubby),
dado que presentan caracteristicas sinapticas diferentes. Por otra parte, la determinacién
de la actividad sinaptica de espinas individuales es otra observacion relevante que
acompafia la reorganizacion estructural de la espina (Matsuzaki et al., 2004). Por lo tanto,
estas determinaciones en conjunto permiten inferir no solo cambios en la reorganizacion
estructural de los circuitos neuronales inducidos por los psicoestimulantes, sino también,
alteraciones en la fuerza sinéptica de los mismos.

La exposicidn a psicoestimulantes induce adaptaciones neuronales que involucran
cambios en la plasticidad estructural, principalmente alteraciones en el NA (Robinson &
Kolb, 1997). En este sentido, una de las formas de plasticidad neuronal asociada a la
administracion repetida de psicoestimulantes son los cambios a largo plazo en la

arborizacién neuronal y la reestructuracion de las espinas dendriticas (Robinson & Kolb,
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1997). Especificamente, el tratamiento repetido con cocaina o anfetaminas incrementan
la densidad de espinas totales y ramificacion dendritica en NA core y shell (Robinson &
Kolb, 2004). Apoyando estas observaciones y la relevancia de la plasticidad estructural
en la sensibilizacién conductual, Liy col (Y. Li et al., 2004) reportaron que la induccién
de sensibilizacion conductual a cocaina esta acompafiada del incremento en la densidad
de espinas totales en neuronas del NA core, sin cambios en shell (Y. Li et al., 2004). Sin
embargo, otros autores reportaron que luego del tratamiento crénico con cocaina sélo se
produce un incremento en la densidad de espinas en el NA shell (Dietz et al., 2012).
Asimismo, si bien no hay un consenso al respecto, un gran nimero de autores reportaron
que luego de la administracion de psicoestimulantes se produce un incremento en la
densidad total de espinas en el NA, lo cual estaria asociado al incremento en la densidad
de espinas inmaduras tipo thin (Dietz et al., 2012; Dobi et al., 2011; Dumitriu et al., 2012;
Y. Kim etal., 2009; Laplant etal., 2010; Lee etal., 2006). Estas observaciones
acompafian estudios electrofisiologicos que revelan que en tiempos relativamente cortos
respecto de la ultima administracion de psicoestimulantes ocurre una depresion a largo
plazo (LTD en inglés “long term depression”) en la sinapsis, sugiriendo que los
psicoestimulantes inducen plasticidad neuronal (Thomas et al., 2000, 2008; Thomas &
Malenka, 2003).

La diferenciacion de las poblaciones de neuronas medias espinosas GABAérgicas
(MSNs en inglés “medium spines neurons’) que conforman el NA segun la expresion de
receptores dopaminérgicos D1 y D2 (D1-MSNs y D>-MSNSs) permitié examinar con mas
detalle los cambios morfoldgicos en el NA, asi como también establecer diferencias en la
plasticidad en los subcompartimientos core y shell. En este sentido, algunos trabajos
revelaron una robusta plasticidad estructural solo en neuronas Di-MSNs en los
subcompartimientos de NA luego del tratamiento crénico con cocaina (Dobi et al., 2011),
especificamente un incremento en la densidad de espinas solo en las D1-MSNs inducido
por la cocaina. Otros autores en cambio, mostraron que el incremento en la densidad de
espinas solo ocurre en NA shell luego del tratamiento con la droga (J. Kim et al., 2011).
Por el contrario, Lee y col (Lee et al., 2006) revelaron que la administracion cronica de
cocaina incrementa la densidad de espinas dendriticas en las dos poblaciones de D1-MSNs
y D>-MSNs tanto en NA core como en shell, pero las modificaciones a largo plazo solo
persisten en la poblacion de D:-MSNs luego de transcurrido 1 mes de la exposicion a la

droga (Lee etal., 2006). De esta manera, si bien la activacion de D1-MSNs y D>-MSNs
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contribuye con los efectos gratificantes de la cocaina (Boyd & Mailman, 2012), los
cambios a largo plazo inducidos por la droga parecen estar mediados por modificaciones
en la poblacion de D1-MSNs (Ambroggi et al., 2009; Bertran-Gonzalez et al., 2008; Kelz
etal., 1999; Lee et al., 2006; J. Zhang et al., 2006).

En esta linea, ademas, el estudio de la plasticidad estructural luego de un periodo
de abstinencia sugirio que las modificaciones estructurales en el NA core y shell podrian
estar influenciadas por el tiempo trascurrido luego de la tltima administracion de la droga.
En este sentido, Dumitriu y col (Dumitriu et al., 2012) reportaron que animales expuestos
a la administracion de cocaina cronica durante 7 dias consecutivos no relevaron cambios
en la densidad total de espinas en el NA core, luego de trascurridas 4 h de abstinencia de
la droga, pero si revelaron un incremento en la densidad de espinas totales en el NA shell
al tiempo medido. Ademas, luego de 24 h de abstinencia, se observo una disminucién en
la densidad de espinas presentes en el NA core y un incremento en shell. Sin embargo,
luego de 28 dias de abstinencia, se observé que la densidad de espinas totales en el NA
core permanece disminuida y esta disminucion fue atribuida a la presencia de espinas tipo
thin, mientras que la densidad de espinas en el NA shell retorna a niveles basales
(Dumitriu et al., 2012), sugiriendo que los cambios estructurales son diferentes en el core
y en el shell, y estan influenciados por el tiempo de abstinencia luego de la ultima
administracion de la droga. En esta misma linea, Shen y col (H. Shen et al., 2009)
reportaron que ratas expuestas durante 7 dias a un régimen de cocaina capaz de inducir
sensibilizacion, mostraron un incremento en la densidad de espinas totales en NA al dia
21, luego de 2 h de recibir una dosis desafio de cocaina (H. Shen et al., 2009) y este
incremento en la densidad de espinas estuvo acompariado por el aumento en el tamafio de
la cabeza de las espinas dendriticas en el NA (H. Shen et al., 2009). Ademas, este trabajo
reportd que una dosis aguda de cocaina induce cambios similares en la plasticidad
estructural de NA, pero en un periodo de tiempo mayor (H. Shen et al., 2009). Es decir,
una dosis aguda de cocaina tiene la capacidad de inducir cambios rapidos en la plasticidad
estructural del NA, en animales previamente sensibilizados y expuestos a un periodo de
abstinencia, lo cual podria estar asociado a la capacidad que tiene la cocaina para
modificar la respuesta conductual luego de un periodo libre de droga (Kalivas & O’Brien,
2008; Koob & Le Moal, 2001; Robinson & Berridge, 1993).

En correlacion con estas observaciones, estudios electrofisioldgicos reportaron

que la fuerza sinaptica en las sinapsis glutamatérgicas del NA, puede ser modificada
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diferencialmente frente a una dosis de cocaina en animales que previamente fueron
expuestos a un régimen de droga, respecto de aquellos animales que nunca tuvieron un
contacto previo con la droga (Kourrich et al., 2007). Brevemente, la exposicion repetida
a psicoestimulantes in vivo aumenta el nimero de espinas dendriticas en NA (Robinson
& Kolb, 2004), asi como también la expresion de receptores AMPA de superficie
(Boudreau & Wolf, 2005), y la respuesta conductual a la infusién de AMPA (Cornish &
Kalivas, 2000; Pierce etal.,, 1996; Suto etal., 2004), lo cual sugiere que los
psicoestimulantes pueden potenciar las sinapsis glutamatérgicas en el NA. Sin embargo,
algunos estudios reportaron que la cocaina repetida in vivo reduce las AMPAR EPSC en
el NA shell (Thomas etal., 2001) y esta depresion sinaptica parece jugar un papel
importante en los cambios conductuales asociados a la sensibilizacion conductual
(Brebner et al., 2005), ya que el bloqueo de la endocitosis de los receptores AMPA en el
NA shell interfirié la expresion de la sensibilizacion conductual a anfetaminas. En este
sentido, Kourrich y col (Kourrich et al., 2007) reportaron que la exposicion repetida a la
cocaina seguida de un periodo prolongado de abstinencia desencadena una potenciacion
persistente de las sinapsis excitatorias de NA, acompafiada por el incremento en el radio
AMPA/NMDA, asociado al incremento en la funcion y/o el nimero de receptores AMPA
en la sinapsis, sin cambios en la funcion sinéptica de los receptores NMDA.. Sin embargo,
durante la abstinencia temprana el radio AMPA/NMDA disminuye lo que sugiere que la
potenciacion sinaptica no ocurre durante la abstinencia temprana, pero se desarrolla en
funcion de la duracion de la abstinencia. La relevancia de estas observaciones, se
determind luego de reexposicion de los animales a la cocaina durante la abstinencia
prolongada, en donde se observo que una dosis desafio de cocaina reduce el radio
AMPA/NMDA, lo cual sugiere que la droga es un potente estimulo para provocar un
cambio en la direccion de la plasticidad sindptica dependiente de la experiencia en

animales con un historial de exposicion a la cocaina (Kourrich et al., 2007).

Plasticidad estructural y sinaptica mediada por estrés en el NA

Similar a los descripto en respuesta a la administracion de psicoestimulantes, la
exposicion a situaciones estresantes puede inducir cambios en la plasticidad estructural
en areas neuronales que conforman el circuito de la motivacion, como NA (Fox et al.,
2018, 2020; Garcia-Keller et al., 2016; S. A. Golden et al., 2013; Khibnik et al., 2016).
El estrés por derrota social modela caracteristicas conductuales asociadas a patologias

como la depresion y la ansiedad, como son el comportamiento de evasion social o los
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estados de anhedonia (Berton & Nestler, 2006; Krishnan et al., 2007). Sin embargo, esta
descripto que existen diferencias individuales en las respuestas de afrontamiento al estrés
(Krishnan et al., 2007) ya que la derrota social solo induce evasion social o anhedonia en
un subgrupo de animales considerados susceptibles, respeto de aquellos animales
expuestos al estresor pero que no desarrollan conductas tipo depresivas, considerados
resilientes. En este sentido, Christoffel y col (Christoffel, Golden, Dumitriu, et al., 2011)
reportaron que la exposicion a estrés por derrota social incrementa la densidad total de
espinas y la densidad de espinas tipo stubby, sin cambios en la densidad de espinas tipo
thin y mushroom, en el NA shell de animales susceptibles. Estos cambios ademas,
estuvieron acompafiados por una tendencia hacia la disminucion en el tamafio de la cabeza
de las espinas en los animales susceptibles al estrés (Christoffel, Golden, Dumitriu, et al.,
2011). Es decir, que la derrota social induce la formacion de nuevas espinas cuyo cambio
estd asociado al incremento en la densidad total de espinas, a expensas solo del
incremento en la densidad de espinas tipo stubby. En esta misma linea, los estudios
electrofisiologicos demostraron que la formacién de nuevas espinas involucra la
presencia de densidades postsinapticas (PSD) pequefias con un aumento en la frecuencia
de las corrientes postsinapticas mini-excitadoras (MEPSCs) en NA, lo que indica un
mayor numero de sinapsis glutamatérgicas funcionales inducidas por estrés en el NA shell
(Christoffel, Golden, Dumitriu, etal., 2011). Acompafiando estas observaciones, y
considerando las dos subpoblaciones de neuronas que conforman el NA, Fox y col (Fox
et al.,, 2018) reportaron la presencia de atrofia dendritica diferencialmente en las Ds-
MSNs en NA luego de un régimen de estrés por derrota social y esto se correlacion6 con
la conducta de evasion social (Fox et al., 2018). En esta misma linea, Fox y col (Fox et al.,
2020) describieron el incremento en la densidad de espinas en la poblacién D2-MSNs
luego de un régimen de estrés por derrota social, asociado al incremento de la densidad
de espinas tipo thin y stubby. Sin embargo, el incremento en espinas tipo thin se

correlacion6 negativamente con la conducta de evasion social (Fox et al., 2020).

Estudios electrofisioldgicos basados en la investigacion de las alteraciones
funcionales desencadenas por las neuroadaptaciones inducidas por la cocaina o por la
exposicion a estrés por derrota social sugieren cambios diferentes en la funcidn sinaptica
del NA, principalmente en shell (Khibnik et al., 2016). En este sentido, Khibnik y col
(Khibnik et al., 2016) reportaron que la fuerza sinaptica en respuesta a estrés o cocaina

medida en espinas individuales de las D:-MSNs y las D>-MSNs es modulada
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bidireccionalmente en las espinas mushroom, y estas adaptaciones sinapticas son
especificas del tipo de célula y no se superponen entre el estrés y la cocaina.
Especificamente, la cocaina induce una regulacion a la baja en la amplitud de las
corrientes de excitacion unitarias postsinapticas (UEPSC) en espinas tipo mushroom de
las D1-MSNs, y estos hallazgos son consistentes con las observaciones previas que
describen una disminucion del radio AMPA/NMDA y en las mEPSC en D;-MSNs en
respuesta a cocaina luego de un periodo de abstinencia temprana (Kourrich et al., 2007;
MacAskill et al., 2014; Pascoli etal., 2014; Thomas et al., 2001). Sin embargo, otro
trabajo reportdé un incremento en las mEPSC especifico en la poblacion de D1-MSNs
luego de la cocaina (MacAskill et al., 2014). Ademas, Khibnik y col (Khibnik et al., 2016)
reportaron que no se producen cambios en la mMEPSC en respuesta a cocaina en la
poblacion D2-MSNSs, sino una redistribucion de la fuerza sinaptica. Estas observaciones
difieren en respuesta a estrés cronico, en donde ratones resilientes exhibieron un
incremento en las UESPC en las espinas mushroom en la poblacion de D1-MSNs, mientras
en la poblacion de D>-MSNs exhibieron una significativa regulacion a la baja en este
subtipo de espinas. Estos estudios concuerdan con otros antecedentes que muestran que
la activacion de las D;-MSNs induce resiliencia, mientras que la activacion de la
poblacion de D>-MSNs promueve susceptibilidad al estrés (Francis et al., 2015). Ademas,
en ratones susceptibles se observo un incremento en las MESPC que reflejan un aumento
en el nimero total de espinas en las D2-MSNs en lugar de un cambio en la fuerza sinéptica
(Christoffel, Golden, Dumitriu, et al., 2011; S. A. Golden et al., 2013). Por ultimo, el
incremento en espinas tipo thin asociado a la exposicion a estrés 0 cocaina podrian
contribuir en las adaptaciones en la fuerza sindptica, ya gque estas espinas son sensibles a
glutamato, por lo que, es posible que espinas recién formadas contribuyan activamente
con las alteraciones en la trasmisién sinaptica que podrian servir para desencadenar

adaptaciones en la fuerza sinaptica de NA (Khibnik et al., 2016).

En sintesis, tanto la cocaina como la exposicion a estrés inducen
neuroadaptaciones en el NA, que involucran cambios en la plasticidad estructural y en la
fuerza sinéptica de las MSNSs. Especificamente, el estrés y la cocaina a largo plazo,
incrementan la densidad de espinas, el radio AMPA/NMDA vy la fuerza sinaptica en el
NA, similar a las adaptaciones inducidas por cocaina o0 estrés en las neuronas
dopaminérgicas del ATV (Saal et al., 2003). Ademas, conductualmente, ambos inducen

sensibilizacion frente a una posterior inyeccion de cocaina y a la inversa, la
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administracion cronica de cocaina aumenta la susceptibilidad al estrés por derrota social
(Covington et al., 2010; Covington & Miczek, 2005), por lo cual, el estudio de la
plasticidad en el NA y los mecanismos moleculares que controlan la plasticidad
conductual y sinaptica son un punto clave en los trastornos por adiccion y estrés. Estudios
de nuestro laboratorio demostraron que la exposicion a estrés agudo por inmovilizacion,
induce sensibilizaciéon frente a una dosis desafio de cocaina, 21 dias después de la
exposicion al estresor, asi como tambien facilita la adquisicion de la conducta de AA de
cocaina (Garcia-Keller et al., 2013, 2016). Ademas, la expresién de la sensibilizacion a
cocaina inducida por estrés estuvo acompafiado por el incremento en la expresion de
receptores AMPA de superficie subunidad GIuR1 en el NA core. En tanto, estudios
electrofisiologicos y estructurales revelaron un incremento en la densidad de espinas
dendriticas en el NA core y en el radio AMPA/NMDA inducidor 21 dias después de la
exposicion a estrés agudo por inmovilizacion (Garcia-Keller et al., 2016). En linea con
estos hallazgos, Esparza y col (Esparza et al., 2012) reportaron que 21 dias después de la
Gltima exposicion a estrés cronico por inmovilizacion (estrés crénico de 7 dias
consecutivos por inmovilizacién), la expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina
estd acompafiada del remodelado del citoesqueleto de actina en NA core, e involucra el
incremento en la expresion de receptores AMPA de superficie subunidad GIuR1, asi
como también, el incremento en la PSD de las espinas de NA core. Por lo cual, la
evidencia de nuestro laboratorio sugiere que la expresion a largo plazo de la
sensibilizacion conductual inducida por la exposicion a estrés por inmovilizacion
recapitula algunas de las neuroadaptaciones estructurales y funcionales, que se cree que
sustentan la sensibilizacion conductual inducida por la administracion diaria de cocaina,
sugiriendo que las adaptaciones neurobiolégicas a largo plazo en la sinapsis
glutamatérgica en el NA son la base de la sensibilizacion cruzada a la cocaina inducida
por estrés e involucran el remodelado del citoesqueleto de actina en las espinas

dendriticas.
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REGULACION DEL CITOESQUELETO DE ACTINA: PARTICIPACION DE
LAS RHOGTPASAS EN LA PLASTICIDAD SINAPTICA

RhoGTPasas

La familia de RhoGTPasas son proteinas de bajo peso molecular (~ 21 Kd) con
capacidad de union a nucleétidos guanina. Multiples estudios demostraron que son
importantes reguladores moleculares que participan tanto en la expresion de receptores
de superficie en las espinas dendriticas con el remodelado del citoesqueleto de actina y
los microtabulos. Si bien esta familia de proteinas esta dividida en siete subfamilias, las
principalmente estudiadas son Rho, Racly Cdc42. Especificamente, las RhoGTPasas son
mediadores criticos del crecimiento neuronal, la formacién de espinas dendriticas y
polaridad neuronal e importantes reguladores de la dindmica del citoesqueleto de actina
(Bradke & Dotti, 1999; Stankiewicz & Linseman, 2014). En este sentido, algunos
estudios sugirieron que Rac, Cdc42 y Rho exhiben una relacion antagénica respecto de la
morfologia neuronal. Por ejemplo, Kozma y col (Kozma et al., 1997) revelaron que la
inyeccion de Racl o Cdc42 en células de neuroblastoma favorece el desarrollo del cono
de crecimiento y el crecimiento de neuritas, mientras que la inyeccion de RhoA inhibio
el desarrollo del cono de crecimiento inducido por la inyeccion de Cdc42, llevando al
colapso del cono y la retraccién de neuritas (Kozma etal., 1997), sugiriendo un rol
antagénico de RhoA respecto de Rac1/Cdc42 en la morfologia neuronal. Ademas, en la
regulacién de la formacion dendritica la estimulacion de receptores de NMDA incrementa
la actividad de Rac y Cdc42, mientras que la actividad de RhoA se reduce, promoviendo
el crecimiento y la ramificacion dendritica, por lo cual, son consideradas como
reguladores esenciales de la morfologia neuronal (Newey et al., 2005). Sin embargo, las
RhoGTPasas también participan en otras funciones celulares esenciales, como por
ejemplo la transcripcion general (Hill et al., 1995), progresion del ciclo celular (Olson
etal., 1995), supervivencia celular y muerte (Heasman & Ridley, 2008; Linseman &
Loucks, 2008).

La activacién de las RhoGTPasas esta caracterizada por su capacidad de ciclar
entre dos conformaciones que permiten regular rapidamente su actividad, un estado activo
unido a guanosin trifosfato (GTP) y un estado inactivo unido a guanosin difosfato (GDP).
Su activacion es facilitada por factores intercambiadores de nucle6tidos guanina (GEFs
en inglés “guanosine exchange factors”), los cuales promueven el intercambio de GDP

por GTP, y asi la activacion de la proteina. La inactivacion es inducida por la accion de
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proteinas con actividad GTPasas (GAPs en inglés “GTPase activating protein”), las
cuales estimulan el recambio GTP por GDP. Ademas, la participacion de inhibidores de
la disociacién de guanina (GDIs en inglés “guanine dissociation inhibitors’’) permiten la
correcta localizacion de la RhoGTPasa en la membrana celular y posterior activacion
(Figura 4) (Stankiewicz & Linseman, 2014). De esta manera, la regulacién de las
RhoGTPasas asociado a la activacion de GEFs y GAPs, permitid su estudio en maltiples
procesos celulares utilizando herramientas de biologia molecular, como por ejemplo, la
expresion de mutaciones para alterar su activacion mediante su capacidad de uniona GTP
y/o GDP o ensayos de actividad que permitieron medir el estado de activacion promedio
de una GTPasa en una poblacion neuronal determinado. Sin embargo, estudios avanzados
que contemplan la activacion espacio temporales sugirieren la presencia de complejas
redes de sefalizacion intracelular encargadas de controlar la activacion precisa de las
RhoGTPasas, tanto en células neuronales como en otro tipo de células, que implican la
activacion de las RhoGTPasas en el mismo momento pero en distintas localizaciones
celulares (Pertz, 2010).

Extracelular
Membrana Plasmatica

Citoplasma Rho Rho

|

DI
Rho)

DP

Figura 5. Activacion de la familia de RhoGTPasas. Imagen adaptada de Stankiewicz y Linseman

(Stankiewicz & Linseman, 2014). El factor intercambiador de nucleétido de guanina (GEF) cataliza la
conversion del GDP en GTP para promover la activacion de RhoGTPasa. Las proteinas activadoras de
GTPasa (GAP) inactivan la Rho GTPasa estimulando la capacidad de Rho GTPasa para hidrolizar GTP a
GDP. Finalmente, los inhibidores de la disociacion de guanina (GDI) regulan la activacion de Rho GTPasa

secuestrando la Rho GTPasas en un estado unido a GDP en el citosol.

Muchas vias de sefializacion moleculares controlan los cambios en la morfologia
de las espinas dendriticas a través de la regulacion de la actina filamentosa (F-actina),

algunas a traves de la interaccion directa con actina, y otras a través de efectoras aguas
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abajo (Pontrello & Ethell, 2009). La funcion de las RhoGTPasas en la regulacién de la
dindmica y la morfogénesis de las espinas dendriticas se estudio principalmente
utilizando herramientas cléasicas de biologia molecular que incluyeron la expresién de
mutantes para interferir el estado de activacion de las RhoGTPasas y evaluar asi su
participacion. En este sentido, la expresion de la mutante Racl constitutivamente activa,
la cual induce un cambio conformacional en la proteina favoreciendo su activacion
permanente a través de su unién a GTP, se observo que favorece el desarrollo de espinas
multiples de tamafio mucho mas pequefio de lo normal en células de Purkinje del cerebelo
(Harris et al., 1992). De manera similar, en cultivos de células piramidales, se observé
que la expresion de Racl constitutivamente activa interrumpid la morfologia normal de
las espinas dendriticas, provocando un aumento de protuberancias dendriticas (procesos
similares a filopodios) (Nakayama et al., 2000; S.-H. Shi et al., 2001). Mientras que la
expresion de la mutante Racl dominante negativa, la cual induce una mutacion en la
proteina que favorece su union a GDP y por lo tanto, su inactivacién permanente, provoco
una reduccion progresiva en el nimero de espinas (Nakayama et al., 2000), lo que indica
que Racl es importante en el mantenimiento de la densidad de espinas dendriticas.
Apoyando estas observaciones, alteraciones en algunos GEFs contribuyen en el
mantenimiento de la morfologia de las espinas dendriticas. La sobreexpresion de
Kalirina-7, uno de los GEFs activadores de la proteina Racl, en neuronas corticales
incrementa el nimero y el tamafio de las espinas dendriticas. Mientras que la ausencia de
actividad de Kalirina-7 reduce el nimero de espinas presentes en estas neuronas (Penzes
etal., 2001).

De manera similar, se describidé que la sobreexpresion de la mutante de Rho
constitutiva activa modifica la densidad y la morfologia de las espinas dendriticas. En
particular, se observo que su sobreexpresion disminuye la densidad de espinas en las
dendritas basales y apicales, y en algunos casos llevando a la ausencia casi total y las
pocas espinas presentes presentaron anormalidades en el tamafio del cuello (Tashiro et al.,
2000), lo cual sugirio que la expresion de Rho reprime el mantenimiento y la elongacion
de espinas (Tashiro et al., 2000). Mientras que la inhibicion de la actividad de Rho result6
en un incremento en el numero de espinas y en la formacion de espinas con cuellos
alargados, lo que permitié inferir que la actividad de Rho tiene un rol importante en la
regulacion de la morfologia de las espinas, particularmente en formacion, retraccion y

estabilizacion de las espinas dendriticas. De esta manera, estos hallazgos sugirieron que
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la sefializacion de Racl y Rho participan en la morfogénesis de las espinas dendriticas
pero su regulacion es antagonica durante a la formacion de nuevas espinas (Tashiro et al.,
2000). Por otra parte, Tashiro y col (Tashiro et al., 2000) evaluaron la participacion de
Cdc42 en la densidad y tamafio de las espinas dendriticas en cultivos de neuronas de
hipocampo y reportaron que la expresion de una mutante de Cdc42 constitutiva activa en
neuronas piramidales del hipocampo no altera la morfologia de las dendritas apicales y
basales en un porcentaje de las células transfectadas, asi como tampoco altera la
morfologia de las espinas dendriticas presentes, mientras que, en otro porcentaje de
células, se observaron espinas dendriticas anormalmente cortas, con puntas prominentes
y espinas stubby anormales. Ademas, la expresion de una mutante constitutiva negativa
de Cdc42 (la cual promueve la inactivacion de la RhoGTPasa a través de la unién a GDP)
en estas neuronas no alter6 la morfologia y el largo de las espinas dendriticas presentes
(Tashiro et al., 2000).

El control de la dinamica de actina dentro de las espinas dendriticas mediado por
las RhoGTPasas Racl, RhoA y Cdc42 involucra numerosos efectoras aguas abajo que de
manera conjunta regulan la dindmica del citoesqueleto de actina en las espinas dendriticas
en respuesta a diferentes estimulos. En este sentido, la activacién de Racl estimula la
polimerizacion de actina filamentosa (F-actina) y estabiliza las espinas dendriticas a
través de la activacion de la proteina p21-quinasa-activada (PAK), su efector cascada
abajo LIM quinasa 1 (LIMK1) y la proteina de unidn a actina cofilina (Govek et al., 2004;
Meng et al., 2002; H. Zhang et al., 2005). Mientras que la activacion de RhoA y Rho
quinasa (ROCK), conduce a la activacion de LIMK1, la cual inactiva a la proteina cofilina
a través de fosforilacion impidiendo la accion depolimerizante de cofilina, favoreciendo
la reduccion en el recambio y una mayor estabilidad de los filamentos de actina (Bernard,
2007; Maekawa et al., 1999). Ademas Cdc42 a traves de la activacion de PAK y LIMK1

inhibe la depolimerizacion de actina (Edwards et al., 1999).

ADF y cofilina

En mamiferos, la familia de ADF/cofilina comprende tres tipos de proteinas
denominadas: cofilinal (cofilina no muscular, n-cofilina), cofilina2 (cofilina muscular,
m-cofilina) y ADF (factor depolimerizante de actina, destrina). Tanto cofilina y ADF se
encuentran expresadas en el cerebro adulto (Bellenchi et al., 2007; Gorlich et al., 2011) y
ambas se encuentran presentes en las sinapsis excitatorias (Gorlich et al., 2011; Racz &

Weinberg, 2006) principalmente en las espinas dendriticas. Numerosos estudios
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establecieron que la presencia de ADF/cofilina a nivel neuronal es critica para la
morfologia de las espinas dendriticas (Bosch et al., 2014; Gu et al., 2010; Hotulainen
et al., 2009; Rust et al., 2010), y controlan tanto aspectos funcionales como estructurales
asociados a la plasticidad sinaptica (Bosch et al., 2014; Gu et al., 2010; Rust et al., 2010;
Q. Zhou et al., 2004). Ambas proteinas tienen funciones redundantes y superpuestas en
la liberacion de neurotransmisores en la sinapsis (Rust, 2015; M. Wolf et al., 2015;
Zimmermann et al., 2014). En este sentido, Wolf y col (M. Wolf et al., 2015) reportaron
que la expresion de dobles mutaciones de ADF y cofilina en ratones induce un deterioro
severo de la fisiologia neuronal presindptica del hipocampo, comparado con las
alteraciones observadas en ratones que expresan mutaciones de ADF y cofilina
individuales. En particular, las alteraciones en la dindmica de la actina causadas por las
dobles mutaciones provocaron defectos en la organizacién, movilizacion y exocitosis de
las vesiculas sinépticas y alteraciones en la liberacion de glutamato, sugiriendo funciones
superpuestas para ADF y cofilina en fisiologia presinaptica. Sin embargo, se report6 que
cofilina es el factor limitante en la plasticidad postsinaptica, mientras que la presencia de,
ya sea, ADF o cofilina es suficiente para impulsar la remodelacion de actina durante la
fisiologia presinaptica (M. Wolf et al., 2015). Ademas, se describié que la inactivacion
genética de cofilinal y ADF perjudica el aprendizaje, y causa anomalias graves en el
comportamiento (Goodson et al., 2012; Rust et al., 2010; Zimmermann et al., 2014). De
esta manera, los estudios sugieren que ADF/cofilina es un factor clave para la correcta
fisiologia de las espinas dendriticas y alteraciones en su expresion pueden provocar a

alteraciones en la plasticidad sindptica que impactan en el comportamiento.

Cofilina es un regulador directo de la dinamica de actina, de manera compleja y
dependiente de la concentracion (Hild et al., 2014). A bajas concentraciones cofilina
promueve el desensamblado de los filamentos de actina (F-actina), acelerando la
disociacion de los monémeros de actina (G-actina) en los extremos negativos de los
filamentos y cortando filamentos de actina (Blanchoin & Pollard, 1999; Maciver et al.,
1991). En este sentido, el corte de los filamentos de actina puede resultar en un ensamblaje
de red o en un desensamblado, dependiendo de la concentracion local de G-actina y la
actividad de proteinas polimerizantes de actina (Van Troys et al., 2008). Por el contrario,
a altas concentraciones, cofilina puede promover el ensamblaje de F-actina nucleando
nuevos Yy estabilizados filamentos preexistentes (Andrianantoandro & Pollard, 2006)
(Figura 6).
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La union de cofilina a la actina esta controlada por fosforilacion (inactivacion) y
desfosforilacion (activacion) de un conservado residuo de serina en la posicion 3 (Ser3)
(Bernstein & Bamburg, 2010) de la proteina. El control de este evento est4 a cargo de
potentes reguladores aguas arriba de cofilina denominados LIM quinasa 1 (LIMK1) y
Slingshot fosfatasa (SSH) (Niwa et al., 2002; N. Yang et al., 1998).
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Figura 6. Actividad de cofilina. Imagen adaptada de Pontrello y Ethell (Pontrello & Ethell, 2009).
El corte de los filamentos de actina por parte de cofilina promueve la formacion de nuevos filamentos y el
remodelado de las espinas dendriticas (Pontrello & Ethell, 2009).

Papel funcional de cofilina en la plasticidad estructural

El papel funcional de cofilina en la morfologia de las espinas dendriticas, asi como
también la plasticidad estructural se describi, en primer lugar, sobre la base de estudios
realizados con péptidos sintéticos que imitaban la activacion e inactivacion de cofilina.
En este sentido, estos estudios fueron los primeros en implicar a cofilina en la contraccion
de las espinas dendriticas durante el LTD, y a la inactivacion de cofilina durante el
crecimiento de la espina durante la induccion del LTP (Bosch et al., 2014; Fukazawa
etal., 2003; Morishita et al., 2005; Q. Zhou etal., 2004). Ademas, otros estudios,
demostraron que el incremento en la actividad de cofilina dado por la manipulacion
genética de manera negativa de LIMK, uno de sus principales reguladores, resulta en un
perfil andmalo de espinas tipo thin (Meng et al., 2002). Mientras que el crecimiento de
las espinas tras la induccion del LTP o tras el aprendizaje fue asociado con niveles
sinapticos elevados de fosforilacién de cofilina (L. Y. Chen et al., 2007; Fedulov et al.,
2007). Otros estudios abordaron el papel funcional de cofilina de manera mas directa en
la plasticidad sinaptica utilizando mutaciones de la proteina para alterar su estado de
activacion, y revelaron que la sobreexpresion de la mutante cofilina constitutivamente

inactiva (en su estado fosforilado) en cultivos de hipocampo promueve la presencia de
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espinas mas maduras e incrementa la densidad de espinas (Gu et al., 2010; Shankar et al.,
2007), mientras que la sobreexpresion de la mutante cofilina constitutivamente activa (en
su estado no fosforilado) induce un perfil de espinas inmaduras, similar a lo observado
bajo la estimulacion de baja frecuencia provocada por el receptor NMDA durante el LTD
(Pontrello et al., 2012; Y. Shi et al., 2009). En esta misma linea, la expresion de un RNA
de interferencia de cofilina en neuronas de hipocampo produce protuberancias dendriticas
mas largas y un nimero de espinas tipo thin reducido (Hotulainen et al., 2009). Mientras
que, en cultivos primarios de hipocampo derivados de ratones transgénicos que expresan
una delecion del gen que codifica la expresion de cofilina dependiente de Cre
recombinasa, se observo gue la inactivacion del gen de cofilina induce un incremento en
el largo de las espinas y el ancho de las cabezas de las espinas (Rust et al., 2010).
Acompariando estas observaciones, el estudio de los cortes de tejido de los ratones
transgénicos reveld que el crecimiento de las espinas inducido por la delecién del gen de
cofilina estaba acompafado por el incremento en la densidad de espinas en hipocampo en
estos animales, proporcionando evidencia del papel de cofilinal in vivo en la morfologia
de las espinas dendriticas (Rust et al., 2010). Notablemente, estos dos estudios ademas,
reportaron una dindmica de actina alterada en las espinas dendriticas, dado por el
incremento en el radio F/G-actina en sinaptosomas (aislado de terminales nerviosas
generados a partir de tejido cerebral fresco), sugiriendo que cofilina controla la
morfologia de las espinas dendriticas a traves de un mecanismo dependiente de actina
(Hotulainen et al., 2009; Rust et al., 2010). En conclusion, la inactivacién de cofilina es
necesaria para el agrandamiento y la estabilizacién de las espinas durante la induccién de
LTP, mientras que la activacion impulsa el desensamblado de F-actina y la retraccion de

espinas durante el LTD.

En esta misma linea, se demostro que cofilina en su estado activo (desfosforilada)
se mueve rapidamente en las espinas dendriticas durante la fase inicial del LTP,
resultando en un enriquecimiento sinaptico y persistente necesario para el agrandamiento
de la espina (Bosch et al., 2014). Por lo cual, tiene un papel crucial en la plasticidad
estructural de las espinas dendriticas, ya que por un lado promueve el ensamblaje de F-
actina durante el LTP, y por otro, es necesario para el desensamblado de F-actina y la
contraccion de espinas durante el LTD, dos procesos dependientes de la concentracion
local de actina y cofilina (Andrianantoandro & Pollard, 2006; Hild et al., 2014).
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Mecanismos moleculares asociados a la regulacion de la actividad de cofilina

durante la potenciacion a largo plazo

Numerosas cascadas de sefalizacion intracelular se describieron como
reguladores de la actividad de cofilina durante la induccion del LTP (Figura 7). La
estimulacion de receptores NMDA incrementa los niveles de F-actina en la sinapsis
favoreciendo la estabilizacion y el crecimiento de las espinas y finalmente permitiendo el
LTP, lo cual produce un incremento de cofilina en su estado inactivo fosforilado (p-
cofilina) en la sinapsis (L. Y. Chen et al., 2007; Fukazawa et al., 2003). Esta inactivacion
de cofilina esta mediada por la proteina p2l-quinasa activada (PAK) y su efector
descendiente LIM quinasa 1 (LIMKZ1), el cual actua directamente sobre cofilina,
fosforilando el residuo serina en la posicion 3 (Ser3) de la proteina. Por su parte, PAK es
un efector de las RhoGTPasas Racl y Cdc42 (Rane & Minden, 2014), ambos implicados
en la regulacion de la morfologia de las espinas dendriticas y plasticidad sinaptica (Irie &
Yamaguchi, 2002; Tolias etal.,, 2005). Ademas, otras dos RhoGTPasas estan
involucradas en la regulacion de la actividad de cofilina, RhoA 'y RhoB, las cuales median
la inactivacion de cofilina en las espinas dendriticas (McNair et al., 2010; Y. Shi et al.,
2009). En este sentido, la estabilizacion de las espinas maduras, depende de la
sefializacion mediada por el receptor EphB2 y la quinasa de adhesion focal (FAK), los
cuales median la inactivacion de cofilina a través de una via de sefializacion que involucra
a RhoA, Rho quinasa (ROCK) y LIMK1 (Y. Shi etal., 2009). Consistentemente, la
inactivacion de ROCK?2 resulta en un incremento en la actividad de cofilina y una
reduccion de F-actina en la sinapsis, con un perfil de espinas inmaduras y LTP deficientes
(Z. Zhou et al., 2009). Por otro lado, la activacién de RhoB regula la inactivacion de
cofilina a través de LIMK especificamente en fases tempranas de LTP, pero no durante
la fase tardia (McNair et al., 2010). Adicionalmente, otro mecanismo descripto en la
regulacién de la actividad de cofilina involucra a la integrina b y a la metaloproteinasa-9
de la matriz extracelular (MMP-9), la cual se activa durante la ampliacion del LTP y

conduce a la inactivacion de cofilina (Nagy et al., 2006; X. Bin Wang et al., 2008).
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Figura 7. Imagen adaptada de Pontrello y Ethell (Pontrello & Ethell, 2009). Principales proteinas

reguladores que incrementan o inhiben la actividad de cofilina estudiadas en modelos de adiccion a drogas.
Papel funcional de cofilina en la acumulacion de receptores AMPA

Numerosos estudios sugieren que cofilina controla la movilidad de receptores
AMPA en la sinapsis a traves de un mecanismo dependiente de actina, asi como también,
controla la fuerza sinaptica a través de la regulacion de la movilidad de los receptores
AMPA, de manera independiente a su funcion en la plasticidad estructural (Rust et al.,
2010). En este sentido, la induccion quimica de LTP conduce a la acumulacion sinaptica
de receptores AMPA que contienen la subunidad GIuR1 a través de un mecanismo
dependiente de cofilina, que precede al agrandamiento de la espina e involucra la
inactivacion de cofilina (Gu et al., 2010). Asimismo, la reduccion persistente del LTP
observado en cultivos neuronales que expresan el péptido de cofilina dominante negativo
(S3E, la serina 3 estd mutada por un acido glutdmico) sugiere un papel funcional y
temporal de cofilina en la acumulacion de receptores AMPA en la plasticidad sinaptica
(Gu et al., 2010), y esto es apoyado por otras observaciones en donde la manipulacién de
la actividad de cofilina a través péptidos que incrementan o reducen la actividad de
cofilina (peptidos S3 o fosfo-S3) en la corteza infralimbica de ratas altera la acumulacién
de receptores GIuR1 y GluR2, independientemente de los cambios en la morfologia de
las espinas dendriticas (Y. Wang etal., 2013). De esta manera, considerando el rol
funcional de cofilina durante la plasticidad, estos hallazgos sugieren una secuencia
temporal de activacion e inactivacién de cofilina durante el LTP, relevante para el
agrandamiento inicial de la espina y la acumulacién sinaptica de receptores AMPA,

ambos dependientes de la activacion de cofilina, seguido de la consolidacion de los
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cambios estructurales, dependientes de la inactivacién de cofilina en la sinapsis. Por lo
cual, cofilina podria actuar como un interruptor molecular durante la plasticidad sinaptica,

permitiendo el desacoplamiento entre la fuerza sinaptica y los cambios morfolégicos.

MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA REGULACION DE LA
PLASTICIDAD ESTRUCTURAL INDUCIDA POR ESTRES O
PSICOESTIMULANTES

Las espinas dendriticas son el sitio donde ocurren la mayoria de las sinapsis
excitatorias del cerebro, y las adaptaciones moleculares que ocurren dentro de las espinas
median la neuroplasticidad inducida por diferentes estimulos en la trasmisidn excitatoria.
La formacion de nuevas espinas y el remodelado de las espinas preexistentes dependen
de la dindmica de actina (ensamblado y desensamblado de actina). La regulacion de la
dinamica de actina es mediada en parte por las RhoGTPasas, particularmente Racl esta
involucrada en la remodelacién dendritica y la activacion de Racl regula la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, en parte, a través de la modulacion de la
actividad de cofilina (Govek et al., 2004; Meng et al., 2002; H. Zhang et al., 2005).

La administracion crénica de cocaina, regula el recambio de actina en el NA e
incrementa la densidad de espinas y la arborizacion dendritica. En este aspecto, uno de
los mecanismos propuestos en la regulacion la plasticidad estructural mediada por la
administracion de cocaina es la participacion la RhoGTPasa Racl y su regulacion sobre
cofilina (Dietz et al., 2012). En particular, Dietz y col (Dietz et al., 2012) revelaron que
la administracion cronica de cocaina, pero no aguda, incrementa la actividad de la
proteina cofilina en el NA shell, a través de la regulacion negativa la actividad de Rac1l,
y este mecanismo molecular mediado por el incremento en la actividad de cofilina, es
responsable de la expansion de las espinas dendriticas en el NA y el aumento en las
propiedades de reforzantes de la droga. Ademas, esta disminucién en la actividad de Racl
inducida por la administracion crénica de cocaina, se vio acompafada por la disminucion
en los niveles de expresion de la proteina de invasion y metastasis 1 de linfoma T (Tiam1),
uno de los GEFs aguas arriba de Racl, el cual permite el recambio GDP-GTP vy la
activacion de Racl (Dietz et al., 2012). En esta misma linea, Li y col (J. Li et al., 2015)
reportaron que la administracion crénica de cocaina regula diferencialmente la actividad

de Racl y provoca una disminucion en el NA y un incremento en el Caudado Putamen
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(Cpu), un area neuronal asociada a la formacion de habitos. Este trabajo revelo que la
cocaina incrementa la actividad de Racl en CPu y a través de este mecanismo promueve
el remodelado dendritico, asi como también, regula los cambios a largo plazo en la
plasticidad estructural del CPu en respuesta a cocaina. Ademas, la microinyeccion en el
Cpu de un lentivirus capaz de inducir una mutacién en la posicion T17N de la proteina
Racl que impide su activaciéon, previno el condicionamiento del CPP, sugiriendo que el
incremento en la actividad de Rac1 mediado por cocaina es necesario para el aprendizaje
asociado a la recompensa de la droga (J. Li et al., 2015). Por lo tanto, las diferencias en
la activacién de Racl inducida por cocaina en Cpu y NA sugirieron que su actividad es
sitio-especifica y probablemente esto se deba a la complejidad de las vias aferentes y

eferentes que regulas ambas areas.

Los GEFs son importantes mediadores en la regulacion de la actividad de las
RhoGTPasas, ya que permiten la activacion de la misma, entre los GEFs de Racl se
encuentran Kalirina 7 y Tiam1. Kiraly y col (Kiraly et al., 2010) revelaron que ratones
knockout para una isoforma de Kalirina 7 expresada en el NA mostraron una mayor
sensibilizacion locomotora por la cocaina respecto de animales que no expresan la
mutacion. Sin embargo, los ratones knockout revelaron un menor condicionamiento del
CPP por la droga, pero un desempefio normal en el condicionamiento del CPP por
comida, y no revelaron cambios en la densidad de espinas dendriticas en NA core,
comparado con sus controles quienes revelaron un incremento en la densidad de espinas
luego de 8 dias de tratamiento con cocaina (Kiraly et al., 2010), sugiriendo la posibilidad
de que las vias estriatales que participan en este aprendizaje de asociacion entre la
recompensa de la droga o el alimento y el contexto son diferentes asi como también la
participacion de Kalirina 7. Por otra parte, Chandra y col (Chandra et al., 2013) reportaron
una disminucidn en los niveles de expresion de Tiam1 en el NA de animales expuestos
durante de 10 dias consecutivos a un esquema de AA de cocaina, asi como también, en
ratas sensibilizadas con la droga. Ademas, mediante estudios de optogenética se evaluo
el papel de las dos poblaciones de MSNs que conforman el NA (en funcion del contenido
de receptores Dopaminérgicos), y los resultados revelaron que la estimulacion neuronal
de D1-MSNs durante 5 dias consecutivos resultd en una disminucion en los niveles de
ARNmM de Tiam1, similar a los efectos desencadenados por la cocaina. Mientras que, la
activacion de D>-MSNs no alter6 los niveles de Tiaml. Ademas, la activacion

optogenética de D-MSNs durante los dias 4 y 5 luego de la induccion de la
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sensibilizacion a cocaina, asi como, la inhibicion de la actividad de D1-MSNs durante los
dias 2 a 4, previno la sensibilizacion conductual a cocaina, es decir, que la estimulacién
repetida de la poblacién de D1-MSNs disminuye la expresion de Tiam1, similar al efecto
descripto luego de la cocaina, y su inhibicion media las respuestas conductuales a cocaina
a corto plazo, resaltando la implicancia de la activacion de las D1-MSNs en la regulacién
de la dinamica de actina en las espinas dendriticas en respuesta a la cocaina (Chandra
etal., 2013).

Por su parte, también se reportd la participacion de Racl en respuesta a
psicoestimulantes luego de la administracion de metanfetaminas (METH).
Particularmente, se describié que la disminucion de la actividad de Racl media la
adquisicion de la memoria contextual asociada a METH y el aumento inducido por
METH en la densidad de espinas thin en el NA, mientras que el aumento de la
sefializacion de Racl es importante para la extincion de la memoria contextual asociada
a METH y eliminacion de espinas thin. Ademas, METH induce el aumento de espinas
dendriticas en las dos poblaciones de D:-MSNs y D>-MSNs durante el proceso de
adquisicion, pero el entrenamiento de extincion disminuye selectivamente la densidad de
espinas en las D1-MSNs y Racl es responsable de la plasticidad inducida por METH en
las D1-MSNs, pero no en la poblacion D>-MSNs. Es decir que Racl tendria roles opuestos
en la adquisicion y extincion de la memoria contextual asociada a METH, pero un rol
especifico en la plasticidad estructural inducida por METH en el NA (Zhao et al., 2019).
Ademas, Tuy col (Tu et al., 2019) reportaron que la activacién de D1-MSNs y D2-MSNs
median el condicionamiento del CPP a METH, pero Racl es activada de manera
diferencial por estas poblaciones neuronales en respuesta a METH. La activacion de D;-
MSNs promueve la activacion de Racl y Cdc42, mientras que la activacion de D>-MSNs
inhibe la activacion de Racl e incrementa la activacion de Cdc42 necesaria para la
asociacion entre el refuerzo inducido por la administracion de METH y el contexto y los
cambios la plasticidad estructural en el NA, pero no la actividad locomotora luego de la
droga (Tu et al., 2019).

Al igual que los psicoestimulantes, la exposicion a estresores, inducen el
remodelado dendritico en el NA a través de la regulacion de mediadores moleculares que
modulan la dindmica de actina y, por ende, las alteraciones en la plasticidad estructural.
Las vias de sefializacion que involucran la participacion de cofilina y sus reguladores

aguas arriba son un punto clave de la investigacion en modelos animales de depresion y
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trastornos por estrés (Fan et al., 2018; Fox et al., 2018, 2020; Gao et al., 2020; Garcia-
Keller, Neuhofer, et al., 2019; Garcia Rojo et al., 2017; S. A. Golden et al., 2013; Y. Lu
etal., 2019; Qiao et al., 2016). Golden y col (S. A. Golden et al., 2013) reportaron que la
regulacién epigenética de Racl en el NA es un mecanismo involucrado en la depresion y
tiene un papel funcional en los comportamientos asociados a trastornos por estrés.
Especificamente, la exposicion a estrés por derrota social provoco una disminucién a
largo plazo en la regulacion transcripcional de Racl en el NA de ratones susceptibles,
pero no en aquellos no susceptibles. Y este evento molecular se correlacioné con la
conducta de evasion social en ratones susceptibles al estrés. Ademas, acompafiando estas
observaciones se describid que un incremento en la densidad de espinas inmaduras tipo
stubby en el NA de animales susceptibles, y se observo un incremento en la localizacién
de cofilina en este tipo de espinas 48 h después del estresor, sugiriendo que cofilina
participa en la redistribucion de la fuerza sindptica inducida por estrés en el NA.
Considerando la participacion de la via de sefializacion de Racl y cofilina en la
morfologia y mantenimiento de las espinas dendriticas y la activacion sitio-especifica
propuesta para cofilina durante la induccion del LTP y LTD (Rust, 2015) esta via de
sefializacion, por lo tanto, podria regular la delicada interfaz entre los estimulos
extracelulares y la reorganizacion del citoesqueleto de actina para adecuar la transduccién
neuronal. Por lo cual, la disminucion en la actividad de Racl inducidos por estrés en el
NA, podrian juegan un papel importante en el establecimiento del umbral necesario para
la plasticidad dependiente de la experiencia dentro del NA (S. A. Golden et al., 2013).

Cabe mencionar ademas, que la via de sefializacion que involucra a la RhoGTPasa
RhoA/Rho quinasa (ROCK) fue implicada en el remodelado dendritico de la poblacion
de D1-MSNs en NA inducido por estrés por derrota social en animales susceptibles (Fox
etal., 2018). En particular, Fox y col (Fox et al., 2018) mostraron que la exposicion a
estrés por derrota social causa atrofia dendritica e incrementa la actividad de RhoA de
manera selectiva en la poblacién D:-MSNs, lo cual parece ser suficiente para impulsar
conductas de evasion social y anhedonia (Fox etal., 2018). Ademas, esta via de
sefializacion de RhoA/ROCK se encuentra implicada en la regulacion de la actividad de
cofilina en las espinas dendriticas, y su activacion en hipocampo media la pérdida de
espinas dendriticas en ratas expuestas a estrés cronico por restriccion (Garcia Rojo et al.,
2017).
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Por otra parte, las RhoGTPasas también estdn implicadas en las alteraciones
estructurales inducidas por estrés en otras areas neuronales y en respuesta a diferentes
estresores. En este sentido, Fan y col (Fan et al., 2018) informaron que la expresion a
estrés cronico variable (en inglés “unpredictable chronic mild stress” el cual consistio en
la exposicion de los animales del grupo estrés durante 5 semanas a factores que incluyeron
24 h de privacion de comida, 24 horas de privacion de agua, jaula a 45 °C, inclinacién
durante 24 h, agitacion durante 2 h, 5 min natacion fria (a 4 ° C), 2 h de sujecion fisica,
24 h de caja mojada e iluminacion nocturna, uno por dia en un orden aleatorio), media
comportamientos del tipo depresivos en ratas estresadas a través del aumento de la
expresion del microARN miR-134, dentro de la corteza prefrontal ventro-medial
(CPfvm), y este efecto es paralelo a la disminucion de los niveles de expresion y
fosforilacion de la proteina LIMK1 y la proteina efectora aguas abajo, cofilina (Fan et al.,
2018). En concordancia, estudios mas recientes, reportaron que la exposicion durante 3
semanas a estrés cronico leve (en inglés “chronic mild stress” el cual consistio en 14
factores estresantes: reversion diurna y nocturna durante 24 h; ayuno de 24 h; union
durante 2 h; depravacion de agua 24 h; basculante durante 24 h; jaula vacia durante 24 h;
nado en agua helada durante 5 minutos; ruido durante 2 h; agitacion durante 5 min; caja
mojada durante 24 h; estimulacion térmica; olor peculiar durante 24 h (diferente para cada
semana); sacudida durante 1 min y exposicion a un cuerpo extrafio durante 24 h (diferente
para cada semana), dos estimulos fueron seleccionados al azar cada dia, y cada método
se utilizd 2-3 veces, durante 21 dias) regula negativamente la expresion de p-cofilina y
cofilina en hipocampo (Y. Lu et al., 2019), mientras que Gao y col (Gao et al., 2020)
reportaron que la sefializacion de LIMK1 y cofilina en la CPf media tiene un papel
relevante en los efectos depresivos inducidos por el la exposicion a estrés en ratones y
podria ser una nueva diana farmacolégica para el desarrollo de antidepresivos (Gao et al.,
2020). De esta manera, las RhoGTPasas y los reguladores directos de la dindmica de
actina, como cofilina, median la interfaz entre los estimulos extracelulares en respuesta a
estrés 0 cocaina, desencadenando la reorganizacion del citoesqueleto de actina en las
espinas dendriticas, lo cual permite adecuar la respuesta neuronal a dicho estimulo en
areas como NA. Sin embargo, no existen evidencias claras que demuestren la existencia
de un mediador molecular en comun entre el estrés y la cocaina. Evidencias de nuestro
laboratorio en el estudio del remodelado del citoesqueleto de actina en respuesta a estrés

y cocaina, y su la participacion en la expresion de la sensibilizacion cruzada inducida por
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estrés, revelaron que la exposicion a estrés crénico por inmovilizaciéon induce una
disminucion en los niveles de expresion de p-cofilina, y F-actina en NA core, 21 dias
después de la ultima exposicién a estrés. Asimismo, observamos que en animales
previamente expuestos a estrés la exposicion a una dosis aguda de cocaina retorna a
niveles basales los niveles de F-actina en el NA core, mientras que los niveles de
expresion de p-cofilina permanecen disminuidos. Ademas, la expresion de la
sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina estuvo acompafiada por el incremento en la
expresion de receptores AMPA de superficie subunidad GIuR1, asi como también, por el
incremento en el tamafio de la PSD en NA core. Mientras que la inyeccion de
Latrunculina A, una droga depolimerizante de actina que inhibe el recambio de actina, en
el NA core, previno la expresion de la sensibilizacion conductual inducida por estres y el
incremento de receptores AMPA. Por lo cual, el estrés cronico por inmovilizacion induce
cambios a largo plazo en la expresion de proteinas que regulan la dindmica de actina en
el NA core, y estos cambios acompafian el remodelado del citoesqueleto de actina durante
la expresion de la sensibilizacién conductual a cocaina inducida por estrés. Ademas, el
estrés altera la capacidad de una posterior inyeccion de cocaina para modular la dindmica
del citoesqueleto de actina y la expresion de receptores AMPA GIuR1 en el NA core.

De esta manera, la literatura abordada hasta aqui, sugiere que la plasticidad
sinaptica y estructural de las espinas dendriticas en el NA, es un punto clave de estudio
para comprender los mecanismos moleculares que median el efecto del estrés en la

vulnerabilidad a la adiccion.

El presente trabajo de tesis tiene como finalidad el estudio del impacto del estrés
en la vulnerabilidad al consumo de cocaina. En particular, en este trabajo nos proponemos
evaluar si el estrés crénico por inmovilizacion induce alteraciones en las espinas
dendriticas a través de la desregulacion de la RhoGTPasa Racl y la proteina cofilina en
el NA core y su impacto en la vulnerabilidad al consumo de cocaina inducido por estrés.
Ademas, evaluamos si los mecanismos neurobiol6gicos que modulan la administracién
repetida de cocaina también ocurren en un modelo de AA de cocaina inducida por estrés

crénico.
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OBJETIVO GENERAL

La exposicion a situaciones traumaticas es un factor de riesgo en el desarrollo de
adicciones a drogas de abuso, asi como también es un fuerte disparador de reincidencia
al uso de drogas, incluso luego de afios de abstinencia (O’Doherty, 1991; P. Ouimette
et al., 2007). Respaldando estas observaciones, el uso de modelos animales de adiccién
permiti6 demostrar que la exposicion a situaciones estresantes incrementa la
sensibilizacion a los efectos estimulantes motores y gratificantes de los psicoestimulantes,
asi como también, facilita la adquisicion de la conducta de AA de la droga y el
mantenimiento de la conducta a lo largo del tiempo (Boyson et al., 2012; P. V. Piazza
etal., 1990), apoyando la existencia de una interaccion facilitadora entre el estrés y el
desarrollo de la adiccion (Boyson et al., 2012; P. V. Piazza et al., 1990).

Una hipétesis considerada por algunos autores propone que la exposicion a estrés
modifica sistemas neurobiol6gicos que participan en las respuestas de recompensa y
reforzamiento, planteado la posibilidad de que tanto las drogas como el estrés actGan
sobre sustratos neurobiologicos comunes (P. V. Piazza & Moal, 1998). En este sentido,
se describié que tanto la administracion repetida de psicoestimulantes, como la
exposicion a estrés inducen adaptaciones a nivel de las sinapsis excitatorias que implican
modificaciones en la morfologia y en la densidad de espinas dendriticas en regiones
limbicas del cerebro, como hipocampo, amigdala y nacleo accumbens (NA) (S. M. Brown
etal., 2005; H. Shen etal., 2009; Toda et al., 2006). Especificamente, el consumo
repetido de cocaina, induce una reorganizacion neuronal persistente en NA (Russo et al.,
2010) y estas alteraciones son las responsables de la respuesta conductual y la mayor
sensibilidad a los efectos de recompensa de la droga (Dietz et al., 2012; H. Shen et al.,
2009; Toda etal., 2006; Verma etal., 2019). Por lo cual, las espinas dendriticas
constituyen el sitio blanco de los cambios plésticos dependientes de las diferentes
experiencias (Penzes & Rafalovich, 2012; Robinson & Kolb, 2004; Russo et al., 2010).

El remodelado de las espinas dendriticas depende de la dinamica del citoesqueleto
de actina (Dos Remedios et al., 2003). El ensamblado y desensamblado de actina regula
la morfologia de las espinas dendriticas y la insercion de proteinas en la densidad
postsinaptica (PSD), lo cual esta asociado con alteraciones en la fuerza sinaptica (Dietz
et al., 2012; Matus, 2005; Russo et al., 2010; H. Shen et al., 2009; Toda et al., 2006; H.

Wang etal., 2005). Varias cascadas de sefializacion intracelular que involucran la
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regulacién de las RhoGTPasas estan implicadas en la formacion y mantenimiento de las
espinas dendriticas (Hering & Sheng, 2001; Stankiewicz & Linseman, 2014).
Particularmente, la activaciéon de Racl estimula la polimerizacién y estabilizacion de las
espinas dendriticas a través de la activacion de los efectores cascada abajo PAK
(p21activated kinase), LIMK1 (LIM kinase 1) y la proteina de unién a actina, cofilina,
mientras que la cascada de sefializacion RhoA/ROCK promueve la desestabilizacion y

reduccion de la densidad de las espinas dendriticas (Penzes & Rafalovich, 2012).

Uno de los mecanismos moleculares estudiados en respuesta a la administracion
de cocaina en NA propone que el tratamiento repetido con la droga regula
negativamente la actividad de la RhoGTPasa Racl, y esto promueve el incremento de
la actividad de la proteina cofilina, siendo estas alteraciones las responsables de los
cambios plasticos observados en el NA y de la mayor sensibilidad a los efectos de
recompensa de la droga (Dietz etal., 2012). Consistentemente con este estudio,
evidencias de otro laboratorio demuestran que la actividad de la proteina Racl es
regulada diferencialmente en NA y Caudado putamen (Cpu) luego del tratamiento
crénico con cocaina, poniendo de manifiesto la complejidad de la regulacion de la
RhoGTPasa Racl in vivo y su participacion en el remodelado de las espinas dendriticas
y la plasticidad sinaptica observada en ambas estructuras luego de la cocaina (J. Liet al.,
2015).

Estudios de nuestro laboratorio en modelos animales de comorbilidad entre la
exposicion a estrés y la adiccion a cocaina, revelan la existencia de adaptaciones
neurobioldgicas duraderas en las sinapsis glutamatérgicas del NA, que subyacen al
desarrollo de la sensibilizacion conductual (Esparza et al., 2012; Garcia-Keller et al.,
2013) y facilitan la adquisicion de la AA de cocaina, alcohol y heroina (SA) (Carter
et al., 2020; Garcia-Keller et al., 2016; Garcia-Keller, Smiley, et al., 2019). Nuestros
hallazgos demuestran que la expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina
inducida por estrés cronico estd acomparniada del remodelado del citoesqueleto de actina
en NA core, cuyos cambios estan mediados por variaciones en los niveles de expresion
de proteinas que participan en la regulacion de la dindmica de actina, como p-cofilina
(Esparza et al., 2012). Estos cambios en la dinamica de actina, ademas se correlacionan
con un aumento el tamafio de la densidad postsinaptica (PSD) y un incremento en la

expresion de receptores AMPA (subunidad GIuR1) de superficie en NA.
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Teniendo en cuenta estos antecedentes y las evidencias que sefialan la existencia
de mecanismos de accion comunes en la comorbilidad entre el estrés y la cocaina, en el
presente estudio planteamos la hipdtesis que propone que la exposicion a estrés cronico
por inmovilizacién regula negativamente la actividad de la RhoGTPasa Racl y es
responsable de la expansion de las espinas dendriticas, a través de un mecanismo
mediado por cofilina, en neuronas del NA core. Es por ello, que el objetivo principal del
presente estudio es proporcionar evidencia de la participacion de la via de sefializacion
que involucra a la RhoGTPasa Racl y la modulacion de la actividad de cofilina
inducidos por estrés en los cambios estructurales de las espinas dendriticas del NA core,
que contribuyen con el impacto de la vulnerabilidad a la adiccidn a cocaina inducida por

estrés.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la funcion de la proteina cofilina en el modelo de
sensibilizacion motora a cocaina inducido por exposicion a estrés cronico y
su asociacion con la adquisicion de la conducta de autoadministracion de la

droga

Investigaciones previas describieron la participacion de la proteina cofilina en el
remodelado dendritico en el NA asociado a la administracion crénica de cocaina y su
influencia en el mayor sensibilidad observada a la droga luego de un periodo de
abstinencia (Dietz et al., 2012). Antecedentes de nuestro laboratorio reportaron que la
expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por la exposicion a estrés
cronico depende del remodelado del citoesqueleto de actina. Especificamente, Esparza 'y
col (Esparza etal., 2012) demostraron que la exposicién a estrés cronico por
inmovilizacion induce una reduccion en los niveles de expresion de la proteina p-cofilina
en NA core, conjuntamente con los niveles de F-actina, luego de un periodo prolongado
de tiempo. Mientas que, luego de una inyeccién no-contingente de cocaina los niveles de
F-actina se restablecen, y los niveles de expresion de p-cofilina permanecen reducidos,
sugiriendo que la expresion de la sensibilizacion a cocaina se acompafiada del remodelado
dendritico, e involucra variaciones en la expresion de proteinas que regulan de manera

directa la dindmica del citoesqueleto de actina (Esparza et al., 2012).

Considerando los antecedentes mencionados, este objetivo propone evidenciar la

participacion de la cofilina, una proteina de unidn a actina, en la expresion de la
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sensibilizacion motora a cocaina inducida por estrés y analizar el impacto de la
desregulacién de la actividad de cofilina, ocasionada por la exposicion a estres, en un
modelo adquisicion de la conducta de AA de cocaina. Para lo cual, utilizamos un
lentivirus que expresa un RNA de interferencia especifico (ShRNA en inglés “short
hairpin RNA”) dirigido contra la secuencia de ARN mensajero (ARNm) de cofilina de
rata, para inhibir la expresion de esta proteina en NA core y tres semanas después
evaluamos la funcion de cofilina en la expresion de la sensibilizacion cruzada entre estrés

y cocaina y durante la adquisicion de la conducta de AA de cocaina inducida por estrés.

2. Caracterizar la funcion de cofilina en los cambios plasticos en la
postsinapsis glutamatérgica en el NA core inducidos por estrés cronico luego

de la administracién de cocaina

La neurotransmision excitatoria mediada por receptores glutamatérgicos de tipo
AMPA en el NA es necesaria para las adaptaciones conductuales observadas luego de la
exposicion a cocaina (Boudreau & Wolf, 2005). El trafico de receptores AMPA en las
sinapsis excitatorias es un mecanismo importante que regula la fuerza sindptica durante
fenomenos de plasticidad (Bredt & Nicoll, 2003; Malenka & Nicoll, 1999; Malinow &
Malenka, 2002; Turrigiano & Nelson, 2004). Asi, el incremento de receptores AMPA de
superficie en el NA luego de la administracion cronica de cocaina se encuentra implicado
en el fendmeno de sensibilizacion conductual (Boudreau & Wolf, 2005).

El estado de polimerizacion de actina en las espinas dendriticas influencia la
localizacion y el tréfico de receptores AMPA (Kruijssen & Wierenga, 2019).
Especificamente, el incremento en la polimerizacion y la estabilizacion de los filamentos
de actina favorece la expresion de receptores AMPA en superficie (Allison et al., 1998).
Por el contrario, la depolimerizacion de actina estimula la remocion de los receptores
AMPA de los espacios sinapticos (Allison et al., 1998; Boudreau & Wolf, 2005; Q. Zhou
et al., 2001). Estudios previos de nuestro laboratorio reportaron que durante la expresion
de la sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina se produce un aumento en la expresion
de receptores AMPA GIuR1 de superficie en el NA core de animales previamente
expuestos a estrés crénico y dicho aumento es prevenido por el tratamiento con
Latrunculina A, droga capaz de unirse a G-actina previniendo su polimerizacion en F-
actina (Esparzaet al., 2012). A partir de estos antecedentes, este objetivo pretende evaluar

la influencia de la desregulacion de cofilina en NA core en la expresion de receptores
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AMPA de superficie inducida por una inyeccién no-contingente de cocaina en animales
previamente expuestos a estrés cronico. Para ello, utilizando la misma estrategia
molecular, luego de la inyeccion del lentivirus que expresa el ShRNA de cofilina en NA
core, analizamos la expresion de superficie de membrana del receptor AMPA por
biotinilacion y posterior inmunotransferencia utilizando un anticuerpo dirigido contra la
subunidad GIuR1 del receptor AMPA.

3. Caracterizar la influencia de cofilina sobre la morfologia de las espinas
dendriticas en NA core durante la sensibilizaciéon conductual a cocaina

inducida por estrés

La plasticidad estructural dependiente de la experiencia involucra adaptaciones a
largo plazo en las sinapsis excitatorias que subyacen a varios sindromes psiquiatricos
(Penzes & Rafalovich, 2012; Robinson & Kolb, 2004; Russo et al., 2010). Por ello, se ha
propuesto que los cambios morfoldgicos en las espinas dendriticas de las neuronas que
comprenden los circuitos de recompensa estan involucrados en las respuestas
conductuales duraderas observadas en trastornos como la adiccion a drogas de abuso
(Dietz etal., 2012; Russo etal., 2010). Evidencias previas describieron que la
administracion cronica de psicoestimulantes y la exposicion a estresores inducen
alteraciones tanto en la densidad de espinas dendriticas, asi como también en la
morfologia de las espinas y complejidad de la ramificacidn dendritica en NA (Christoffel,
Golden, Dumitriu, et al., 2011; Dietz et al., 2012; Robinson & Kolb, 1997; Russo et al.,
2010). Ademas, estudios mas recientes reportaron una relacion entre el didmetro de la
cabeza de las espinas dendriticas y la potenciacion sinaptica transitoria inducida por
drogas de abuso y estrés. Considerando que la proteina cofilina es un regulador directo
de la dinamica de actina en las espinas dendriticas, en este objetivo evaluamos la
influencia de la desregulacion de la proteina cofilina en los cambios estructurales de las
MSNs del NA inducidos por la exposicion a estrés crénico luego de la cocaina y su
asociacion con los cambios conductuales observados. Para ello, analizamos la morfologia
de las espinas dendriticas y su densidad en las MSNs del NA core, conjuntamente con los
cambios en el didmetro de las cabezas de las espinas dendriticas del NA core, a través de
microinyecciones del colorante Dil en cortes fijados de cerebro de animales, 24 h después
de una inyeccion aguda de cocaina (15 mgkg i.p.) o salina, tres semanas después de la

Gltima exposicion a estrés.
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4. Caracterizar la funcion de la proteina Racl en la sefializacion inducida por

estres en NA core durante la expresion de la sensibilizacion motora a cocaina

Estudios previos reportaron que la administracion crénica de cocaina regula
negativamente la actividad de la proteina Racl en el NA, lo cual resulta en el aumento de
la actividad de la proteina cofilina, y estas alteraciones moleculares son las responsables
de la mayor sensibilidad a los efectos de recompensa de cocaina (Dietz et al., 2012). En
esta misma linea, otro trabajo describi6 que la administracién crdnica de cocaina induce
la activacion de la proteina Racl en NA y Cpu de manera diferencial, y esto es
responsable de los cambios plasticos observados en ambas estructuras luego de la cocaina
(J. Li etal., 2015). A partir de estos antecedentes, este objetivo propone caracterizar la
funcién de Racl en el modelo de sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estres,
basandonos en la hipdtesis de que la exposicion a estrés podria regular negativamente la
actividad de la proteina Racl en NA core, influenciando la expresion de la sensibilizacion
conductual a cocaina. A tal fin, generamos una serie de vectores lentivirales que expresan
una mutante de Racl constitutivamente activa, incapaz de unirse a GDP, denominada
Rac-CA o Racl G12V y una mutante de Racl dominante negativa, incapaz de ciclar e
incorporar GTP, denominada Rac1-DN o Racl T17N. Estos vectores se microinyectaron
en NA core y dos semanas después evaluamos la influencia de Racl en la expresién de la

sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina.

5. Caracterizar la funcion de la proteina Racl en los cambios plasticos en la
postsinapsis glutamatérgica en el NA core inducidos por estrés cronico luego

de la administracién de cocaina

El incremento en la expresion de receptores AMPA luego de la administracion de
cocaina es uno de los mecanismos propuestos para explicar el incremento en la
sensibilizacion conductual a cocaina (Boudreau & Wolf, 2005; Pierce et al., 1996; Suto
et al., 2004) Considerando que la actividad de la proteina Racl es sugerida como posible
mecanismo molecular por el cual la cocaina ejerce su accion y permite los cambios
plasticos que acomparfian la respuesta conductual, en este objetivo proponemos evaluar la
funcién de Racl en la expresion de receptores AMPA de superficie en NA core, durante
la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés. Para tal fin, utilizamos un

lentivirus que favorece la expresion de la proteina Racl en la forma activa, unida a GTP
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(LV Rac-CA), y evaluamos su participacion en la expresion de receptores AMPA de
superficie luego de la cocaina en animales previamente expuestos a estrés cronico. Para
ello, las determinaciones se llevaron a cabo mediante biotinilacién y posterior
inmunotransferencia utilizando un anticuerpo dirigido contra la subunidad GIluR1 de los

receptores glutamatérgicos del tipo AMPA.
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GENERALIDADES

Animales

Los experimentos se realizaron en ratas macho de entre 250-300g de la cepa
Sprague-Dawley provenientes del Bioterio del Centro de Investigacion y Produccion de
Reactivos Bioldgicos - CIPReB Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de
Rosario. Los animales se hospedaron en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas
de la Universidad Nacional de Cérdoba, donde se agruparon de a cuatro animales en cajas
de 12x30x50 cm. Se asignaron al azar a los diferentes grupos experimentales al cumplir
los 2 meses de edad (+ 1 semana) y se mantuvieron en condiciones estandar de 22° C +
10 C bajo un ciclo luz/oscuridad de 12 h (comenzando el ciclo de luz a las 7:00 h), con
libre acceso a alimento y agua. Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo
con el National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
aprobado por el Comité de Cuidado y Uso de Animales (CICUAL) de la Facultad de
Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba (RES HCD 1220/18) y se
realizaron durante el ciclo de luz, con excepcidn de los experimentos de AA en cuyo caso

los animales se confinaron a ciclo de oscuridad durante todo el experimento.

Estrés por inmovilizacion

Los animales se asignaron en dos grupos denominados, estresados (E) y no
estresados (NE). Los animales correspondientes al grupo estrés, fueron inmovilizados en
cilindros de plexiglas 2 h por dia, durante siete dias consecutivos entre las 10:00 y las
14:00 h (Capriles & Cancela, 1999). Los cilindros de plexiglas se disefiaron de forma tal
que los animales puedan respirar normalmente y mover libremente la cola. Durante todo
el protocolo de estrés, se controld el peso y pelaje de los animales, los cuales mostraron
un aspecto saludable (Cancela etal., 1996). El grupo de animales no estresados se
mantuvo en sus cajas sin ninguna manipulacion, excepto para el pesaje semanal y el aseo
de cajas. Posteriormente, los animales fueron asignaron al azar para los estudios

conductuales, bioguimicos, y moleculares.
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CONSTRUCTOS DE DNA

RNA de interferencia de la proteina cofilina

Un RNA de interferencia (ShRNA en inglés “short hairpin RNA ) fue disefiado
para llevar a cabo el silenciamiento génico de la proteina cofilina de rata en base a los
protocolos establecidos en Caceres y Chung (Chuang et al., 2013), el cual posteriormente
fue empaquetado en particulares lentivirales para su infeccion in vivo. Para la
construccion génica del shRNA de cofilina se utilizo el plasmido pSilencer 1.0 U6, el cual
cuenta con un promotor RNA polimersasa lll. EL shRNA de cofilina fue disefiado a partir
de dos secuencias, sentido y antisentido, de entre 19 a 21 nucle6tidos con secuencias
idéntica al ARNm de la proteina cofilina de rata unidos por una region de bucle. Para su
construccion  fueron utilizadas las secuencias 5’gggcaaggagattctggtagg y
3’cctaccagaatctecttgeece como secuencias de orientacion siguiendo los procedimientos
descritos por Caceres y Chung (Chuang et al., 2013). Los fragmentos doble hebra bajo la
direcciéon del promotor U6 (denominados U6-cofilina-shRNA y U6-control-shRNA)
fueron cortados en los sitios de restriccion de la enzima Xbal y fueron ligaron en el
plasmido pLentiLox 3.7 (Invitrogen). EI pldsmido pLentiLox 3.7 (Invitrogen) se
caracteriza por estar conformado por un promotor de citomegalovirus (CMV) que permite

“«“

la expresion de la proteina fluorescente soluble de color verde (GFP en inglés “green
fluorescent protein”) (Bisbal et al., 2008). Como resultado final se obtuvieron dos
plasmidos biscistronicos denominados: shRNA-cofilina-GFP y shRNA-control-GFP, que
expresaron la secuencia de interés para llevar a cabo el silenciamiento génico de la
proteina cofilina o la secuencia no codificante, bajo la direccion del promotor U6 v, la
proteina fluorescente soluble verde, bajo la direccion del promotor CMV. El constructo
génico no codificante (scramble) que se utilizé para el ShRNA de interferencia control
fue adquirido de Ambion. Todos los plasmidos fueron empaquetados en lentivirus para

su infeccion in vivo.

Mutaciones de la proteina Racl

Dos plasmidos con mutaciones de la proteina Racl fueron disefiados para
modificar la capacidad de activacion o inactivacion de la proteina sintetizada in vivo. Para
ello, a partir de los plasmidos Rac1G12V pcDNA3 y Rac1T17N pcDNAS3 se obtuvieron
los fragmentos con la secuencias mutadas de Racl, denominadas: (1) secuencia

constitutiva activa (CA), una mutacion en el dominio G12V de la proteina Racl, la cual
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induce un estado de activacion permanente de la proteina sintetizada a travées de la union
a GTP (Racl-GTP), y (2) secuencia dominante negativa (DN), una mutacion en el
dominio T17N, la cual induce un estado de inactivacion permanente de la proteina
sintetizada a través de la union a GDP (Racl-GDP). Los fragmentos obtenidos de
RacG12V (CA) y RacT17N (DN) fueron incorporados al plasmido pFCVI 1, digerido
previamente con la enzima Xhol. Luego, se confirmo la correcta orientacion de las
secuencias mediante corridas electroforéticas, asi como también la expresion de ambas
mutaciones in vitro mediante la transfeccion de los plasmidos en cultivos de lineas
celulares. Los plasmidos resultantes se denominaron: pRacl-CA, pRacl-DN. Estos
plasmidos (pRacl-CA y pRacl-DN) quedaron conformados por un promotor de
ubiquitina para su expresion en células eucariotas, un epitope que corresponde a nueve
nucle6tidos de la hemaglutinina (HA), que permite mediante el uso de anticuerpos
especificos su deteccion y un promotor IRES que permite la expresion de una proteina
fluorescente amarilla (YFP en inglés “yellow fluorescent protein’’). Como control se

utilizo una secuencia no codificante, la cual fue incorporada al plasmido pFCVI 1.

GENERACION DE PARTICULAS VIRALES

Los plasmidos shRNA-cofilina-GFP, shRNA-control-GFP, pRacl-CA, pRacl-
DNy pFCVI | fueron utilizados para generar particulas virales (lentivirus, siglas, LV) en
cultivos de lineas celulares HEK293T. Para ello, cépsulas de cultivos de células
HEK?293T de 60mm a un 80% de confluencia se co-transfectaron con el plasmido de
interés y tres plasmidos de empaquetamiento que aportan, en trans, las proteinas
estructurales y replicativas necesarias para la produccion del lentivirus mediante el
método de lipofectamina 2000 en medio de cultivo libre de suero, previamente agregado,
durante 4 h a 37°C. Se utilizaron las siguientes relaciones 2: 2 :1 (10 pg de ADN total)
para el caso de los plasmidos shRNA-cofilina-GFP, shRNA-control-GFP y 5: 1:1 (10 pg
de ADN total) para el caso de los plasmidos pRacl-CA, pRacl-DN y pFCVI I.
Transcurridas las 4h de transfeccidn el medio de cultivo fue remplazado por medio con
suero al 10% y las células se dejaron durante 48h en el incubador a 37°C sin perturbar.
El medio de cultivo se recogi6 en tubos estériles a las 48 h y se les adiciond nuevo medio
a los cultivos, el cual se recogid 24 h después (72 h post transfeccion). Los medios de

cultivos obtenidos conservados a 4°C se dividieron en eppendorff de 1.5ml y se
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centrifugaron a 13.000g durante 3 h. Se descarto el sobrenadante obtenido y el pellet se
resuspendio en solucidn fisiologia esteéril, y se conservo a -80 ° C hasta su utilizacion. Los
lentivirus (LV) generados se denominaron de la siguiente manera: LV-shCtrl, LV-
shcofilina, LV-Ctrl, LV-Rac CA'y LV-Rac DN.

CIRUGIAS

Microinyecciones intracraneales de lentivirus

Los animales fueron anestesiados con ketamina/xylazina (55 mg/kg y 11 mg/kg
i.p., respectivamente) y colocados en un estereotaxico (Stoelting). La barra incisiva dental
se ubico a 3,3 mm por debajo de la linea interaural. El craneo se expuso mediante una
incision en el cuero cabelludo y se perforaron dos agujeros en la superficie del craneo
para la microinyeccion de las particulas lentivirales bilateralmente en NA core. Las
coordenadas estereotaxicas utilizadas para NA core fueron: anteroposterior (AP):
+1.6mm, lateral (L): £ 1.5 mm; dorsoventral (DV): -6.6mm, tomadas del atlas Paxinos y
Watson (Paxinos G & Watson C., 2007) y las mediciones de las mismas fueron realizada
desde el craneo y con respecto de bregma. La inyeccidn de las particulas lentivirales fue
realizada con un inyector, el cual fue elaborado previamente con una aguja 22G conectado
a una jeringa Hamilton de 10 pl (Reno, NV, EE. UU.) a través de un catéter de polietileno
(P10, Becton Dickinson, MD, EE. UU.). Se infundi6 1lul de virus en NA core
bilateralmente durante 5 min a una velocidad de 0.05ul/min. Después de la infusién, el
inyector permanecio en los sitios infundidos durante 5 min para evitar el retroceso del
virus. Por ultimo, se suturd la piel y los animales fueron transferidos a cajas con libre
acceso agua y comida para su recuperacion antes de comenzar con los experimentos. La
correcta localizacion de las microinyecciones realizadas en NA core fue verificada para
todos los procedimientos experimentales, después de las pruebas de comportamiento y

durante la toma de muestras para las pruebas bioguimicas.

Implantacidn de catéteres permanentes

Una semana después de las microinyecciones de las particulas virales del RNA de
interferencia de cofilina (LV-shcofilina) o el control (LV-shCtrl) en NA core, los
animales fueron anestesiados con ketamina / xilazina (55 mg/kg y 11 mg/Kkg, i.p.
respectivamente) y se implantaron catéteres permanentes en la vena yugular derecha para

los experimentos de adquisicion de la conducta de AA de cocaina. Los catéteres se
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elaboraron con un tubo de polietileno de 13 cm de longitud ajustado a una canula guia
doblada en angulo recto y revestido de cemento dental anclado con una malla de
polipropileno, de 2 x 2 cm y se esterilizaron mediante su exposicion a calor previamente
a su implantacion. El tubo del catéter se pasd por via subcutanea desde la espalda del
animal hasta la vena yugular derecha para su implantacion. Luego de su colocacion y
hasta que finalizo el procedimiento experimental, los catéteres fueron lavados
diariamente con aproximadamente 0,1 ml de solucién salina fisioldgica estéril que
contenia heparina (30 unidades USP/ml) para evitar la formacién de coagulos sanguineos.
Ademas, los animales operados recibieron dosis diarias de antibidtico y analgésico
durante 7 dias consecutivos para evitar infecciones, dicho tratamiento se suprimid antes

de comenzar el experimento conductual.

ESTUDIOS BIOQUIMICOS

Inmunotransferencia

Se disecaron muestras de tejido del NA y se prepararon en buffer de siembra 4X
0 2X suplementado con inhibidores de proteasas (aprotinina 2 pg/ml, leupeptina 10 pg/ml,
pepstatina A 1 pg/ml, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM y ortovanadato de
sodio 1 mM como inhibidor de fosfatasas) respectivamente. Para todos los experimentos
se juntaron las secciones bilaterales de NA correspondientes a un animal, y se
consideraron como un unico N para su cuantificacién. Las muestras fueron sembradas y
separadas en geles de SDS-PAGE (8-15%) y posteriormente, transferidas a membranas
de PVDF (Fluoruro de polivinilideno, Amersham Hybond-P de GE Healthcare). Dichas
membranas se lavaron varias veces con buffer TBS-Tween 0.05% (20 mM Tris, 150 mM
NaCl, Tween-20 0.05%, pH 7.6), y luego fueron incubadas con albumina sérica bovina
al 5% preparada en TBS-Tween 0.05% durante 1 h a 37° C, para reducir las uniones
inespecificas. Posteriormente, las membranas se incubaron durante toda la noche a 4°C
con el correspondiente anticuerpo primario preparado en una solucion de albumina sérica
bovina al 1 % en TBS-Tween 0.05%. Al dia siguiente las membranas se lavaron con TBS-
Tween 0.05% para eliminar el exceso de anticuerpo primario y se incubaron durante 1 h
a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano
(HRP) (segun la especie del anticuerpo primario utilizado previamente). Una vez

finalizada la incubacion con el anticuerpo secundario se realizaron 3 a5 lavados con TBS-
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Tween 0.05% para quitar el exceso de anticuerpo. El revelado de las membranas se llevo
a cabo mediante la técnica de quimioluminicencia con luminol, acido cumarico como
catalizador y peroxido de hidrégeno como sustrato de reaccion (ECL). El revelado fue
plasmado en placas de rayos X (AGFA). Finalmente, el resultado obtenido en las placas
de revelado fue escaneado para su analisis y cuantificacion utilizando el programa Image
J. La cuantificacion de la sefial mediante el uso del Image J, consistio en medir la densidad
Optica para cada banda estableciendo la relacion entre los valores obtenidos para la
proteina de interés y los valores de densidad dptica de a-tubulina utilizada como control

de siembra.

Biotinilacion de las proteinas de superficie

Los animales recibieron una inyeccion aguda de solucion salina o cocaina (15
mg/kg i.p.) y fueron decapitados 45 min después a fin de evaluar la expresion de los
receptores AMPA en superficie (n=4-6/grupo). EI NA (conteniendo tanto el core como el
shell) fue disecado y las secciones bilaterales de tejido obtenidas de un animal se
agruparon para obtener material suficiente para evaluar la expresion de receptores de
superficie. El tejido disecado se incubo con biotina (sulfosuccinimidil-6-[biotina-amido]
hexanoato, Pierce) en buffer fosfato salina (PBS) (0.3 mg/ml) durante 1 h a 4°C, y
posteriormente se lavo durante 5 min con una solucion fria de Tris-glicina a fin de detener
la reaccion, seguido de tres lavados con buffer Tris-salina frio (TBS, 3x 5min) para
eliminar los restos de biotina. Luego, el NA biotinilado se homogenizo en 300 ul de buffer
RIPA (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, Tritdn-X100 1%, deoxicolato de sodio 0.5%, SDS
0.1%) y los homogenatos obtenidos se centrifugaron a 13.000g durante 30 min para
separar la fraccion insoluble. Para la fraccion total de GIuR1 (superficie + interno), 50 pl
del sobrenadante se mezclaron e hirvieron con buffer de siembra 4X para su posterior
determinacidn. Las proteinas de superficie biotiniladas en el remanente de sobrenadante
(200 pl) se inmunoprecipitaron con 50 pl de avidina 50% (adherida a esferas de agarosa)
durante 2 h a 4 °C. Las esferas de agarosa (pellet) se separaron del sobrenadante y se
lavaron tres veces con TBS. Posteriormente se hirvieron con 50 ul de buffer de siembra
2X (fraccion de superficie). La fraccion de superficie y la fraccion total de GIuR1
(superficie + interna) fueron analizadas por inmunotranferencia utilizando un anticuerpo
anti-GIluR1. Los receptores AMPA asociados a membrana fueron definidos como la
fraccion de superficie de GIuR1 eluida a partir de las esferas de agarosa y expresados

como la relacion respecto de la fraccion total de GIuR1 (superficie + interna). Cada
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fraccion fue normalizada respecto de a-tubulina y luego la fraccion de superficie de
GluR1 fue normalizada respecto de la fraccion interna. Todos los buffers utilizados
durante el experimento contenian inhibidores de proteasas (aprotinina 2 pg/ml, leupeptina
10 pg/ml, pepstatina A 1 pg/ml, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM vy

ortovanadato de sodio 1 mM como inhibidor de fosfatasas).

ESTUDIOS CONDUCTUALES

Registro de actividad locomotora

Luego de tres semanas de realizadas las inyecciones intracraneales de las
particulas virales del RNA de interferencia de cofilina (LV-shcofilina) y su respectivo
control (LV-shCtrl) en animales estresados y no-estresados, fue registrada la actividad
locomotora frente a una dosis de cocaina de 15 mg/kg. En otro experimento, luego de
transcurrida una semana de las inyecciones intracraneales de las particulas virales de Racl
(LV-Rac CAy LV-Rac DN) y su control (LV-Ctrl), fue registrada la actividad locomotora
frente a una dosis desafio de cocaina de 10mg/kg. En cada caso la actividad locomotora
fue monitoreada en cajas rectangulares (30,5 x 19,5 x 46, 5 cm®) equipadas con dos
fotocélulas de rayos infrarrojos localizados 3 cm por encima del piso conectados a una
computadora. Los registros de actividad locomotora de los animales fueron cuantificados
como el nimero total de cuentas (la interrupcién de un rayo resulta en una cuenta) cada
10 min. Los animales fueron habituados durante 30 min y posteriormente recibieron una
inyeccion solucién salina estéril i.p. y fue monitoreada la actividad motora durante 60
min. Luego cada animal recibio una inyeccién de cocaina (10 mg/kg o 15 mg/kg i.p.) y

fue monitoreada la actividad motora durante 120 min.

Cajas de condicionamiento operante

Los experimentos de adquisicion de la conducta de AA de cocaina y sacarosa oral
fueron realizados en cajas de condicionamiento operante (Med Associates, USA)
colocadas en un cubiculo ventilado con atenuacién de sonido. Cada cAmara operante esta
equipada con dos palancas denominadas palanca activa y palanca inactiva. Para los
experimentos de adquisicion de la conducta de AA de cocaina, los animales son
conectados a las cajas a través de una canula guia con sistema de rosca (procedimiento de
implantacién descripto en cirugia de catéteres), la cual se encuentra asociada directamente

a una bomba de infusion para la entrega de la droga por via intravenosa. Durante el
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experimento, la presion de la palanca activa por parte de los animales, resulta en la
activacion de la bomba de infusion conectada a través de un tubo de silicona a una jeringa
que contiene cocaina y produce el refuerzo de la conducta bajo una razon fija (FR) igual
a 1 (una presion de la palanca activa se reforzé con una entrega de droga). La presion de
la palanca activa esta asociada a la activacién de una luz indicadora y un altavoz (tono)
ubicados por encima de la palanca. Las respuestas en la palanca inactiva son registradas,
pero los animales no reciben una infusion de la droga, es decir que la presion de la palanca
inactiva no es reforzada con la droga. Para los experimentos de adquisicion de la conducta
de sacarosa oral, lo animales son colocados en las cajas de condicionamiento donde la
presion de la palanca activa esta asociada a la entrega de sacarosa oral, a través de un
comedero ubicado en el centro de la pared izquierda de la caja, entre la palanca activa e
inactiva, bajo un esquema de FR1. La presion de la palanca activa esta asociada a la
activacion de una luz indicadora y un altavoz (tono) ubicados por encima de la palanca.
Para ambos experimentos, la luz de la caja se enciende al comienzo de cada sesion de
prueba. La programacion de experimentos y la recopilacion de datos fueron realizados
utilizando el software Med Associates. La Figura 8 es una imagen representativa de las
cajas de condicionamiento operante utilizadas durante el experimento de adquisicion de
la conducta de AA.
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Recoleccidn de datos

Catéter en vena yugular

|
Bomba de infusion

Luz de la
palanca activa

_ Luz de la caja
Tono
— Palanca activa

Caja de Skinner

Dispensador de comida

Figura 8. Imagen representativa de una caja de condicionamiento operante utilizada durante el

experimento de adquisicion de la conducta de autoadministracion.

Autoadministracion de cocaina

Ocho dias después de la implantacion de catéteres permanentes en la vena yugular
derecha, los animales comenzaron sesiones diarias de 2 h de adquisicion de la conducta
de AA de cocaina bajo una FR1, en la que la depresion de la palanca activa es reforzada
con una infusion de cocaina (0.3 mg/kg/infusion, seguido de un periodo de tiempo de
espera de 10 segundos, en inglés “time out”’). Este procedimiento es acompafiado con el
encendido de una luz blanca ubicada por encima de la palanca activa y una sefial de tono
discreto. Durante el periodo de infusion se registran presiones adicionales en la palanca
activa pero las mismas no conducen a la infusion de la droga durante el periodo de time
out. La palanca inactiva esté disponible durante toda la sesion, aunque la presion de esta
palanca no es reforzada con una infusion de la droga. Durante todo el periodo de espera
de 10 segundos, time out, la luz indicadora de la palanca activa, la luz de la caja y el tono
se apagan Yy la luz de la caja se enciende nuevamente cuando el animal puede recibir una
nueva recompensa. Los animales son entrenados durante 10 dias consecutivos. El criterio
de adquisicién de la conducta de AA de cocaina se establece cuando los animales
obtuvieron 15 o més infusiones de cocaina durante al menos dos dias consecutivos. Por
Gltimo, los animales que durante el experimento de AA realizan mas de 30 presiones de

la palanca inactiva son descartados del experimento (Garcia-Keller et al., 2013).
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Autoadministracién oral de sacarosa

Ocho dias después de las microinyecciones intracraneales de las particulas virales
del RNA de interferencia de cofilina (LV-shcofilina) o de su control lentiviral (LV-shCtrl)
en NA core, los animales comienzan sesiones diarias de adquisicion de la conducta de
AA de sacarosa oral bajo una FR1, durante 1 h por dia y durante 10 dias consecutivos.
Las condiciones experimentales para la realizacion de las pruebas de AA de sacarosa oral
son idénticas a las utilizadas para la AA de cocaina, excepto por lo siguiente: (1) no se
realizan cirugias de implantacion de catéteres en este experimento, (2) la presion en la
palanca activa es reforzada con la entrega de 0.1 ml de solucion de sacarosa al 10% en un
comedero liquido ubicado en la pared de la caja de condicionamiento operante, (3) para
evitar la saciedad de la recompensa de sacarosa se establece una sesion de 1 h diaria. La
presion de la palanca activa es reforzada con el suministro de solucidn de sacarosa al 10%
durante un periodo de 10 segundos, conjuntamente con una luz blanca ubicada por encima
de la palanca activa y una sefial de tono discreto, seguido de un periodo de tiempo de
espera de 10 segundos, time out, durante el cual todas las luces se apagan. La luz de la
caja se enciende nuevamente cuando el animal puede recibir una nueva recompensa. La
palanca inactiva esta disponible durante toda la sesion y los datos son registrados, aunque
la presion de esta palanca no es reforzada con la sacarosa. El criterio adquisicién de la
conducta se establece cuando los animales obtienen méas de 15 ingestas de sacarosa
durante al menos dos dias consecutivos. Por ultimo, los animales que durante el
experimento de AA de sacarosa realizan mas de 30 presiones de la palanca inactiva son
descartados del experimento (You et al., 2018; H. Zhang et al., 2015).

HISTOLOGIA

Una vez finalizados los experimentos conductuales los animales fueron
sacrificados y sus cerebros removidos y colocados en solucion de formaldehido al 4%
para su correcta fijacién. Secciones coronales fueron cortadas en un criostato (Leica), y
fueron examinados bajo lupa la localizacion de las microinyecciones. Para el analisis
estadistico se utilizan solo aquellos animales en los que se observa una correcta ubicacion

de los sitios de inyeccidn y no presentan signos histologicos de necrosis o hemorragia.
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ESTUDIOS MICROSCOPICOS

Coloracion de los procesos dendriticos de las MSNs del NA core

Los animales microinyectados en NA core con el RNA de interferencia de cofilina
(LV-shcofilina) y su respectivo control (LV-shCtrl) fueron anestesiados para la perfusion
intracardiaca, primero con una solucién PB (0.1M, pH=7.4), y luego con una solucién de
paraformaldehido (PFA) 1.5 %, 24 h después de una inyeccion aguda de salina o cocaina
(15 mg/kg i.p.). Posteriormente los cerebros fueron lavados varias veces con PBS 0.1 My
seccionados con un vibratomo en rebanadas coronales de 150 pum de espesor. Los cortes
obtenidos fueron lavados con PBS 0.1 M y almacenados a 4 °C hasta la coloracion. Las
secciones coronales obtenidas de NA core fueron tefiidas mediante la microinyeccién con
pipetas de patch de una solucion saturada del colorante fluorescente lipofilico 1,1"-
dioctadecil-3,3,3",3"-tetrametil-indocarbocianina perclorato (Dil; InVitrogen) en aceite de
pescado (Pozzo-Miller et al., 1999). Después de las inyecciones con Dil, los cortes fueron
almacenados en PBS por 24 ha 4 °C en la oscuridad para permitir la difusion del colorante.
Posteriormente los cortes fueron fijados con PFA al 4% durante 2 h a temperatura
ambiente, y trascurrido ese periodo de tiempo fueron lavados con PBS para quitar el
excedente de PFA. Los cortes fueron colocados sobre portaobjetos usando como medio de
montaje Fluorsave (Calbiochem) y las espinas dendriticas fueron visualizadas a través de

microscopia confocal.

Microscopia Confocal

Se tomaron imagenes de alta resolucién de segmentos dendriticos individuales de
las MSNs mediante el uso de un microscopio confocal de barrido laser (Carl Zeiss LSM),
utilizando el objetivo de inmersion de 60X 1.42 NA. El colorante Dil fue excitado con un
laser verde HeNe (543 nm). Las secciones dpticas en el eje Z se obtuvieron a intervalos de

0.1 um a través de las ramas dendriticas individuales.
DENSIDAD Y MORFOLOGIA DE LAS ESPINAS DENDRITICAS

Andlisis de la Densidad de Espinas Dendriticas

La densidad de espinas dendriticas fue calculada como el nimero total de espinas
por segmento dendritico y normalizado por 10 um de dendrita. La cuantificacion de las
espinas dendriticas fue realizada manualmente en las proyecciones de maxima intensidad

de las imagenes confocales obtenidas en el eje z con el programa ImageJ y fueron
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identificadas como protrusiones pequefias que se extienden no mas de 3 um desde la

dendrita parental.

Morfologia de las Espinas Dendriticas

Para la clasificacion individual de las espinas dendriticas se tomaron manualmente
las dimensiones de cada una de las espinas en las proyecciones de maxima intensidad de
las imagenes confocales obtenidas en el eje z con el programa ImageJ. Las espinas
dendriticas se clasificaron en tres categorias: espinas cortas de tipo | o stubby; espinas que
se asemejan a hongos de tipo 11 0 mushroom; y espinas finas, largas y con cabeza pequefia
de tipo 111 o thin, segun las dimensiones del largo de la espina desde la base de la dendrita
hasta la punta de la misma (L), es el diametro méximo del cuello (dc), y es el didmetro
méaximo de la cabeza (dca). Las espinas individuales fueron incluidas en cada categoria de
acuerdo a la relacién especifica de L/dcy y dea/dey (Calfa et al., 2012; Christopher A.
Chapleau & Pozzo-Miller, 2008; Tyler & Pozzo-Miller, 2003).

A B

Tipo |

A L= deu = dea & = -
Zym

Tipo Il
dea > dcu
|I| Cuello (dcu)

Largo (L)

Tipo Il
L > dcu

Figura 9. Imagen representativa de las medidas tomadas de las espinas individuales y su clasificacion.
A) Espina individual en donde se encuentran marcadas las medidas tomadas para su clasificacion. B) Imagen
representativa de la clasificacion de espinas (Christopher A. Chapleau & Pozzo-Miller, 2008; Tyler & Pozzo-
Miller, 2003) de acuerdo a el didmetro de la cabeza de la espina, el didmetro del cuello de la espinay el largo

total de la espina.
DROGAS

e Clorhidrato de cocaina (Laboratorios Verardo. Buenos Aires, Argentina).

e Sacarosa

ANTICUERPOS
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Los siguientes anticuerpos primarios fueron utilizados para las determinaciones
de inmunotransferencia: anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra actina (1: 500;
Santa Cruz Biotechnology); anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra cofilina
fosforilada (serina 3) (1. 1000; provisto por el Dr James Bamburg, Colorado State
University, Fort Collins, CO, USA); anticuerpo monoclonal de raton dirigido contra a-
tubulina (1: 2000; Sigma-Aldrich);; anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra
cofilina (1: 250; Cell Signaling), y anticuerpo monoclonal de conejo dirigido contra
GIuR1 (1: 400; Millipore).

Los siguientes anticuerpos secundarios fueron utilizados para en las
determinaciones de inmunotransferencia: anti-lgG de cabra conjugado a peroxidasa (1:
2000; Jackson Laboratories); anti-1gG de raton conjugado a peroxidasa (1: 2000; Jackson
Laboratories) y anti-lgG de conejo conjugado a peroxidasa (1: 2000; Jackson
Laboratories).

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico fue realizado utilizando el software GraphPad Prism 6
(Graphpad software, La Jolla, CA). Los estudios conductuales y bioquimicos fueron
analizados mediante ANOVA de una o dos vias, seguido del Test de Bonferroni para el
caso de multiples comparaciones con un alfa de 0.05% en caso de significancia. Los datos
fueron expresados como la media + SEM.

Los resultados provenientes del analisis de espinas dendriticas fueron analizados
con el software R studio (version 3.5.3) y el paquete estadistico nlme (version 3.1-148,
(Pinheiro et al., 2020) y R-core 2019). Para todos los analisis fue utilizado el logaritmo
de la densidad y trabajamos con un alfa de 0.05%. Para analizar las diferencias entre las
medias de las densidades de espinas para cada tipo de columna, fue disefiado un modelo

lineal mixto de tres factores:

Yijkig = t+D; +Tj+ Zy + DT;; + DZy + TZjy, + DTZ;jx + By + Eijuig
Donde:
Yijiig Representa el g-th valor de densidad observado en el i-th nivel de estrés, el j-th
nivel de lentivirus, el k-th nivel de droga, el I-th nivel individual,

u es el valor general de la media de la densidad de espinas,
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D; es el efecto fijo correspondiente al i-th nivel del factor estrés (con dos niveles, NE and
E),

T; es el efecto fijo correspondiente al j-th nivel del factor lentivirus (con dos niveles,
shCtrl y shcofilin)

Zy, es el efecto fijo correspondiente del k-th nivel del factor droga (con dos niveles, Sal y
Coc)

DT;; corresponde a la interaccion entre i-th nivel del factor estrés y el j-th nivel del factor
lentivirus

DZ;, Corresponde a la interaccion entre i-th nivel del factor estrés y el k-th nivel del
factor droga

TZj Corresponde a la interaccion entre el j-th nivel del factor lentivirus y el k-th nivel
del factor droga

DTZj, Corresponde a la interaccion entre el i-th nivel del factor estres, el j-th nivel del
factor lentivirus y el nivel del factor droga

B, Corresponde al efecto random del I-th individual, por lo que se supone Bl~N(0, oﬁ),
E;ji; El termino random, para lo cual se hacen los supuestos habituales de normalidad,

independencia y homocedasticidad.

MODELOS EXPERIMENTALES

Disefio _experimental A: Determinacién de los niveles de expresion de

proteinas en NA core

Curso temporal de los niveles de expresion de las proteinas cofilina, p-
cofilina, radio de p-cofilina/cofilina y actina luego de la infeccion con las particulas
virales del RNA de interferencia de cofilina en NA core

Un grupo de animales seleccionado al azar fue microinyectado en NA core con el
lentivirus que contiene el RNA de interferencia de cofilina (LV-shcofilina) o su
respectivo lentivirus no codificante (LV-shCtrl). Luego de 10, 15, 20 y 25 dias de
expresion de los lentivirus, los animales fueron sacrificados y se recolectaron muestras

de tejido de NA, preferentemente core, para determinar los niveles de expresion de las
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proteinas cofilina total, p-cofilina total y actina mediante inmunotransferencia. Las
determinaciones de proteinas obtenidas de los animales tratados con LV-shCtrl fueron

consideradas como niveles basales de expresion y representan los niveles control de

proteinas.
Cirugia
LV-shCtrl Recoleccién de tejido
LV-shcofilina | | |
Dia 0 10 15 20

Figura 10. Modelo experimental para la determinacion del curso temporal de los niveles de expresion de
las proteinas cofilina, p-cofilina, radio de p-cofilina/cofilina y actina luego de la infeccion con las particulas

virales del RNA de interferencia de cofilina en NA core.

Curso temporal de niveles de expresion de las proteinas Rac, Cofilina, p-
cofilina'y Actina luego de la infeccion de las particulas virales de Racl Constitutiva
activa y Racl dominante negativa (DN) en NA core

Los animales seleccionados al azar fueron microinyectados en NA core con el
lentivirus que contiene la mutante Racl constitutiva activa (LV-Rac CA), o con el
lentivirus que contiene la mutante Racl dominante negativa (LV-Rac DN) o con el
lentivirus no codificante (LV-Ctrl). Luego de trascurridos 5, 10, 15 dias de expresion de
los lentivirus fueron recolectadas muestras de tejido de NA, preferentemente core, y se
determinaron los niveles de expresidn de las proteinas Rac total, cofilina total, p-cofilina

total y actina mediante inmunotransferencia para cada grupo experimental.

Cirugia .. .
LV-Ctrl Recoleccion de tejido
LV-Rac CAoRacDN | | |
Dia 0 5 10 15

Figura 11. Modelo experimental para la determinacion del curso temporal de niveles de expresion de las
proteinas Rac, Cofilina, p-cofilina y Actina luego de la infeccion de las particulas virales de Racl

Constitutiva activa y Racl dominante negativa (DN) en NA core.

Disefio experimental B: Analisis conductuales, bioquimicos y morfoldgicos
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Determinacion de la sensibilizacion conductual a cocaina, expresion de
receptores AMPA de superficie en NA core y el anéalisis morfologico de espinas

dendriticas de las MSNs luego de la microinyeccion de LV-shcofilina en NA core

Un dia después de la tltima exposicion a estrés, los animales estresados (E) y no
estresados (NE) fueron anestesiados y mediante cirugia estereotaxica, fueron
microinyectados en NA core con las particulas virales que contienen el RNA de
interferencia de cofilina (LV-shcofilina) o su respectivo control (LV-shCtrl). Tres
semanas después de la ultima exposicion a estrés (dia 28) fue monitoreada la actividad
locomotora de los animales en respuesta a una inyeccion aguda de solucion salina y
cocaina (15 mg/kg i.p.) en cajas disefiadas para tal fin y 24 h después fueron recolectadas
las muestras de tejido de NA core para los analisis morfologicos de segmentos dendriticos

mediante microscopia confocal.

En experimentos separados, los animales E y NE, microinyectados en NA core
con los lentivirus LV-shcofilina y LV-shCtrl, recibieron una inyeccién aguda de solucién
salina o cocaina (15mg/kg i.p.) y fueron sacrificados 45 min despueés. Las muestras de
NA core bilaterales fueron recolectadas para la posterior determinacién de la expresion

de superficie de GIuR1, mediante biotinilacion e inmunotransferencia.

Cirugia NA core

LV-shCtrl (S1a| 0 ?:)C)
= ili 5mgrkg
Lv shclofllma 1 Actividad locomotora
Caja
Expresion de AMPA
i Sesion
Dia 0 de estrés 8 28 Analisis morfologico de espinas en NA core

2h/dia

Figura 12. Modelo experimental para la determinacion de la sensibilizacion conductual a cocaina,
expresién de receptores AMPA de superficie en NA core y analisis morfol6gico de espinas dendriticas de

las MSNs luego de la microinyeccion de LV-shcofilina en NA core.

Determinacion de la sensibilizacién conductual a cocaina y la expresion de
receptores AMPA de superficie en NA core luego de la microinyeccion de LV-Rac
CA vy LV-DN en NA core

Los grupos E y NE fueron microinyectados en el NA core con las particulas
virales que contienen las secuencias mutantes de Racl (LV-Rac CA o LV-Rac DN) o su

respectivo control (LV-Ctrl). Dos semanas despues de la Gltima exposicion a estrés (dia
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21) fue monitoreada la actividad locomotora de los animales en respuesta a una inyeccién

aguda de solucion salina y cocaina (10 mg/kg i.p.) en un actografo.

En experimentos separados, los animales E y NE microinyectados en el NA core
con LV-Rac CAy LV-Citrl, el dia 21 recibieron una inyeccién aguda de solucion salina o
cocaina (15mg/kg i.p.) y fueron sacrificados 45 min después. Las muestras bilaterales de
NA core fueron recolectadas para la determinacién de la expresion de receptores de
superficie AMPA subunidad GIuR1 mediante los protocolos descritos anteriormente de

biotinilacion y inmunotransferencia.

Cirugia NA core
LV-Ctrl Sal o Coc

LV-Rac CAoRac DN (10 mg/kg)
l Caja I

_ Actividad locomotora
Dia 0  Sesion 44 21 ;

de estrés Expresion de AMPA
2h/dia

Figura 13. Modelo experimental para la determinacion de la sensibilizacién conductual a cocaina y
expresion de receptores AMPA de superficie en NA core luego de la microinyeccion de LV-Rac CA 'y LV-
DN en NA core.

Disefio_experimental C: Adquisicion de la conducta de autoadministracion

de cocaina y sacarosa oral

El dia 8 del esquema experimental los animales E y NE fueron microinyectados
en NA core con las particulas virales que contienen el RNA de interferencia de cofilina
(LV-shcofilina) o su respectivo control (LV-shCtrl). Una semana después (dia 14), fueron
realizadas las cirugias de implantacion de catéteres (adquisicion de la conducta de AA de
cocaina) y al dia 21 del esquema experimental los animales comenzaron con sesiones
diarias de 2 h de AA durante 10 dias consecutivos. En experimentos separados, la

adquisicion de la conducta de AA de sacarosa oral, inicio una semana después de las
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microinyecciones intracraneales de los lentivirus (dia 14), con sesiones diarias de 1 h

durante 10 dias consecutivos.

Cirugia
LV-shCirl Inicio de las sesiones
LV-shcofilina de AA 2h/dia

can A LLLLILLLY

|
| I I I |

. Sesion de
Dia
0 estrés ° Im Ia!ltacic')n 1
2hidia P o
catéter

Figura 14. Modelo experimental de la adquisicion de la conducta de autoadministracion de cocaina o

sacarosa oral.
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1. CARACTERIZACION DE LA PROTEINA COFILINA EN LA
VULNERABILIDAD AL CONSUMO DE COCAINA INDUCIDA POR ESTRES

1.1 Curso temporal de los niveles de expresion de las proteinas cofilina, p-
cofilina, radio de p-cofilina/cofilina y actina luego de la infeccion con las
particulas virales del RNA de interferencia de cofilina en NA core

Con el objetivo de caracterizar el rol de la proteina cofilina en la vulnerabilidad al
consumo de cocaina inducido por estrés en NA core, utilizamos como herramienta
molecular un lentivirus (LV) que contiene un shRNA de interferencia denominado LV-
shcofilina, especifico contra la secuencia de la proteina de rata, para inhibir la expresién
de cofilina en NA core, mediante la microinyeccion por cirugia estereotaxica de acuerdo
con las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (Paxinos G & Watson C., 2007).
Luego de transcurridos 10, 15, y 20 dias de expresion del lentivirus, los animales son
sacrificados y se toman muestras de tejido de NA (preferentemente core) (Figura 15A).
Utilizando la técnica de Western blot determinamos la expresion de las proteinas cofilina
total (cofilina), p-cofilina (forma inactiva), actina (actina) y el radio de p-cofilina respecto
de cofilina total (p-cofilina/cofilina). En la Figura 15B mostramos una imagen
representativa del sitio de infeccion en NA core (delimitado con linea punteada) luego de
realizar una tincion utilizando azul de cresil violeta. En esta imagen se puede observar
tanto la caida de la canula como la correspondiente inyeccion de lentivirus. La Figura
15C representa el sitio de infeccion con el lentivirus a lo largo del eje antero-posterior.
Las Figuras 15D (a, b y ¢) muestran imagenes confocales de células que expresan GFP
(en inglés “green fluorescein protein”) infectadas con el lentivirus de RNA de
interferencia de cofilina, inmunomarcadas con un anticuerpo anti-GFP y los nlcleos
coloreados con DAPI en azul. La Figura 15E es una representacion de las corridas
electroforéticas de Western blot para cada proteina utilizada para cuantificar los niveles
de proteinas. Las Figuras 15F-1 muestran la cuantificacion de los niveles de cofilina total
(Figura 15F), p-cofilina (Figura 15G), radio p-cofilina/cofilina (Figura 15H) y actina
(Figura 151).

El andlisis del curso temporal de los niveles de expresion de cofilina, luego de la
microinyeccién en NA core con el lentivirus de RNA de interferencia especifico para
inhibir su expresion (LV-shcofilina), muestra una disminucién en los niveles totales de

expresion de cofilina en los tiempos post-infeccion medidos (Figura 15F; Analisis de
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varianza (ANOVA) de una via, Tratamiento, F(-16) = 12.39 p = 0,0002). Especificamente,
el analisis posterior utilizando el test de Bonferroni indica que los niveles de cofilina total
se encuentran disminuidos luego de 10, 15 y 20 dias post infeccion con el lentivirus de
RNA de interferencia de cofilina, respecto de los niveles de proteina observados en
animales infectados con el lentivirus control (LV-shCtrl), los cuales son considerados
como niveles de referencia basales para todas las determinaciones (Bonferroni, Dia 10 vs
Ctrl ¥p < 0.05y Dia 15, 20 vs Ctrl *p < 0.05). La determinacion de los niveles de expresion
de la proteina p-cofilina (forma inactiva) revela que no se producen variaciones
significativas en la expresion de la proteina a lo largo del curso temporal (Figura 15G;
ANOVA de una via, Tratamiento, Faz14 = 1.218 p = 0.3397). Sin embargo, la
determinacion indirecta de la actividad de la proteina cofilina reflejada en el anélisis del
radio de p-cofilina respecto de cofilina total (p-cofilina/cofilina) (Figura 15H; ANOVA
de una via, Tratamiento F-16) = 4.534 p = 0.0175), muestra un incremento de la relacion
p-cofilina/cofilina luego de 15 y 20 dias de la infeccion con el RNA de interferencia de
cofilina comparado con su respectivo control (Bonferroni, *p < 0.05) en NA core.

Por ultimo, el analisis de los niveles de expresion de actina luego del tratamiento
con LV-shcofilina revela que no se producen cambios en los niveles de expresién de la
proteina actina durante todo el curso temporal, comparado con los niveles basales de
proteina observados en los animales infectados con el lentivirus control (LV-shCtrl)
(Figura 151; ANOVA de una via, Tratamiento, Fz-17) = 2,813 p = 0,0705).
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Figura 15. Curso temporal de los niveles de expresion de las proteinas cofilina, p-cofilina, radio p-

cofilina/cofilina y actina luego de la infeccién en NA core con LV-shcofilina. Los datos representan la
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media £ SEM del nimero de mediciones realizadas para cada grafico. Los datos fueron analizados mediante
Anélisis de Varianza (ANOVA) de una via, seguido del Test de Bonferroni. A) Disefio experimental. B)
Imagen representativa de un sitio de infeccion con las particulas virales de LV shcofilina, tefiido con azul
de cresil violeta (2.5x). La linea punteada delimita el &rea de NA core infectada. C) (a, b, ¢) Imégenes
representativas de cortes coronales de NA core infectados con el LV-shcofilina a lo largo del eje anterio-
posterior. D) Imégenes confocales de la inmunofluorescencia de NA core, utilizando un anticuerpo anti-
GFP que se une especificamente a las células infectadas con el lentivirus de RNA de interferencia de
cofilina (60x). E) Iméagenes representativas de las corridas de Western blot para cada proteina medida. En
todas las cuantificaciones se utiliza el anticuerpo anti-a-tubulina como control de carga. F) Niveles de
expresion de cofilina en NA core. G) Niveles de expresion de p-cofilina en NA core. H) Radio de p-

cofilina/cofilina total en NA core. 1) Niveles de expresion de actina en NA core.

Como mencionamos previamente, las determinaciones obtenidas de los animales
microinyectados en NA core con el lentivirus control (LV-shCtrl) son considerados
valores de referencia en las determinaciones realizadas luego de la microinyeccion en NA
core con el RNA de interferencia de cofilina. Asimismo, para descartar cambios en los
niveles de expresion de cofilina total, p-cofilina y actina inducidos por el lentivirus
control, se determinaron los niveles expresion de cada proteina luego de 10, 15, y 20 dias
de expresion del LV-shCtrl en NA core (Figura 16A). La Figura 16B es una
representacion de las corridas de Western blot para cada proteina utilizada para las
cuantificaciones. Las Figuras 16C-F representan las mediciones de los niveles totales de
expresion de cofilina total (Figura 16C), p-cofilina (Figura 16D), radio p-
cofilina/cofilina total (Figura 16E) y actina total (Figura 16F).

Estos resultados demuestran que no se producen modificaciones en los niveles de
expresion de cofilina (Figura 16C; ANOVA de una via, Tratamiento, F3-12) = 0.9261, p
= 0.4579), p-cofilina (Figura 16D, ANOVA de una via, Tratamiento, F-12) = 0.3905, p
= 0,7620), radio p-cofilina/cofilina (Figura 16E, ANOVA de una via, Tratamiento, F-
12)=0,06601, p = 0,9769) y actina (Figura 16F, ANOVA de una via, Tratamiento, F(-13)
= 2,487, p = 0,1065) a lo largo del curso temporal luego de la infeccion con LV-shCtrl,
respecto de los niveles de expresion de proteinas de animales control naive (sin

tratamiento).
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Figura 16. Curso temporal de los niveles totales de expresion de las proteinas cofilina, p-cofilina,

radio p-cofilina/cofilina y actina post infeccion intra-NA core con LV-shCtrl. Los datos representan la
media £ SEM del nimero de mediciones realizadas para cada grafico. Los datos fueron analizados mediante
Anélisis de Varianza (ANOVA) de una via, seguido del Test de Bonferroni. A) Disefio experimental. B)
Iméagenes representativas de las corridas de Western Blot para cada proteina medida. En todas las
cuantificaciones se utiliza el anticuerpo anti-a-tubulina como control de carga. C) Niveles de expresion de
cofilina en NA core. D) Niveles de expresion de p-cofilina en NA core. E) Radio de p-cofilina/cofilina total

en NA core. F) Niveles de expresion de actina en NA core.

Conclusion parcial del resultado:

Estos resultados revelan que las particulas lentivirales del RNA de interferencia
de cofilina microinyectadas in vivo en NA core son eficientes para realizar el
silenciamiento génico de la proteina cofilina, ya que provocan una reduccion de sus
niveles de expresion de aproximadamente el 50% respecto de los niveles basales. La
eficiencia en el tratamiento génico se refleja en la disminucién en los niveles totales de
expresion de la proteina cofilina luego de transcurridos 10 dias de su infeccion en NA
core, cuya disminucion se mantiene durante los tiempos experimentales seleccionados
para los experimentos. Por otra parte, considerando que cofilina es una proteina cuya
actividad estd regulada por fosforilacién, un indicador indirecto de la actividad
depolimerizante de la proteina cofilina es la determinacion del radio de p-cofilina respecto
de cofilina total. En este sentido, los resultados obtenidos evidencian que el tratamiento
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con LV-shcofilina en NA core luego de transcurridos 15 y 20 dias desde el momento de

la infeccion promueve la estabilizacion del citoesqueleto de actina.

1.2 La inhibicién de la expresién de cofilina en NA core previene la expresion

de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés

Estudios previos de nuestro laboratorio, demuestran que la exposicion a estrés
agudo o crénico induce sensibilizacion locomotora en respuesta a una inyeccion aguda
de cocaina (15 mgkg i.p.) (Esparza et al., 2012; Garcia-Keller et al., 2013) o anfetamina
(Pacchioni et al., 2007). En este sentido, Esparza y col (Esparza et al., 2012) reportaron
que la expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés esta
acompariada del remodelado del citoesqueleto de actina en NA core, e involucra
variaciones en la expresion de proteinas asociadas con la regulacion de la dindmica de
actina, como p-cofilina y p-cortactina (Esparza et al., 2012).

En el presente trabajo evaluamos la participacion de cofilina en la expresion de la
sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés, en animales estresados
crénicamente y no estresados, y microinyectados en NA core con las particulas virales
del RNA de interferencia de cofilina (shcofilina) o su respectivo lentivirus control
(shCtrl), luego de una inyeccion aguda de solucion salina i.p (Sal) o cocaina 15mg/kg i.p.
(Coc) (Figura 17A). La Figura 17B representa los sitios de microinyeccién de los
lentivirus en NA core (sefialados con puntos negros) obtenidos segun el atlas de Paxinos
y Watson (Paxinos G & Watson C., 2007). Las Figuras 17C y D representan las
mediciones de actividad locomotora obtenidas para cada grupo experimental luego de una
inyeccion aguda de solucidn salina o cocaina i.p.

El registro de la actividad locomotora, expresada como el niUmero de cuentas en
funcién del tiempo (Figura 17C), muestra que la expresion conductual de la
sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina es inhibida por la microinyeccion en NA
core del RNA de interferencia de cofilina. Asimismo, estos registros revelan que la
disminucion de los niveles de expresion de cofilina en NA core no inducen alteraciones
en la actividad locomotora en los animales no estresados luego de la inyeccion de salina
y cocaina (Figura 17C; ANOVA de muestras repetidas (MR) de dos vias (no-estrés/estrés
x LV-shCtrl/LV-shcofilina): Tiempo, F(17-493) = 22.75, p < 0.0001; no-estrés/estrés, F(-29)
= 7.326, p = 0.0008; Interaccion, Fi493) = 1.719, p = 0.0022). El posterior test de

Bonferroni indica un incremento significativo en la actividad locomotora del grupo
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estrés/shCtrl entre los 70 y 150 minutos del experimento respecto del grupo no-
estrés/shCtrl (*p < 0.05, entre los 70 y 150 minutos). Asimismo, el registro de actividad
locomotora del grupo estrés/shCtrl es significativamente diferente entre los 70 y 90
minutos respecto del grupo estrés/shcofilina, asi como también, del grupo no estresado
(no-estrés/shCtrl y no-estrés/shcofilina) (*p < 0.05, entre los 70 y 90 minutos). Por otra
parte, el test de Bonferroni indica que no se producen diferencias en la respuesta
conductual luego de una inyeccion aguda de solucién salina entre los diferentes grupos
experimentales (p > 0.05, entre los 0 y 60 minutos). Ademas, la representacion de la
actividad locomotora expresada como el nimero de cuentas totales durante 120 minutos
luego de la inyeccion de salina y cocaina (Figura 17D), refleja el incremento en la
actividad locomotora del grupo estrés/shCtrl en respuesta a la inyeccion aguda de cocaina
con respecto al resto de los grupos (estrés y no-estrés tratados con shcofilina y no-estrés
tratado con shCtrl) (Figura 17D; ANOVA de MR de dos vias (no-estrésestrés x LV-
sheofilina salina o cocaina/LV-shCtrl salina o cocaina): Tratamiento F.sg) = 74.21, p <
0.0001; no-estrées/estrés F(1.s8)= 6.621 p = 0.0127; Interaccion F.ss) = 4.352 p = 0.0078).
El test de Bonferroni posterior indica que hay diferencias significativas en las cuentas
totales entre el grupo estrés/LV-shCtrl y el resto de los grupos durante los 120 minutos
siguientes a la inyeccion de cocaina (*p < 0.05, respecto de no-estrés/shCtrl, *p < 0.05,

respecto de no-estrés y estrés tratado con shcofilina).
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Figura 17. Registro de la actividad locomotora. Actividad locomotora luego de cocaina (15 mg/kg i.p.)
en ratas microinyectadas en NA core con LV-shCtrl (1ul/lado) o LV-shcofilina (L1ul/lado), medido tres
semanas después del estrés repetido. Después de una media hora de habituacién en las cajas de testeo, los
animales No estrés/shCtrl (n=10), Estrés/shCtrl (n=9), No estrés/shcofilina (n=7) y Estrés/shcofilina (n=7)
recibieron una inyeccion i.p. de solucién salina y fueron testeados durante una hora, seguido de una
inyeccion i.p. de cocaina y fueron monitoreados durante dos horas (120 min). Los valores representan la
media + SEM de las cuentas obtenidas en intervalos de 10 min. A) Disefio experimental. B) Secciones
representativas del cerebro de rata en las cuales se muestran los sitios de microinyeccion de lentivirus en
NA core denotadas con puntos negros. C) Cuentas cada 10 minutos de la actividad locomotora en funcién
del tiempo. La flecha indica la inyeccion de salina y cocaina i.p 15 mg/kg. *p < 0.05 comparado con el
resto de los grupos (No estrés/shCtrl No estrés/shcofilina y Estrés/shcofilina), #p < 0.05 comparado con No
estrés/shCtrl. D) Cuentas totales 120 min después de la inyeccion de salina y cocaina. *p < 0.05 comparado

con el resto de los grupos. #p < 0.05 comparado con el grupo No estrés/shCtrl.

Conclusion parcial del resultado:

Estos resultados demuestran la participacion de la proteina cofilina en la expresion
de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por la exposicion a estrés, ya que la
inhibicion de cofilina en NA core mediante la microinyeccion del RNA de interferencia
de cofilina, previene la expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por

estrés cronico.

1.3 Cofilina modula los cambios plasticos estructurales en las espinas
dendriticas del NA core en respuesta a cocaina en animales previamente

estresados

a. Participacion de cofilina en los cambios asociados con la densidad de espinas
dendriticas en NA core en animales estresados luego de la cocaina

La plasticidad dependiente de la experiencia asociada al consumo de
psicoestimulantes es mediada por la reorganizacion de &reas neuronales comprendidas en
el circuito de la motivacion (Robinson & Kolb, 2004). En este sentido, el NA core ha sido
sugerido como el locus de las adaptaciones a largo plazo inducidas por el consumo de
drogas (Di Chiara, 2002; Ito et al., 2004; Meredith et al., 2008).

Tanto la administracion de cocaina, asi como también la exposicion a situaciones
estresantes pueden alterar la dindmica de actina en NA (Dietz etal., 2012; S. A. and
Golden & Russo, 2012; H. Shen et al., 2009; Toda et al., 2006, 2010), aumentando la
densidad de espinas y la reorganizacion dendritica (T. E. Brown et al., 2011; Christoffel,

Golden, Dumitriu, et al., 2011; Dietz et al., 2012; Dumitriu et al., 2012; Khibnik et al.,
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2016; Robinson & Kolb, 2004), cambios intimamente asociados al fendmeno de

sensibilizacion conductual a psicoestimulantes (Robinson & Kolb, 2004).

Las espinas dendriticas pueden clasificarse en mushroom, thin y stubby.
Brevemente, las espinas stubby son estructuras plasticas inmaduras caracterizadas por
presentar una longitud total similar a la del didmetro de su cabeza y escasa presencia de
cuello (Schmidt & Eilers, 2009). Las espinas tipo thin poseen una longitud total mayor
que el ancho de su cabeza, y este a su vez, es mayor que el ancho de su cuello. Se
consideran estructuras inmaduras y plasticas. Las espinas tipo mushroom presentan un
ancho de cabeza mayor a la de su cuello y se caracterizan por ser estructuras estables,
maduras y poco plasticas, que expresan una mayor cantidad de receptores AMPA a lo
largo de la PSD, comparadas con las espinas del tipo stubby (S. A. and Golden & Russo,
2012). Ademas de las diferencias morfolégicas, los diferentes tipos de espinas difieren en
sus propiedades fisioldgicas, asi, cambios en la morfologia de las espinas asociados al
remodelado de actina, pueden conducir a alteraciones en la fuerza sinaptica (Harris 1994).
De esta manera, la caracterizacion de las espinas dendriticas segun su morfologia, refleja
con mayor precision la relevancia de los cambios en la plasticidad dependiente de la
experiencia (S. A. and Golden & Russo, 2012).

En el presente trabajo evaluamos los cambios en la densidad de espinas
dendriticas mediados por cofilina, en animales estresados y no estresados,
microinyectados en NA core con los lentivirus control (LV-shCtrl) y el RNA de
interferencia de cofilina (LV-shcofilina), 24 h después de una inyeccion aguda de
solucion salina (Sal) o cocaina (Coc, 15 mg/kg) (segun lo descripto en el modelo
experimental de la Figura 17A). Los grupos de animales analizados durante este
experimento son los siguientes: NE/shCtrl-Sal, NE/shCtrl-Coc, E/shCtrl-Sal, E/shCtrl-
Coc, NE/shcofilina-Sal, NE/shcofilina-Coc, E/shcofilina-Sal y E/shcofilina-Coc. Las
Figuras 18A-B representan las imagenes confocales utilizadas para la cuantificacion de
espinas dendriticas, de acuerdo a lo descripto previamente en Materiales y Métodos. El
analisis estadistico de la densidad de espinas dendriticas se realiza con el software Rstudio
utilizando un modelo lineal mixto de tres factores (estrés, lentivirus y droga) (Tabla 1),
seguido de un analisis de multiples comparaciones para evidenciar diferencias entre pares
(Figuras 18C-F).

La determinacion de la densidad total de espinas dendriticas en NA core asociado

a la cuantificacion de los tres subtipos de espinas, revela que no se producen cambios
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significativos entre las densidades de espinas totales entre los grupos de animales. Sin
embargo, los cambios en la densidad total de espinas estan asociados con los factores
lentivirus y cocaina, no asi con la exposicion a estrés (Tabla 1. Modelo lineal mixto:
cocaina F-145) = 9.45 p = 0.003, lentivirus F-40) = 10.80 p = 0.002 y estrés F-40) = 4.02
p = 0.052, estrés*LV Fq.40 = 1.55 p = 0.221, estrés*cocaina F-145) =1.84 p = 0.178,
lentivirus*cocaina F(-145) = 0.83 p = 0.363 y estrés*LV*cocaina F(1-145) = 054 p = 0.464).
El anélisis de la densidad de espinas tipo mushroom en el NA core revela una interaccion
significativa en este subtipo de espina (Tabla 1. Modelo lineal mixto: cocaina F1-145) =
3.36, p = 0.069, lentivirus Fg.40 = 11.77 p = 0.001, estrés Fa40) = 1.92, p = 0.173,
estrés*lentivirus Fa0 = 3.97 p = 0.053, estrés*cocaina F.145) = 0.25 p = 0.615,
lentivirus*cocaina F-145) = 1.21 p = 0.275 y estrés*lentivirus*cocaina F(1.145) = 5.97 p =
0.016), sin cambios significativos entre los grupos de animales. La determinacion de la
densidad de espinas tipo thin en NA core, muestra una tendencia en aumento luego del
tratamiento con shcofilina en animales estresados luego de la inyeccion de cocaina, y
estos cambios son dependientes de los factores de estrés y cocaina (Tabla 1. Modelo
lineal mixto: cocaina F(1-145) = 5.24 p = 0.023, lentivirus F-40)= 1.53 p = 0.223, estrés F-
40) = 9.67 p = 0.003, estrés*LV F(.40 = 1.43 p = 0.239, estrés*cocaina F(-145) = 2.51 p =
0.115, LV*cocaina F(1-145) = 0.10 p = 0.755 y estrés*LV*cocaina F-145) = 0.00 p = 0.988).
El analisis de la densidad de espinas stubby revela que no se producen cambios
significativos entre los grupos (Tabla 1. Modelo lineal mixto: cocaina F-145) = 0.59 p =
0.443, lentivirus F-a0) = 3.34 p = 0.071, estrés F-a0) = 0 p = 0.974, estrés*LV F(i-40) =
3,78 p = 0.059, estrés*cocaina F-145y = 1,75 p = 0.188, LV*cocaina F(1-145) = 0 p = 0.983
y estrés*LV*cocaina F-145) = 0.79 p = 0.377).
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Densidad total de espinas

Factores -~ [Num DF - |Den DF - |F_Valor - |P_Valor -
Estrés 1 40 4.02 0.052
Lentivirus 1 40 10.8 0.002
Droga 1 145 9.45 0.003
Estrés*Lentivirus 1 40 1.55 0.221
Estrés*Droga 1 145 1.84 0.178
Lentivirus*Doga 1 145 0.83 0.364
Estrés*Lentivirus*Droga 1 145 0.54 0.464
Densidad de espinas Mushroom
Factores ~[Num DF ~|DenDF ~|F Valor - |P Valor -
Estrés 1 40 1.92 0.173
Lentivirus 1 40 11.77 0.001
Droga 1 145 3.36 0.069
Estrés*Lentivirus 1 40 3.97 0.053
Estrés*Droga 1 145 0.25 0.615
Lentivirus*Droga 1 145 1.2 0.275
Estrés*Lentivirus*Droga 1 145 5.97 0.016
Densidad de espinas Thin
Factores ~[Num DF - |Den DF - |F Valor - |P Valor -
Estrés 1 40 9.67 0.003
Lentivirus 1 40 1.53 0.223
Droga 1 145 5.24 0.023
Estrés*Lentivirus 1 40 1.43 0.239
Estrés*Droga 1 145 2.51 0.115
Lentivirus*Droga 1 145 0.1 0.755
Estrés*Lentivirus*Droga 1 145 0 0.988
Densidad de espinas Stubby
Factors ~|Num DF - |Den DF - |F_Valor - |P_Valor -
Estrés 1 40 0 0.947
Lentivirus 1 40 3.43 0.071
Droga 1 145 0.59 0.443
Estrés*Lentivirus 1 40 3.78 0.059
Estrés*Droga 1 145 1.75 0.188
Lentivirus*Drug 1 145 0 0.983
Estrés*Lentivirus*Droga 1 145 0.79 0.377

lineal mixto de tres factores (estrés, lentivirus y droga).

Tabla 1. Analisis morfologico de espinas dendriticas en NA core por Rstudio utilizando un modelo

El analisis de maultiples comparaciones para la densidad total de espinas
dendriticas revela cambios significativos en las densidades totales de espinas de los
siguientes pares de grupos de animales (Figura 18C): NE/shCtrl-Sal vs E/shcofilina-Coc
(F(1-145) = 23.59, p < 0.01), NE/shCtrl-Coc vs E/shcofilina-Coc (F-145)= 8.77, p = 0.03),
NE/shCtrl-Sal vs E/shcofilina-Sal (Fq-145y = 7.44, p = 0.03), NE/shcofilina-Sal vs
E/shcofilina-Coc (F(1-145) = 7.38, p = 0.03), E/shCtrl-Sal vs E/shcofilina-Coc (F1-145) =
20.98, p < 0.01) and E/shCtrl vs E/shcofilina-Sal (F-145) = 6.52, p = 0.05). Las multiples
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comparaciones para las espinas tipo mushroom muestran diferencias entre los siguientes
grupos de animales (Figura 18D): NE/shCtrl-Sal vs E/shcofilina-Coc (F(1-145)= 13.34, p
= 0.01), NE/shCtrl-Coc vs E/shcofilina-Sal (F(1-145)= 11.50, p = 0.03), NE/shcofilina-Sal
vs E/shCtrl-Sal (F-145) = 11.92, p = 0.03), y E/shCtrl-Sal vs E/shcofilina-Coc (F(1-145) =
17.42, p < 0.01). Las multiples comparaciones para las densidades de espinas tipo thin
revelan diferencias entre los siguientes grupos de tratamientos (Figura 18E): NE/shCtrl-
Sal vs E/shcofilina-Coc (F(-145) = 11.62, p = 0.02), NE/shCtrl-Coc vs E/shcofilina-Coc
(F(1-145)=7.85, p = 0.03), NE/shcofilina-Coc vs E/shcofilina-Coc (F(1-145y=9.12, p = 0.02),
NE/shcofilina-Sal vs E/shcofilina-Coc (F@-145) = 9.13, p = 0.02), y E/shCtrl-Sal vs
E/shcofilina-Coc (F(1-145)= 9.59, p = 0.02). Por altimo, las multiples comparaciones para
la densidad de espinas stubby revelan que no existen diferencias entre los grupos

experimentales (Figura 18F).
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Figura 18. Densidad de espinas dendriticas en NA core. A) Imagen representativa de una fotografia

confocal de NA core, luego de la inyeccion del colorante Dil en un corte de tejido. B) Iméagenes

representativas de segmentos dendriticos de NA core tomadas con microscopio confocal de cada grupo

experimental luego de una inyeccién de solucion salina o cocaina. C) Densidad total de espinas. D)

Densidad de espinas mushroom. E) Densidad de espinas thin. F) Densidad de espinas stubby.
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b. Participacion de cofilina en los cambios asociados con didmetro de la cabeza de

las espinas dendriticas de NA core en respuesta a cocaina en animales estresados

La sensibilizados conductual inducida por cocaina, asi como también, sefiales
previamente apareadas con la administracion no-contingente de la droga y la exposicion
a estresores promueven el desborde de glutamato en el NA core proveniente de la
activacion de aferentes corticales prelimbicas. El incremento en la liberacion de
glutamato en NA core ocurre en paralelo con la potenciacion sinaptica transiente (t-SP en
inglés “transient synaptic potentiation”) de las MSNs de NA (Bobadilla et al., 2017;
Garcia-Keller et al., 2016; Gipson, Kupchik, et al., 2013; Pierce et al., 1996). Este evento
transitorio, puede medirse a través de la determinacién de dos biomarcadores de
potenciacion sinaptica en NA, como son: (i) el incremento en diametro de la cabeza de
las espinas dendriticas de NA core y (ii) el incremento en el radio AMPA/NMDA,
considerado como un indicador del incremento en la transmision sinaptica mediada por
receptores AMPA (Bobadilla et al., 2017). Asimismo, el incremento en el didmetro de las
cabezas de las espinas dendriticas junto con el incremento en el radio AMPA/NMDA se
ha correlacionado positivamente con la reinstalacion de la bdsqueda de cocaina en

animales (Gipson, Kupchik, et al., 2013).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, evaluamos la influencia de cofilina en el
didmetro de las cabezas de las espinas dendriticas asociadas a la sensibilizacion
conductual a cocaina inducida por la exposicion a estrés, para lo cual realizamos curvas
de frecuencia acumulada de los diametros de las cabezas de las espinas dendriticas para
cada grupo de animales, teniendo en cuenta las mismas condiciones experimentales que
se detallan en el experimento presentado anteriormente (segun el modelo experimental
descrito en la Figura 17A). El analisis estadistico elegido para este experimento es el test

de Kolmogorof-Smirnof (K-S).

Estos resultados revelan que la exposicidn a estrés cronico provoca una reduccién
en el didmetro de las cabezas de las espinas dendriticas en animales microinyectados con
shCtrl, 24 h después de la inyeccion de solucién salina, comparado con los animales no
estresados tratados con el lentivirus control (E/shCtrl-Sal vs NE/shCtrl-Sal, Figura 19A,
p < 0.0004). Dicho resultado se evidencia por el desplazamiento de la curva de frecuencia
acumulada hacia la izquierda en los didmetros de las cabezas de espinas totales luego del

estrés.
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Al evaluar la influencia de cocaina en el diametro de las cabezas de las espinas
dendriticas en animales microinyectados con shCtrl, los resultados muestran: (i) una
reduccion en el diametro de las cabezas de las espinas totales inducido por cocaina en
animales no estresados, respecto de animales no estresados luego de una inyeccion de
solucion salina (NE/shCtrl-Sal vs NE/shCtrl-Coc, Figura 19C, p < 0.0004), mientras que
por otra parte revelan: (ii) un incremento en el diametro de las cabezas de las espinas
totales en animales estresados, evidenciado por el desplazamiento hacia la derecha en la
curva de frecuencia acumulada de los didmetro de las cabezas de espinas totales en
aquellos animales estresados cronicamente, respecto de los animales no estresados
(E/shCtrl-Coc vs NE/shCtrl-Coc, Figura 19B, p < 0.0252). De manera parcial, estos
resultados sugieren que en animales no estresados los cambios observados en los
didmetros de las cabezas de las espinas de NA core, inducidos por una inyeccién no-
contingente de cocaina luego de 24 h, son similares a las modificaciones originadas por
la exposicidn previa a estrés crénico. Mientras gque, en animales estresados cronicamente
la administracion de cocaina induce un incremento en los diametros de las cabezas de las

espinas dendriticas en NA core.

Al evaluar la influencia de la disminucion de los niveles de expresion de cofilina,
en animales no estresados microinyectados con shcofilina en NA core respecto de
aquellos microinyectados con shCtrl, luego de una inyeccion de salina y cocaina los
resultados revelan: (i) una reduccion mediada por shcofilina en el diametro de las cabezas
de las espinas dendriticas en animales no estresados luego de una inyeccion aguda de
solucion salina, respecto de los animales no estresados tratados con el lentivirus control
(NE/shcofilina-Sal vs NE/shCtrl-Sal, Figura 19C, p < 0.0004). Mientras que, luego de
una inyeccion no-contingente de cocaina (NE/shcofilina-Coc vs NE/shCtrl-Coc), los
resultados muestran: (ii) un desplazamiento hacia la derecha en la curva de frecuencia
acumulada de los diametros de las cabezas de las espinas totales en los animales
microinyectados con shcofilina respecto de los shCtrl (NE/shcofilina-Coc vs NE/shCtrl-
Coc, Figura 19D, p < 0.0004).

Asimismo, al comparar los animales no estresados microinyectados con shcofilina
luego de una inyeccion de cocaina y salina, los resultados muestran un desplazamiento
hacia la derecha luego de la cocaina (NE/shcofilina-Sal vs NE/shcofilina-Coc, Figura
19C, p < 0.0004). Este desplazamiento en la frecuencia acumulada inducido por la

inyeccion de cocaina en los animales no estresados microinyectados en NA core con
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shcofilina (NE/shcofilina) se explica al graficar todos los grupos de animales no
estresados luego de una inyeccion de salina y cocaina representados en la Figura 19C,
en donde se observa que los animales NE/shcofilina luego de la cocaina alcanzan una
curva de frecuencia acumulada similar a la de los animales no estresados microinyectados
con shCtrl en NA core (NE/shCtrl), luego de la inyeccion de salina. Ademas, estos
resultados explican, en parte, que la respuesta conductual de los animales no estresados
microinyectados con shcofilina no se ve afectada luego de la inyeccion de cocaina durante

los experimentos de sensibilizacion representados en las Figura 17C-D.

Por otra parte, al evaluar las curvas de frecuencia acumulada de los animales
estresados y no estresados microinyectados con shcofilina luego de una inyeccion de
cocaina o salina, los resultados revelan que no existen diferencias entre las curvas de
frecuencia acumulada entre los grupos estresados y no estresados luego de una inyeccion
de salina (E/shcofilina-Sal vs NE/shcofilina-Sal, Figura 19A, p = 0.096).

La mayor relevancia de estos hallazgos se presenta al comparar las curvas de
frecuencia acumulada de los animales sensibilizados microinyectados con shCtrl
(E/shCtrl) respecto de aquellos animales estresados y microinyectados en NA core con
shcofilina (E/shcofilina) luego de una inyeccién de cocaina o salina. Estos resultados
revelan: (i) una reduccién en los diametros de las cabezas de las espinas totales en los
animales estresados cronicamente microinyectados con el shcofilina en NA core luego de
la inyeccion de solucion salina (E/shCtrl-Sal vs E/shcofilina-Sal, Figura 19C, p <
0.0004), mientras que, al comparar los grupos de animales luego de la inyeccion no-
contingente de cocaina (E/shCtrl-Coc vs E/shcofilina-Coc) los datos muestran (ii) un
desplazamiento a la derecha en la curva de frecuencia acumulada de los animales
estresados microinyectados con shCtrl respecto de los animales estresados
microinyectados con shcofilina, lo cual indica un incremento en los diametros de las
cabezas de las espinas totales inducido por cocaina solo en ratas estresadas tratadas con
shCtrl (E/shCtrl-Coc vs E/shcofilina-Coc, Figura 19D, p < 0.0004), mientras que este
efecto es prevenido en ratas estresadas con niveles reducidos de cofilina en NA core.

Como se mencionamos anteriormente, la expansion de las cabezas de las espinas
dendriticas en las MSNs de NA core es uno de los cambios plasticos descriptos que
acompafian no solo la sensibilizacion conductual a cocaina, sino también la reinstalacion
de la basqueda de droga en animales, intimamente asociado a cambios en la plasticidad

sinaptica y a la induccion de la t-SP (Bobadilla et al., 2017). En este trabajo establecimos
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una correlacion positiva entre la disminucion de la respuesta conductual a cocaina y la
reduccion en el didmetro de las cabezas de las espinas observado en animales estresados,
destacando la relevancia funcional de los cambios en el didmetro de las cabezas de las
espinas dendriticas en la respuesta conductual inducida por los bajos niveles de expresién
de cofilina en NA core en animales estresados cronicamente (Figura 19E r? = 0.3944, p
= 0.0385). Por otra parte, los resultados no muestran una correlacion entre los grupos de

animales no estresados luego de la cocaina (Figura 19H r? = 0.02913, p = 0.5772).
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Figura 19. Efecto de la inhibicién de cofilina en la estructura de las espinas dendriticas en NA core.
Gréficos de frecuencia acumulada de los diametros de las cabezas de las espinas dendriticas de las MSNs.
Los graficos corresponden a los grupos de animales estresados y no estresados microinyectados con LV-
shCtrl y LV-shcofilina, luego de 24 h de una inyeccion aguda de solucién salina o cocaina. A) Plots de
frecuencia acumulada del didametro de la cabeza de las espinas totales luego de una inyeccién de solucién
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salina. *NE/shCtrl vs E/shCtrl; *NE/shCtrl vs NE/shcofilina; *E/shCtrl vs E/shcofilina. B) Plots de
frecuencia acumulada del diametro de la cabeza de las espinas totales luego de una inyeccién de cocaina
15mg/kg. *NE/shCtrl vs E/shCtrl; *NE/shCtrl vs NE/shcofilina; *NE/shcofilina vs E/shcofilina; *E/shCtrl

vs E/shcofilina. C) Plots de frecuencia acumulada del didmetro de la cabeza de las espinas totales de todos

los animales no estresados, microinyectados en NA core con LV-shCtrl y LV-shcofilina. *NE/shCtrl-Sal
vs NE/shCtrl-Coc; *NE/shcofilina-Sal vs NE/shcofilina-Coc; *NE/shCtrl-Sal vs NS/shcofilina-Sal y
*NE/shCtrl-Coc vs NE/shcofilina-Coc. D) Plots de frecuencia acumulada del diametro de la cabeza de las
espinas totales de todos los animales estresados, microinyectados en NA core con LV-shCtrl y LV-
sheofilina. *E/shCtrl-Sal vs E/shCtrl-Coc; *Efshcofilina-Sal vs E/shcofilina-Coc; *E/shCtrl-Sal vs
E/shcofilina-Sal y *E/shCtrl-Coc vs E/shcofilina-Coc. E) Correlacion entre el didmetro de la cabeza de las

espinas dendriticas de las MSNs y las cuentas totales en animales estresados, n= 5-6 por grupo. F)
Correlacidn entre el didmetro total de las cabezas de las espinas dendriticas de las MSNs y las cuentas

totales en animales no estresados, n=6-7 por grupo.

Conclusién parcial del resultado:

Las observaciones realizadas en este experimento indican que la exposicion a
estrés cronico induce modificaciones en las MSNs de NA, e involucra alteraciones en la
estructura y/o morfologia de las espinas dendriticas en respuesta a cocaina, que
acompafian la expresion de la sensibilizacion conductual. Especificamente, la
administracion no-contingente de cocaina incrementa el diametro de las cabezas de las
espinas dendriticas en animales previamente expuestos a estrés. La mayor relevancia de
estos resultados revela que la inhibicion de cofilina en NA core reduce el tamafio de la
cabeza de las espinas dendriticas y previene el incremento mediado por cocaina en
animales estresados, cuyos cambios correlacionan positivamente con la prevencion de la

expresion de la sensibilizacion conductual.

1.4 La inhibicion de cofilina en NA core previene la expresion de receptores
AMPA GIuR1 de superficie en animales estresados cronicamente luego de

una inyeccion aguda de cocaina

La regulacion del trafico de receptores glutamatérgicos de tipo AMPA es
importante para numerosas formas de plasticidad sinaptica. La ejecucién motora de la
busqueda de cocaina depende de la activacion de receptores AMPA en neuronas del NA,

dado por aferentes glutamatérgicas que provienen de regiones corticales y limbicas (M.
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E. Wolf, 2010; M. E. Wolf & Ferrario, 2010; M. E. Wolf & Tseng, 2012). Estudios
previos de nuestro laboratorio demostraron que la sensibilizacion conductual a cocaina
inducida por estrés esta acompafiada por el incremento en la expresion de receptores
AMPA de superficie en la sinapsis excitatorias de NA (Esparza et al., 2012; Garcia-Keller
etal., 2013).

En el presente estudio, evaluamos la participacion de cofilina en la expresion de
receptores AMPA de superficie en NA core en animales estresados cronicamente y no
estresados microinyectados con el lentivirus control (LV-shCtrl) y el lentivirus con el
RNA de interferencia de cofilina (LV-shcofilina), 45 min después de una inyeccion no-
contingente de cocaina de 15 mg/kg o solucién salina (Figura 20A). Los grupos de
animales analizados durante este experimento son los siguientes: NE/shCtrl-Sal, E/shCtrl-
Sal, NE/shcofilina-Sal, E/shcofilina-Sal, NE/shCtrl-Coc, E/shCtrl-Coc, NE/shcofilina-
Coc y E/shcofilina-Coc. En la Figura 20B se encuentran representadas las corridas
electroforéticas de Western blot utilizando un anticuerpo anti-GIluR1 y las Figuras 20C-

D representan las cuantificaciones obtenidas para este experimento.

Estos resultados revelan un incremento en la expresion de receptores de tipo
AMPA en superficie en respuesta a una inyeccion aguda de cocaina en los animales
estresados cronicamente tratados con las particulas virales que expresan el lentivirus
control (E/shCtrl) comparado con el resto de los grupos (NE/shCtrl, NE/shcofilina y
E/shcofilina) (Figura 20D). Asimismo, los resultados muestran que el incremento en la
expresion de receptores AMPA mediado por cocaina no ocurre en los animales estresados
microinyectados con el RNA de interferencia de cofilina, comparado con los animales no
estresados (Figura 20D, Analisis de varianza de dos vias (no-estrésestrés x LV-shcofilina
cocaina/LV-shCtrl cocaina) revela efectos entre los grupos no-estrés vs estrés F-30)=
4.643, p = 0.0393, Interaccion F-30) = 10.17, p = 0.0033 y LV-shcofilina vs LV-shCtrl
F(1-30= 4.528 p = 0.0417). Por otra parte, la inyeccion aguda de solucidn salina i.p revela
que no se producen cambios significativos en la expresion de receptores AMPA en
superficie entre los grupos experimentales mencionados (Figura 20C, Analisis de
varianza de dos vias (no-estrésestrés x LV-shcofilina salina.V-shCtrl salina) revela que
no hay diferencias significativas entre los grupos no-estrés vs estrés F.33 = 2.020, p =
0.1646, Interaccion F-33 = 0.2593, p = 0.6140 y LV-shcofilina vs LV-shCtrl F(-33) =
0.4025 p = 0.5302).
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Figura 20. Efecto de la inhibicion de cofilina en la expresion de receptores AMPA de superficie en
animales estresados luego de la cocaina. Expresion de receptores AMPA de superficie en animales
estresados y no estresados, microinyectados con LV-shCtrl y LV-shcofilina, 45 min luego de una inyeccién
aguda de solucion salina i.p. o cocaina (15 mg/kg). Los resultados representan la media £ SEM del nimero
de determinaciones. Los datos fueron analizados con ANOVA de dos vias, seguido del Test de Bonferroni.
A) Modelo experimental. B) Imégenes representativas de las corridas de western blot para GIuR1.C)
Expresion de receptores AMPA de superficie luego de 45 min de una inyeccién aguda de solucién salina
i.p. (n=10-9) D) Expresion de receptores AMPA de superficie luego de 45 minutos de una inyeccién aguda
de cocaina 15 mg/kg i.p. (n=10-8). *p < 0.05 comparado Estrés/LV-shcofilina. #p < 0.05 comparado con
No estrés/LV-shCtrl. #*p < 0.05 comparado con No estrés/LV-shcofilina.

Conclusién parcial del resultado:

Estos resultados sugieren que las alteraciones en la dinamica de actina mediadas
por cofilina en NA core influencian la reorganizacion en el trafico de receptores AMPA
inducida por cocaina, impidiendo el aumento en la expresion de receptores observado en
animales previamente expuestos a estrés cronico que acompafia la expresion de la

sensibilizacion conductual luego de una inyeccién aguda de cocaina.
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1.5 Influencia de la inhibicion de la expresion de cofilina en NA core durante
la adquisicion de la conducta de autoadministracion de cocaina inducida por

estrés

La exposicion a estrés juega un papel crucial en la vulnerabilidad individual para
desarrollar adiccion (P. V. Piazza & Le Moal, 1996; Sinha, 2001). El incremento en la
sensibilidad a las propiedades adictivas de las drogas mediada por estrés facilita no solo
la adquisicion de la AA de drogas, sino también el mantenimiento de la conducta y su
recaida (Garcia-Keller et al., 2016; Garcia-Keller, Neuhofer, et al., 2019; Sinha, 2007,
2009). Esta interaccion facilitadora observada entre el estrés y la adiccion llevé a sugerir
la existencia de mecanismos moleculares en comun que subyacen a la comorbilidad entre

trastornos de estrés y la adiccion (P. V. Piazza & Le Moal, 1996).

En el presente trabajo evaluamos el rol de cofilina en la vulnerabilidad al consumo
de cocaina inducido por estrés, utilizando un modelo de adquisicion de la conducta de
AA de cocaina, el cual nos brinda informacion con alta validez predictiva y de apariencia.
Brevemente, de acuerdo al modelo experimental ejemplificado en la Figura 21A, un dia
después de la ultima exposicion a estrés, todos los animales son microinyectados en NA
core con el lentivirus shCtrl o shcofilina, y una semana después de su completa
recuperacion realizamos la implantacion de los catéteres en la vena yugular derecha para
las sesiones de AA. Las sesiones de adquisicion de la conducta de AA comienzan 14 dias
después de la ultima exposicion a estrés y se extienden por un periodo de 10 dias
consecutivos. Las Figuras 21B, C y D corresponden a los resultados obtenidos a lo largo

del experimento.

Estos resultados revelan un efecto facilitador del estrés cronico sobre la
adquisicion de la conducta de AA de cocaina en los animales estresados cronicamente y
microinyectados en NA core con el lentivirus control (LV-shCtrl) comparado con el resto
de los grupos. Estos hallazgos se evidencian al graficar el promedio del nimero de
presiones en la palanca activa en funcion de los dias (Figura 21B, ANOVA de MR de
dos vias (no-estrésestrés x LV-shcofilingLV-shCtrl): Interaccion F7-207) = 0,8880 p =
0,6288, no-estrés/estrés Fi23) = 7,592 p = 0,0011 y Tiempo F-207) = 3,09705 p = 0,0016)
asi como también en el promedio del nimero de infusiones de cocaina que alcanzan los
animales, por dia a lo largo de los esquema de adquisicion (Figura 21C, ANOVA de MR
de dos vias (no-estrésestrés x LV-shcofilinaVV-shCtrl): Interaccion F(7-207= 0,6837 p =
0,8796, no-estres/estrés F-23) = 6,118 p = 0,0032 y Tiempo F-207) = 3,235 p = 0,0011).
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El posterior test de Bonferroni determina un incremento en el nimero de presiones en la
palanca activa durante los dias 4 a 9 del esquema de adquisicion, para el grupo estresado
y microinyectado con el shCtrl (E/shCtrl) comparado con el grupo que no fue expuesto a
estrés (NE/shCtrl) y respecto del resto de los grupos (Figura 21B). Dichas diferencias se
evidencian también en el nimero de infusiones de cocaina que alcanza el grupo estresado
respecto del no estresado, microinyectados con el shCtrl durante el mismo periodo de
tiempo (Figura 21C). Ademas, los resultados revelan que no existen diferencias
significativas en las presiones de palanca inactiva entre los grupos (Figura 21B, ANOVA
de MR de dos vias (no-estrésestrés x LV-shcofilinaLV-shCtrl): Interaccion F7-207) =
0,8078 p = 0,7392, no-estrés/estrés Fg23) = 0.3498 p = 0,7896 y Tiempo F-207) = 2,430
p < 0.0121), lo cual sugiere que el incremento en la respuesta observada asociada a la
presion de la palanca activa es especifica y no aleatoria y tiene como finalidad conseguir

la droga.

El andlisis de los animales estresados y no estresados microinyectados con
shcofilina revela que no hay diferencias significativas en el promedio del nimero de
presiones de la palanca activa, inactiva o infusiones de cocaina a lo largo de los 10 dias
del esquema de adquisicion de AA medidos a traves a través del test de Bonferroni,
(Figura 21B-C).

Asimismo, al analizar las diferencias entre los grupos de animales estresados y
microinyectados en NA core con el shCtrl y shcofilina, los resultados muestran
diferencias significativas en el niUmero de presiones de la palanca activa e infusiones entre
los grupos. Estos resultados revelan que los animales estresados tratados con el shCtrl
aumentan la tasa de presion de la palanca activa a los dias 6 y 9 del esquema de
adquisicion de AA (Figura 21B) respecto de los animales microinyectados con
shcofilina, asi como también, incrementan significativamente el nimero de infusiones
autoadministradas a los dias 9 y 10 del esquema (Figura 21C). Estas diferencias también
se evidencian al graficar el numero total de infusiones acumuladas de cocaina luego de
10 dias del esquema de adquisicion, para cada grupo experimental de animales. En la
figura 20D se observa que los animales estresados y microinyectados con shCtrl alcanzan,
a lo largo de todo el experimento, un ndmero total de infusiones de cocaina superior
respecto de los animales estresados cronicamente pero microinyectados con el shcofilina,
asi como también respecto de los animales no estresados (Figura 21D, ANOVA de MR

de dos vias (no-estrésestrés x LV-shcofilinaLV-shCtrl): Interaccion Fg23) = 11,08, p =
124




RESULTADOS

0,0029, no-estrés/estrés Fu23) = 9,438 p = 0,0054 y Tratamiento Fg23 = 9,438 p =
0,3651).
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Figura 21. Adquisicion de la conducta de autoadministracion de cocaina. A) Modelo experimental. B)
Namero de presiones en la palanca activa e inactiva a lo largo de los 10 dias del esquema experimental.
Los valores por dia representan las medias + SEM del numero de determinaciones. *p < 0.05 comparado
con el grupo estrés/LV-shcofilina. *p < 0.05 comparado con el grupo NE/shCtrl. B) NGmero de infusiones
de cocaina (0.3 mg/kg/infusion) a lo largo de los 10 dias del esquema experimental. Los valores por dia
representan las medias + SEM del nimero de determinaciones. *p < 0.05 comparado con el grupo

estrés/LV-shcofilina. #p < 0.05 comparado con el grupo NE/shCtrl.

A continuacion, para complementar estas observaciones y comprender el efecto
de la inhibicién de cofilina durante la adquisicion de la AA de cocaina inducida por estrés,
realizamos rasters que representan las presiones de la palanca activa (azul) e inactiva
(rojo) a lo largo de cada sesion de AA, conjuntamente con mapas de color que representan
el promedio de las concentraciones cerebrales de cocaina alcanzadas por dia a lo largo
del esquema de adquisicion de la conducta de AA de todos los animales por cada grupo
(Figura 22). El modelado de las concentraciones cerebrales de cocaina fue desarrollado
de acuerdo a lo descripto anteriormente en Materiales y Métodos utilizando como
referencia el trabajo de Pany col (Pan et al., 1991).
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El andlisis individual del patron de presiones de la palanca activa e inactiva de los
animales estresados y no estresados microinyectados con el shCtrl revela diferencias
significativas entre los grupos solo en las palancas activas, tanto en la frecuencia de
palanqueo a lo largo de los 10 dias del esquema de adquisicién de la conducta, asi como
también durante cada sesién (Figuras 22A y E). El modelado de las concentraciones
cerebrales de cocaina alcanzadas por dia en el grupo de animales estresado tratado con
shCtrl muestra que la conducta de consumo se estabiliza a partir del dia 7 del esquema de
AA 'y alcanza concentraciones de cocaina cerebral superiores al resto de los grupos a lo
largo del esquema de AA (Figura 22B). Luego de 9 dias del inicio del esquema de
adquisicidn, la concentracion cerebral de cocaina se incrementa por encima de los 60uM
alcanzando los niveles mas altos de consumo en ese dia, continuando con concentraciones
cerebrales estables no menores a 30uM durante toda la sesion y a lo largo del siguiente
dia (Figura 22B). Los animales del grupo no estresado que fueron microinyectados con
el shCtrl mostraron un patron de consumo a lo largo del esquema de AA que no supera
los 30uM de concentracion cerebral de cocaina, y una conducta estabilizada de consumo
a partir del octavo dia de AA (Figura 22F).

El andlisis del efecto de la inhibicion de cofilina (shcofilina) en los animales
estresados y no estresados microinyectados en NA core, revela que no presentan
diferencias significativas en el andlisis individual de los rasters de palancas activas e
inactivas durante las sesiones de adquisicion (Figuras 22C y G), asi como tampoco en
los modelados de las concentraciones cerebrales de cocaina (Figuras 22D y H). Cabe
destacar, que se observan diferencias en las respuestas sobre la palanca activa e inactiva
en cada animal individual. Esto indica que los animales asociaron correctamente la
busqueda de droga con la presion de la palanca activa y demuestran que el efecto de la
inhibicion de cofilina sobre la respuesta conductual es especifico y no aleatorio. En cuanto
a los mapas de modelado de concentracion cerebral de cocaina revelan un consumo diario
estable de cocaina que alcanza concentraciones cerebrales de 30uM de cocaina en ambos
grupos (no-estrés y estres microinyectado con shcofilina) durante los 10 dias consecutivos

del esquema de adquisicion (Figura 22D y H).

La mayor relevancia de estos hallazgos es evidenciada al comparar los dos grupos
de animales estresados cronicamente microinyectados en NA core con el shCtrl (Figura
22A-B) y shcofilina (Figura 22E-F). Esta comparacion revela que ambos grupos

estabilizaron su patréon de respuesta despues de 6 dias de consumo, sin embargo, el
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grupo/estrés tratado con shCtrl alcanza el doble de niveles cerebrales de cocaina respecto
del grupo/estrés tratado con shcofilina. Estos resultados revelan que la proteina cofilina
es importante para la adquisicion de la conducta de AA, ya que su inhibicién en NA core

previene la facilitacion de la conducta inducida por estrés cronico de inmovilizacion.
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Figura 22. Rasters individuales de animales con el mejor desempefio de cada grupo y mapas de
modelados cerebrales de cocaina promedio de cada grupo experimental. A y B) Raster y Mapa de
concentracion de cocaina del grupo E/LV-shCtrl. C y D) Raster y Mapa de concentracién de cocaina del
grupo E/shcofilina. E y F) Raster y Mapa de concentracion de cocaina del grupo NE/shCtrl. G y H) Raster
y Mapa de concentracion de cocaina del grupo NE/shcofilina.
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Por Gltimo, con el objetivo de determinar la especificidad de la inhibicion de
cofilina en NA core sobre la influencia facilitadora del estrés en la adquisicion de la
conducta de AA de cocaina, evaluamos la ingesta de un reforzador natural (sacarosa)
siguiendo el mismo protocolo experimental descripto en Materiales y Métodos, bajo un
esquema de AA oral. Brevemente, el experimento inicia una semana después de la cirugia
intracraneal (Figura 23A) y se mantiene durante 10 dias consecutivos. Las Figuras 23B,

C y D corresponden a los resultados obtenidos en este experimento.

Estos resultados revelan que no existen diferencias significativas en el nimero de
presiones de la palanca activa entre los grupos de animales (Figura 23B, ANOVA de MR
de dos vias (no-estrésestrés x LV-shcofilinalLVV-shCtrl): Interaccion F(7.198) = 0.9093 p
= 0.5982, Tratamiento Fz-22) = 0.05047 p = 0.9846 y Tiempo F(-198) = 19.38 p < 0.0001),
ni en el nimero de infusiones a los largo del esquema de adquisicion (Figura 23C,
ANOVA de MR de dos vias (no-estrésestrés x LV-shcofilinaLV-shCtrl): Interaccion
F(27-198) = 0.6134 p = 0.9338, Tratamiento F(.22) = 0.04324 p = 0.9877 y Tiempo F(o-198)
=21.70 p < 0.0001). De igual modo, los resultados revelan que no hay diferencias en las
presiones de la palanca inactiva entre los grupos (Figura 23B, ANOVA de MR de dos
vias (no-estrésestrés x LV-shcofilingLV-shCtrl): Interaccion F7.19s) = 0.3239 p =
0.9995), Tratamiento F(-21) = 0.9087 p = 0.4536 y Tiempo F-108) = 5.827 p < 0.0001), 0
en el consumo total de sacarosa por grupo luego de 10 dias de AA (Figura 23D, ANOVA
de MR de dos vias (no-estrésestrés x LV-shcofilinalV-shCtrl): Interaccion F-23) =
0.3266 p = 0.5732, no-estrés/estreés F-23) = 0.4565 p = 0.5060 y Tratamiento F-23) =
0.05887 p = 0.8104). Estos resultados evidencian que no hay alteraciones en la capacidad
de respuesta entre los diferentes grupos de animales al ser expuestos a un reforzador
natural, sugiriendo que no existen alteraciones en el estado motivacional al momento del
experimento. Todos los animales son capaces de adquirir y mantener la conducta de
consumo de sacarosa durante los 10 dias de experimento y no se diferencian en el patron
de consumo. Mas relevante aln, estas observaciones sugieren que las alteraciones en la
dindmica de actina mediadas por cofilina son especificas de la respuesta a cocaina y no

modifican el patron de consumo de reforzadores naturales.
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Figura 23. Adquisicion de la conducta de autoadministracién oral de sacarosa. A) Modelo
experimental. B) NUmero de presiones en la palanca activa e inactiva a lo largo de los 10 dias del esquema
experimental. Los valores por dia representan las medias = SEM del nimero de determinaciones. C)
Consumo total de sacarosa acumulado a lo largo de los 10 dias del esquema experimental, en donde un
consumo equivale a 0.1ml de solucién de sacarosa 10%. Los valores por dia representan las medias + SEM

del nimero de determinaciones.

Conclusion parcial del resultado:

Estas observaciones revelan la influencia facilitadora del estrés en la adquisicion
de la conducta de AA de cocaina y respaldan la participacion de cofilina en la adquisicion
de AA de cocaina inducida por estrés. Especificamente la inhibicion de cofilina en NA
core es capaz de prevenir el efecto del estrés en el desarrollo de la conducta adquisicion
de AA de cocaina, sugiriendo que el rol de cofilina en NA core es critico en la facilitacion
inducida por el estrés. Ademas, estos resultados estan fuertemente respaldados por la
capacidad de respuesta de los animales cuando se exponen a un reforzador natural que
proporciona una valencia de recompensa mas alta incluso que la cocaina, lo que sugiere
un papel diferencial de la cofilina entre la adquisicion del comportamiento de AA de

cocaina y sacarosa inducida por el estrés.
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2. CARACTERIZACION DE LA PROTEINA RAC1 EN LA VULNERABILIDAD
AL CONSUMO DE COCAINA INDUCIDO POR ESTRES

La proteina Racl, perteneciente a la familia de RhoGTPasas, se encuentra
estrechamente asociada a la regulacion de la dinamica de actina en las espinas dendriticas
(Harris et al., 1992; Hering & Sheng, 2001; Nakayama et al., 2000). En las Gltimas
décadas, numerosos estudios reportaron la participacion de vias de sefializacién
molecular intracelular aguas arriba de cofilina, como Racl y LIMKZ1, en la plasticidad
sinaptica asociada a diferentes paradigmas de estrés en areas limbicas como NA (Y. Chen
etal., 2008; Fan etal., 2018; Gao etal., 2020; S. A. Golden et al., 2013), asi como
también, se describi6 la participacion de Racl en el remodelado dendritico asociado al
incremento de las propiedades reforzantes y estimulantes de cocaina en NA'y Cpu (Dietz
etal.,, 2012; J. Li etal., 2015). Especificamente, se propuso que la administracién de
cocaina disminuye la activacion de la proteina Racl en NA, promueve el incremento en
la actividad de cofilina, y este mecanismo podria ser responsable de la expansion de las
espinas dendriticas en NA y del incremento en las propiedades reforzantes de la droga
(Dietz et al., 2012). En el presente estudio caracterizamos la participacion de Racl en un
modelo de sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina, a partir de la hipotesis de que la
exposicion a estrés regula negativamente la actividad de la proteina Racl, promoviendo
la actividad de cofilina, y este mecanismo podria ser responsable de los cambios plasticos
y conductuales asociados al incremento de la vulnerabilidad al consumo de cocaina

inducido por estrés.

2.1 Curso temporal de niveles de expresion de las proteinas Rac, cofilina, p-
cofilina y actina luego de la infeccién de las particulas virales de Racl

constitutiva activa y Racl dominante negativa en NA core

Con el objetivo de caracterizar el rol de la proteina Racl en la vulnerabilidad al
consumo de cocaina inducido por estrés utilizamos dos lentivirus que contienen una
mutacion en el dominio G12V para mantener la proteina en su estado activo unidaa GTP
(LV-Rac CA), o en el dominio T17N para mantener la proteina en estado inactivo unida
a GDP (LV-Rac DN). Como control utilizamos un lentivirus que contiene un plasmido
vacio, denominado LV-Ctrl. Los lentivirus son microinyectados en NA core mediante
cirugia estereotaxica y luego de transcurridos 5, 10, y 15 dias de expresion, los animales

son sacrificados y se toman muestras de tejido de NA. Mediante Western blot se
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determina la expresién de las proteinas Racl, cofilina total (cofilina), p-cofilina (forma
inactiva), actina (actina) y el radio de p-cofilina respecto de cofilina (p-cofilina/cofilina)
(Figura 24A). La Figura 24B representa un sitio de infeccion en NA core (delimitado
con linea punteada) tefiido con azul de cresil violeta, se observa la caida de canulay la
correspondiente inyeccion del lentivirus. La Figura 24C es una representacion de las
corridas de Western blot para cada proteina utilizada para las cuantificaciones realizadas
luego de la inyeccion en NA core de LV-Rac CA. Las Figuras 24D-H representan las
mediciones de los niveles totales de cada proteina luego de la inyeccion en NA core de
LV-Rac CA. La Figura 241 es una representacion de las corridas de Western Blot para
cada proteina utilizadas para las cuantificaciones realizadas luego de la inyeccion en NA
core de LV-Rac DN, mientras que las Figuras 24J-L representan las mediciones de los

niveles totales de cada proteina luego de la inyeccion en NA core de LV-DN.

Las determinaciones analizadas por Western blot de las muestras obtenidas luego
de la microinyeccion en NA core con particulas lentivirales que expresan la proteina Racl
constitutiva activa (LV-Rac CA) muestran que no se producen modificaciones en los
niveles de expresion de Racl luego de 5,10y 15 dias post infeccion (Figura 24D, Analisis
de varianza de una via, Tratamiento F@.17) = 0,07441 p = 0,9729, seguido del Test de
Bonferroni). Sin embargo, estos resultados muestran modificaciones en los niveles de
expresion de cofilina total luego del tratamiento con LV-Rac CA (Figura 24E, Analisis
de varianza de una via, Tratamiento F@.18) = 6,154 p = 0.0046). Especificamente, se
evidencia una disminucidn significativa en los niveles de expresion de cofilina luego de
transcurridos 10 post infeccion de LV-Rac CA en NA respecto del control (Bonferroni
pos-hoc, Dia 10 vs Control, *p < 0.05). Sin embargo, cabe mencionar que esta
disminucion de los niveles de la proteina cofilina comienza a observarse a los 5 dias post
infeccion, aunque es estadisticamente diferente recién a partir del dia 10. Asimismo, los
resultados revelan que no se producen modificaciones en los niveles de expresion de la
proteina p-cofilina (inactiva) a lo largo del curso temporal (Figura 24F, Analisis de
varianza de una via, Tratamiento F@17) = 1,691 p = 0,2066, seguido del Test de
Bonferroni), pero muestran modificaciones en el radio p-cofilina/cofilina luego del
tratamiento con LV-Rac CA en NA core (Figura 24G, Analisis de varianza de una via,
Tratamiento F@Ea7) = 5,414 p = 0,0084). Especificamente se observa un incremento
significativo en el radio luego de transcurridos 10 dias de la microinyeccion de LV-Rac

CA respecto del control (Bonferroni pos-hoc, Dia 10 vs Control, *p < 0.05). Los
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resultados revelan que no se producen modificaciones en los niveles totales de expresion
de actina a lo largo del curso temporal (Figura 24H, Anélisis de varianza de una via,

Tratamiento F.18) = 2,305 p = 0,111; seguido del Test de Bonferroni).

Por otra parte, las determinaciones analizadas por Western blot de las muestras
obtenidas luego de la microinyeccion en NA core con las particulas virales que expresan
la mutacion dominante negativa de Racl (LV-Rac DN) muestran que no se producen
cambios significativos en los niveles totales de expresion de la proteina Racl luego de 5,
10 o 15 dias post infeccion (Figura 24J. Anélisis de varianza de una via, Tratamiento F-
18) = 2,866 p = 0,0654; seguido del Test de Bonferroni). Asimismo, las determinaciones
revelan que los niveles totales de expresion de cofilina post-infeccion con LV-Rac DN
no se modifican a lo largo del curso temporal (Figura 24K, Analisis de varianza de una
via. Tratamiento F.19) = 2,798 p = 0,680; seguido del Test de Bonferroni). Sin embargo,
estos resultados muestran que los niveles de expresion de la proteina p-cofilina (inactiva)
disminuyen paulatinamente desde el dia 5 post infeccion, y son significativamente
diferentes del control luego de 15 dias post infeccidn (Figura 24L, Analisis de varianza
de una via, Tratamiento F.16) = 5,382 p = 0,0094, seguido del Test de Bonferroni: Dia
15 vs Control *p < 0.05). Asimismo, los resultados revelan que no se producen
modificaciones en el radio p-cofilina/cofilina a lo largo del curso temporal (Figura 24M,
Anélisis de varianza de una via, Tratamiento F-14) = 0,9517 p = 0,4424; seguido del Test
de Bonferroni). El andlisis de las determinaciones muestra que los niveles de actina no se
modifican por el tratamiento de LV-Rac DN en NA core (Figura 24N, Analisis de
varianza de una via, Tratamiento Fg2s) = 0,2684 p = 0,8475; seguido del Test de
Bonferroni).
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Figura 24. Curso temporal de los niveles totales de expresion de las proteinas Rac, cofilina, p-cofilina,
radio de p-cofilina/cofilina y actina post infeccion intra-NA core con LV- Rac CAy LV- Rac DN. Los
datos representan la media = SEM del nimero de mediciones realizadas para cada gréfico. Los datos son
analizados mediante Analisis de VVarianza (ANOVA) de una via, seguido del Test de Bonferroni. A) Modelo
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experimental. B) Imagen representativa del sitio de infeccion con las particulas virales de Racl, tefiido con
azul de cresil violeta (2.5x). La linea punteada denota el area de NA core infectada. C) Iméagenes
representativas de las corridas de Western blot para cada proteina medida. a-tubulina se utiliza en cada
corrida como control de carga luego de la infeccion con LV-Rac CA. D) Niveles de expresion de Racl total
en NA core luego de la infeccién con LV-Rac CA. E) Niveles de expresion de cofilina total en NA core
luego de la infeccion con LV-Rac CA. F) Niveles de expresién de p-cofilina en NA core luego de la
infeccion con LV-Rac CA. G) Radio de p-cofilina/cofilina en NA core luego de la infeccidn con LV- Rac
CA. H) Niveles de expresion de actina total en NA core luego de la infeccidn con LV-Rac CA. I) Imagenes
representativas de las corridas de Western blot para cada proteina medida. a-tubulina se utilizé en cada
corrida como control de carga luego de la infeccion con LV-Rac DN. J) Niveles de expresion de Racl total
en NA core luego de la infeccién con LV-Rac DN. K) Niveles de expresion de cofilina total en NA core
luego de la infeccion con LV-Rac DN. L) Niveles de expresion de p-cofilina en NA core luego de la
infeccion con LV-DN. M) Radio de p-cofilina/cofilina en NA core luego de la infeccién con LV-Rac DN.

N) Niveles de expresion de actina total en NA core luego de la infeccidn con LV-Rac DN.

Conclusién parcial del resultado:

Los resultados ponen en evidencia la funcionalidad in vivo de las particulas virales
utilizadas como herramienta molecular para modificar la actividad de la proteina Racl en
NA core. Estos resultados muestran que no se producen cambios en los niveles totales de
expresion de Racl luego del tratamiento en NA core con LV-Rac CA 'y LV-Rac DN. Sin
embargo, considerando que la actividad de la proteina cofilina es regulada por
fosforilacion y depende en parte de la activacion de la proteina Racl, determinar los
niveles de expresion de cofilina, p-cofilina y su respectivo radio podrian ser utilizados
como indicadores de la activacion de la via que involucra a Racl/PAK/LIMK1 y cofilina.
Asi, el incremento en la conformacion activa de Racl luego de la infeccion en NA core
con LV-Rac CA se correlaciona con la disminucion de los niveles totales de expresion de
cofilina, y el incremento del radio p-cofilina/cofilina, sugiriendo que dicho tratamiento
favorece la estabilizacion de actina en NA. Siguiendo la misma linea, la infeccién de LV-
Rac DN en NA core induce alteraciones en la expresion de p-cofilina, mientras que la
expresion de cofilina total y el respectivo radio p-cofilina/cofilina no es modificado, y
permitiria inferir un patron opuesto en la regulacion de la dinamica de actina en NA
inducido por LV-Rac DN respecto al descripto previamente luego del tratamiento con
LV-Rac CA en NA core.
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2.2 La activacion de la proteina Racl en NA core regula la expresion de la

sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés.

En el presente trabajo describimos la participacion de cofilina en la sensibilizacion
conductual a cocaina inducida por estrés (Figura 17), asi como también su rol durante la
vulnerabilidad al consumo de cocaina (Figura 21). Nuestros resultados revelan que la
inhibicion de cofilina en NA core previene la expresion de la sensibilizacion conductual
a cocaina inducida por estrés, asi como también, la facilitacion de la adquisicion de la

conducta de AA de cocaina inducida por estrés cronico.

Considerando que la activacion de cofilina esta mediada en parte por la activacion
de Racl, y que este mecanismo molecular ha sido previamente descripto en respuesta al
consumo de cocaina (Dietz etal., 2012), en el presente trabajo caracterizamos la
participacion de Racl en el fendmeno de sensibilizacion conductual inducida por estrés.
Brevemente, animales estresados cronicamente y no estresados son microinyectados en
NA core con las particulas virales que expresan la mutacion constitutiva activa de Racl
(LV-Rac CA) o el lentivirus que expresa la mutacion dominante negativa (LV-Rac DN)
o el lentivirus control (LV-Ctrl) y luego de una inyeccion aguda de solucion salina i.p.
(Sal) o cocaina 10mg/kg i.p. (Coc) se evalla la expresion de la sensibilizacion (Figura
25A). La Figura 25B representa los sitios de microinyeccién de los lentivirus en NA core
(sefialados con puntos negros) obtenidos segun el atlas Paxinos y Watson (Paxinos G &
Watson C., 2007). Las Figuras 25C-F representan las mediciones de actividad
locomotora obtenidas para cada grupo experimental luego de una inyeccién aguda de

solucion salina o cocaina i.p.

El registro de la actividad locomotora, expresada como el nimero de cuentas en
funcién del tiempo (Figura 25C), revela que la microinyeccion del lentivirus que expresa
la mutacidn constitutiva activa de Racl (LV-Rac CA) previene la expresion conductual
de la sensibilizacion. Asimismo, la expresion de la mutacion de Racl en su estado activo
(LV-Rac CA) en NA core no induce alteraciones en la actividad locomotora en respuesta
a salina ni en la respuesta conductual a cocaina observada en los animales del grupo no-
estresados (Figura 25C, ANOVA de MR de dos vias (no-estrésestrés x LV-Rac CA/LV-
Ctrl): Tiempo, F(17-425) = 17,38 p < 00001; no-estrés vs estrés, Fs.25) = 8,476 p = 0.0005;
Interaccion, Fia25) = 2,545 p = 0.0001). El test de Bonferroni indica que el grupo
estrés/Ctrl se diferencia significativamente de los grupos no estresados (no-estrés/Ctrl y

no-estrés/Rac CA) entre los 70 y 130 minutos del experimento (*p < 0.05, entre los 70 y
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130 minutos). Ademas, el grupo estrés/Ctrl incrementa significativamente la actividad
locomotora entre los 70 y 110 minutos del test, es decir 10 minutos luego de la inyeccion
de cocaina, comparado con el grupo estrés/LV-Racl CA (*p < 0.05, entre los 70 y 110
minutos).

Por otra parte, luego de la inyeccién de solucion salina los resultados revelan que
no se producen diferencias en la respuesta conductual entre los diferentes grupos
experimentales (Bonferroni post-hoc p > 0.05 entre los 0 y 60 minutos). Ademas, la
representacion de la actividad locomotora expresada como el nimero de cuentas totales
durante 120 minutos luego de la inyeccion de salina y cocaina, refleja el incremento en la
actividad locomotora del grupo estrés/Ctrl en respuesta a la inyeccion aguda de cocaina
con respecto al resto de los grupos (estrés o no-estres tratados con LV-Rac CA y no-estrés
tratados con LV-Ctrl) (Figura 25D, ANOVA de dos vias, no-estrésestrés x LV-Racl
CA/LV-Ctrl): Tratamiento Fg-57y= 61,94 p < 0.0001; no-estres vs estrés Fa.s1y= 11.70 p
= 0,0012; Interaccion F@as7) = 5,312 p = 0.0027). Especificamente estos resultados
muestran gue el estrés cronico regula negativamente la actividad de la RhoGTPasa Rac1l,
ya que la expresién de la mutante constitutiva activa de Racl en NA core previene la

expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por la exposicion a estrés.

Siguiendo el esquema experimental mencionado anteriormente (Figura 25A),
analizamos la influencia de la expresién de la proteina Racl dominante negativa (en su
estado inactivo) en la sensibilizacion conductual a cocaina luego de la exposicion a estrés
cronico (Figura 25E-F). El registro de la actividad locomotora, expresada como el
numero de cuentas en funcién del tiempo (Figura 25E), revela que no se revierte la
expresion conductual de la sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina luego de la
microinyeccién en NA core del lentivirus que expresa la mutacion dominante negativa de
Racl (LV-Rac DN). Ademas, la expresion de la mutacion de Racl en su estado inactivo
en NA core no induce alteraciones en la actividad locomotora en respuesta a salina ni en
la respuesta a cocaina observada en los animales del grupo no-estresados (Figura 25E,
(ANOVA de MR de dos vias, no-estrés/estrés x LV-Racl DNAV-Ctrl): Tiempo, F(17-510=
33,99, p <00001; no-estrés vs estrés Fs.30= 10,42, p < 00001; Interaccion Fsi-510= 1,913,
p = 0.0003). El test de Bonferroni revela que el grupo estrés/Ctrl incrementa
significativamente la actividad locomotora entre los 80 y 110 minutos del test, comparado
con el grupo no estresado microinyectado con LV-Ctrl (p < 0.05, entre los 80 y 110

minutos). Ademas, el grupo estrés/Rac DN incrementa significativamente la actividad
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locomotora entre los 70 y 110 minutos luego de la inyeccion de cocaina comparado con
el grupo no-estrés/Rac DN (*p < 0.05, entre los 70 y 110 minutos). De manera relevante,
los resultados revelan que no hay diferencias en la respuesta conductual entre los animales
estresados microinyectados con LV-Ctrl y LV-Rac DN en NA core. Ademas, la
representacion de la actividad locomotora, expresada como el nimero de cuentas totales
durante 120 minutos luego de la inyeccion de salina y cocaina, refleja el incremento en la
actividad locomotora del grupo estrés/Ctrl y estrés/Rac DN en respuesta a la inyeccion
aguda de cocaina con respecto a los grupos no estresados (tratados con LV-Rac DNy con
LV-Ctrl) (Figura 25F, (ANOVA de dos vias de RM, no-estrésestrés x LV-Rac DN/LV-
Ctrl): Tratamiento F-e5y= 93,48, p < 0.0001; no-estrés vs estrés Fq.65= 39,22 p < 0.0001;
Interaccion Fges= 11,42 p < 0.0001).
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Figura 25. Registro de la actividad locomotora. Actividad locomotora luego de cocaina (10 mg/kg i.p.)
en ratas microinyectadas en NA core con LV-Ctrl (lul/lado) o LV-Rac CA (lul/lado), LV-Rac DN
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(1ul/lado), medido dos semanas despueés del estrés repetido. Después de una media hora de habituacion en
las cajas de testeo, los animales No estrés/shCtrl (n=9), Estrés/shCtrl (n=9), No estrés/LV-CA (n=5) y
Estrés/LV-CA (n=6), No estrés/LV-DN (n=8) y Estrés/LV-DN (n=8) reciben una inyeccién i. p de solucién
salina y fueron testeados durante una hora, seguido de una inyeccion i.p. de cocaina y fueron monitoreados
durante dos horas (120 min). Los valores representan la media = SEM de las cuentas obtenidas en intervalos
de 10 min. A) Disefio experimental. B) Secciones representativas del cerebro de rata en las cuales se
muestran los sitios de microinyeccion de lentivirus en NA core delimitadas con puntos negros. C) Cuentas
cada 10 minutos de la actividad locomotora en funcion del tiempo. La flecha indica la inyeccidn de salina
y cocaina i.p 10 mg/kg. *p < 0.05 comparado con los grupos No estrés, “p < 0.05 comparado con Estrés/LV-
CA. D) Cuentas totales 120 min después de la inyeccién de salina y cocaina. #p < 0.05 comparado con el
resto de los grupos. *p < 0.05 comparado con el grupo Estrés/LV-Rac CA. E) Cuentas cada 10 minutos de
la actividad locomotora en funcién del tiempo. La flecha indica la inyeccion de salina y cocaina i.p 10
mg/kg. #p < 0.05 Estrés/LV-Ctrl comparado con No estrés/LV-Ctrl. *p < 0.05 Estrés/LV-DN comparado
con No Estrés/LV-DN. F) Cuentas totales 120 min después de la inyeccion de salina y cocaina. *p < 0.05
Estrés/LV-Ctrl comparado con No estrés-LV-Ctrl. *p < 0.05 Estrés/LV-Rac DN comparado con el grupo
No Estrés/LV-Rac DN.

Conclusién parcial de resultado:

Estos resultados revelan la participacion de la RhoGTPasa Racl en la expresion
de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés en NA core.
Especificamente, la exposicion a estrés crénico incrementa la sensibilizacion conductual
a cocaina a través de la disminuciéon de la actividad de Racl en NA core. Esto es puesto
en evidencia, ya que la expresion la mutante de Racl constitutiva activa en NA previene
la expresion de la sensibilizacién conductual a cocaina inducida por estrés. Mientras que,
luego de la expresion de la mutante de Racl dominante negativa se observa la respuesta
sensibilizada a cocaina inducida por estrés, similar a la de los animales estresados y
tratados con el LV-Ctrl.

2.3 La activacion de la proteina Racl en NA core previene el incremento de

receptores AMPA en superficie luego de una inyeccion aguda de cocaina

Estudios previos de nuestro laboratorio demuestran que la expresion de la
sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés estd acompafiada del incremento
en la expresion de receptores AMPA de superficie en NA core (Esparza et al., 2012;
Garcia-Keller et al., 2013). Los resultados obtenidos en el presente trabajo respaldan las
observaciones previas y revelan que la inhibicion de cofilina en NA core previene la

respuesta sensibilizada a cocaina inducida por estrés crénico (Figura 17), asi como
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también, el incremento en la expresidn de receptores AMPA de superficie en NA core en
animales estresados cronicamente luego de la cocaina (Figura 20). Ademas, la expresion
de la mutante de Racl constitutiva activa en NA core previene la expresion de la

sensibilizacion a cocaina inducida por estrés (Figura 25).

En el presente estudio evaluamos la influencia de la proteina Racl en la expresion
de receptores AMPA de superficie en NA core en animales estresados cronicamente y no
estresados microinyectados con el lentivirus control (LV-Ctrl) y el lentivirus que expresa
la mutante de Racl constitutiva activa (LV-Rac CA), 45 min después de una inyeccion
no contingente de cocaina de 15mg/kg o solucién salina (Figura 26A). Los grupos
experimentales analizados durante este experimento son los siguientes: NE/Ctrl-Sal,
E/shCtrl-Sal, NE/Rac CA-Sal, E/Rac CA-Sal, NE/Ctrl-Coc, E/Ctrl-Coc, NE/Rac CA-Coc
y E/Rac CA-Coc. La Figura 26B representa las corridas electroforéticas de Western blot
inmunomarcadas con un anticuerpo anti-GluR1 y las Figuras 26C y D representan las

cuantificaciones obtenidas para este experimento.

Estos resultados revelan un incremento en la expresion de receptores de tipo
AMPA en superficie en respuesta a una inyeccion aguda de cocaina en los animales
estresados cronicamente microinyectados en NA core con LV-Ctrl respecto del resto de
los grupos (no-estrés y estrés tratados con LV-Rac CA y no-estres tratados con LV-Ctrl)
(Figura 26D). Asimismo, los resultados muestran que el incremento de receptores
AMPA inducido por cocaina, no ocurre en los animales estresados microinyectados con
LV-Rac CA, respecto de los animales estresados (Figura 26D, ANOVA de dos vias (no-
estrésestrés x LV-Rac CA cocaina/LV-Ctrl cocaina): no-estrés vs estrés F.19= 19.21, p
= 0.0003, Interaccion F-19) = 3.138, p = 0.0925 y LV-Rac CA vs LV-Ctrl F.19) = 9.094
p = 0.0071, sequido del Test de Bonferroni). Por otra parte, los resultados revelan que
luego de la inyeccion aguda de solucién salina no se producen cambios significativos en
la expresion de receptores AMPA en superficie entre los grupos experimentales
mencionados (Figura 26C, ANOVA de dos vias (no-estrésestrés x LV-Rac CA
salina/LV-Ctrl salina): no-estrés vs estrés Fq20= 0.4282, p = 0.5203, Interaccion F.-
20=1.483, p = 0.2375 y LV-Rac CA vs LV-Ctrl Fu20= 2.1617 p = 0.1214, seguido del

Test de Bonferroni).
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Figura 26. Efecto de sobreexpresion de Racl constitutiva activa en la expresién de receptores AMPA
de superficie en animales estresados luego de la cocaina. Expresion de receptores AMPA de superficie
en animales estresados y no estresados microinyectados con LV-Ctrl y LV-Rac CA, 45 min luego de una
inyeccion aguda de solucién salina i.p. o cocaina (15 mg/kg). Los resultados representan la media + SEM
del nimero de determinaciones. Los datos fueron analizados con ANOVA de dos vias, seguido del Test de
Bonferroni. A) Modelo experimental. B) Iméagenes representativas de las corridas de Western Blot para
GIuR1.C) Expresion de receptores AMPA de superficie luego de 45 min de una inyeccion aguda de

solucion salina i.p. (n=4-9) D) Expresion de receptores AMPA de superficie luego de 45 minutos de una
inyeccion aguda de cocaina 15 mg/kg i.p. (n=8-5). *p < 0.05 comparado Estrés/LV-Rac CA. #p < 0.05

comparado con No estrés/LV-Ctrl. #*p < 0.05 comparado con No estrés/LV-Rac CA.

Conclusién parcial de resultado:

Estos resultados sugieren que la proteina Racl esta involucrada en los cambios
bioquimicos asociados a la sensibilizacion conductual en respuesta a cocaina, inducidos
por la exposicién previa a estrés. Esto se evidencia ya que la expresion de la mutante de
Racl constitutiva activa en NA core previene el incremento de receptores AMPA de
superficie inducido por la exposicion a cocaina en ratas estresadas, lo cual nos permite
inferir que durante la sensibilizacién conductual a cocaina inducida por estrés se produce
una regulacion negativa de la actividad de Racl en NA core.
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Conclusion final de los resultados obtenidos:

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la inhibicion de la
expresion de cofilina en el NA core de animales estresados, previene la expresion de
sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés y estos resultados conductuales
se correlacionan con la reversion en el incremento en la expresion de receptores AMPA
luego de una inyeccién de cocaina en animales estresados. Ademas, la inhibicion de
cofilina en el NA core de animales previamente expuestos a estrés modula los cambios
estructurales inducidos por cocaina. En este sentido, los bajos niveles de expresion de
cofilina previenen el incremento en el didmetro de las cabezas de las espinas dendriticas
inducido por cocaina en el NA core de animales previamente estresados, y modulan la
densidad de espinas dendriticas inducida por estrés. Por ultimo, los bajos niveles de
expresion de cofilina en NA core previenen la facilitacion de la adquisicion de la AA de
cocaina inducida por estrés y esta respuesta fue especifica para cocaina, ya que los bajos
niveles de expresion de cofilina no afectaron la adquisicion de la conducta de AA de
sacarosa.

En esta linea, la sobreexpresion de una mutante de Racl constitutiva activa, en el
NA core de ratas expuestas a estrés cronico previene la expresion de la sensibilizacion
conductual a cocaina inducida por estrés, asi como también, revierte el incremento en la
expresion de receptores AMPA de superficie luego de una inyeccion de cocaina en
animales estresados, resultado que permite establecer una correlacion con los parametros

conductuales obtenidos.
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DISCUSION

En este trabajo de tesis abordamos el estudio de la via de sefializacion de la
RhoGTPasa Racl y la modulacion de la actividad de cofilina en la vulnerabilidad al
consumo de cocaina inducida por la exposicion a estrés cronico a partir de la hipétesis de
que la exposicion a estrés disminuye la actividad de Racly es responsable de la expansién
de las espinas dendriticas, a través de un mecanismo mediado por cofilina, en las MSNs
del NA core. Caracterizamos la funcion de cofilina en la expresion de la sensibilizacion
conductual a cocaina inducida por la exposicion a estrés cronico y durante la adquisicion
de la conducta de AA de cocaina. Ademas, caracterizamos la funcién de cofilina en los
cambios plasticos en la postsinapsis glutamatérgica del NA core inducidos por estrés
cronico y en los cambios estructurales inducidos por estrés luego de la administracion de
cocaina en el NA core, y su asociacion con la expresion de la sensibilizacion conductual.
En esta misma linea, caracterizamos la participacion de la RhoGTPasa Racl en la
expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés y en los cambios
en la postsinapsis glutamatérgicas del NA core inducidos por estrés luego de la

administracién de cocaina.

Los principales hallazgos de este trabajo demuestran que tanto la inhibicién de la
expresion de cofilina, asi como la sobreexpresion de una mutante de Racl constitutiva
activa, en el NA core de ratas expuestas a estrés cronico, (1) son capaces de prevenir la
expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés, (2) estos
resultados conductuales se correlacionan con la reversion en el incremento en la expresion
de receptores AMPA luego de una inyeccion de cocaina en animales estresados, ademas
(3) la inhibicion de cofilina en el NA core de animales previamente expuestos a estrés
modula los cambios estructurales inducidos por cocaina. En primer lugar, los bajos
niveles de expresion de cofilina previenen el incremento en el didmetro de las cabezas de
las espinas dendriticas inducido por cocaina en el NA core de animales estresados, y en
segundo lugar, los bajos niveles de expresion de cofilina en el NA core impiden el rapido
remodelado del citoesqueleto de actina en respuesta a la cocaina y modulan la densidad
de espinas dendriticas inducida por estrés, y por ultimo, (4) los bajos niveles de expresion
de cofilina en NA core son capaces de prevenir la facilitacion de la adquisicién de la AA
de cocaina inducida por estrés. Ademas, esta respuesta es especifica para cocaina, ya que
los bajos niveles de expresion de cofilina no afectaron la adquisicion de la conducta de
AA de sacarosa.
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1. PARTICIPACION DE COFILINA EN LAVULNERABILIDAD AL CONSUMO
DE COCAINA INDUCIDA POR ESTRES EN EL NA CORE

La reorganizacién de las conexiones sinapticas en el cerebro, o plasticidad
estructural, permite la formacion de nuevos aprendizajes asociados a un comportamiento,
y con el tiempo la formacion de memorias (Kruijssen & Wierenga, 2019). Las espinas
dendriticas son el sitio postsinaptico utilizado por las sinapsis excitatorias glutamatérgicas
del SNC para comunicarse en respuesta a diferentes estimulos (Depoy et al., 2017) y es
ampliamente aceptado que los cambios en el nimero, la morfologia y tamafio de las
espinas dendriticas son eventos criticos en la plasticidad sinaptica de los circuitos
neuronales (Bailey et al., 2015; Lai & Ip, 2013). La actina es el principal componente
estructural de las espinas dendriticas, y el crecimiento de las espinas requiere el
remodelado del citoesqueleto de actina (Matsuzaki etal., 2004). El ensamblado y
desensamblado de actina (dinamica de actina) dentro de las espinas, permite la
reorganizacion de las conexiones sinapticas, y regula los cambios en el nimero y la
morfologia de las espinas, asi como también, la insercion de proteinas en la PSD (Ehlers,
2000; Matus, 2005; McGee & Bredt, 2003; Rao & Craig, 2000; H. Wang et al., 2005).

Tras la induccion del LTP (Lisman, 2003; Nimchinsky et al., 2002), la actina
presente en las espinas y varias proteinas (ABPs en inglés “actin binding proteins ), que
interactuan directamente con la actina (como por ejemplo Arp 2/3 y cofilina), estan
implicadas el crecimiento de las espinas (Bosch et al., 2014; Dos Remedios et al., 2003).
En particular, cofilinay Arp2/3 se acumulan en la espina y aumentan rapidamente durante
el crecimiento maximo de la espina, y la concentracion de cofilina en la cabeza de la
espina permanece elevada durante al menos 30 min. La actividad de cofilina es regulada
por fosforilacion (inactivacion, p-cofilina) y desfosforilacion (activacion) de un residuo
de serina conservado en la posicion 3 (Ser3) de la proteina, lo cual determina la unién de
la cofilina a la actina. Luego de la induccion del LTP, cofilina es fosforilada por LIMK1,
su efector aguas arriba en la via de sefializacion molecular (Bosch et al., 2014) y el
incremento de p-cofilina es necesario para el pico de crecimiento de las espinas y la fase
posterior de meseta del crecimiento de las espinas (Noguchi et al., 2016). En los primeros
minutos, la cofilina fosforilada presumiblemente corta los filamentos de actina y, por lo
tanto, aumenta la nucleacion de nuevos filamentos de actina y la ramificacién producida

por el complejo Arp2/3, que resulta en el crecimiento de la espina. Después de esta fase
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inicial, cofilina es desfosforilada nuevamente y puede decorar filamentos de actina y
estabilizarlos. Este secuencia dinamica y compleja de activacion e inactivacion de cofilina
es un evento critico para la regulacién de la funcidn sinaptica, ya que no solo modifica la
morfologia de las espinas, sino también, el trafico y la acumulacion de receptores AMPA
dentro de las sinapsis, durante el LTP (Bamburg, 1999; Bosch et al., 2014; Gu et al., 2010;
Kruyer et al., 2019; Mizuno, 2013; Noguchi et al., 2016; Rust, 2015; Rust et al., 2010).
De esta manera, las adaptaciones moleculares ocurridas dentro de las espinas dendriticas
son las encargadas de mediar la plasticidad sindptica y estructural inducida por estimulos

en la trasmision excitatoria (Lisman, 2003; Nimchinsky et al., 2002).

Una caracteristica de la adiccion es la persistencia del comportamiento luego de
periodos de abstinencia, asi como, la recaida continua asociada claves previamente
vinculadas con la droga (Bobadilla et al., 2017; Kalivas & O’Brien, 2008). Numerosa
evidencia sugiere que las drogas de abuso pueden usurpar mecanismos de plasticidad en
el circuito mesocorticolimbico, a través de los cuales pueden alterar el comportamiento a
largo plazo (Kalivas & O’Brien, 2008; Kauer & Malenka, 2007). Considerando el papel
fundamental que tiene la dinamica de actina en la plasticidad estructural y funcional de
las espinas dendriticas, algunos investigadores sugirieron que los psicoestimulantes, a
través de alteraciones en patrones de expresion y/o fosforilacion de ABPs, podian
reorganizar el citoesqueleto de actina, provocando el desarrollo de adaptaciones
conductuales a largo plazo asociadas con la adiccion. En este sentido, Toda y col (Toda
etal., 2006) publicaron uno de los primeros trabajos que demuestra que durante la
abstinencia a cocaina, luego de un tratamiento crénico con la droga, se producen cambios
duraderos en la dindmica de actina en el NA a través de alteraciones en los niveles de
expresion y fosforilacion de ABPs. Este trabajo reportdé que durante la abstinencia a
cocaina se produce un incremento en la depolimerizacion de actina en el NA, mediado
por la disminucidn de p-cofilina y su efector aguas arriba LIMK1. Ademas, el incremento
de la dindmica de actina desencadenada por el consumo de cocaina crénico fue vinculado
con en el restablecimiento de la busqueda de cocaina en animales previamente entrenados
para autoadministrarse la droga (Toda et al., 2006). Especificamente, la inyeccion de
Latrunculina A, una droga depolimerizante de actina, en el NA de estos animales, previno
el restablecimiento de la busqueda de cocaina. Por lo tanto, este trabajo propuso que los
cambios duraderos en la organizacion de la actina durante la abstinencia a la cocaina estan

mediados por LIMKL1 y p-cofilina, y contribuyen a plasticidad dependiente de la
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experiencia, ya que se encuentran implicados en la busqueda de la droga. Este trabajo
sugiere que las modificaciones en la dinamica de actina podrian estar implicadas en las
neuroadaptaciones estructurales y funcionales originadas en la postsinapsis
glutamatérgica del NA, que subyacen al desarrollo de la adiccién a la cocaina (Boudreau
& Wolf, 2005; Kalivas & Volkow, 2005; Robinson et al., 2001; H. Shen et al., 2009). En
un trabajo posterior, Toda y col (Toda etal., 2010) vincularon la disrupcion del
citoesqueleto de actina con los cambios morfoldgicos de las espinas dendriticas y la
respuesta conductual sensibilizada a cocaina en el NA core, sugiriendo que la expresion
de la sensibilizacion conductual a cocaina involucra la reorganizacion de F-actina en las

espinas dendriticas inducida por la cocaina (Toda et al., 2010).

De manera similar a lo descripto en respuesta a la administracion de cocaina,
estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que la exposicion a estrés crénico
induce cambios duraderos en la dindAmica de actina a través de alteraciones en los niveles
de expresion y fosforilacion de ABPs. Especificamente, Esparza y col (Esparza et al.,
2012) reportaron que la exposicion a estrés cronico por inmovilizacion disminuye los
niveles de expresion de p-cofilina y F-actina en el NA core de animales estresados 21 dias
después del estresor. En este sentido, cofilina puede incrementar el remodelado del
citoesqueleto al unirse a la actina y esta accidén puede ser inhibida por fosforilacion
(Bamburg, 1999), por lo que, la disminucién de p-cofilina podria reflejar el incremento
de laactividad de cofilina en su estado activo, sugiriendo que la disminucidon de p-cofilina
podria estar involucrada en un incremento en el recambio de actina en respuesta a estrés
a largo plazo. Sin embargo, la participacion de cofilina no fue evaluada en este trabajo.
Por otra parte, la proteina cofilina puede incrementar el “pool” de G-actina acelerando el
ensamblaje de actina, a través de factores que promueven la polimerizacion y la
nucleacion de actina a partir de fragmentos de F-actina (Bamburg, 1999; Kruijssen &
Wierenga, 2019). En este sentido, luego de la administracion de cocaina se observaron
niveles reducidos de p-cofilina y p-cortactina en el NA core de animales estresados, sin
cambios en los niveles de F-actina, lo cual, llevd a sugerir un incremento de la nucleacién
y la polimerizacion de actina en estructuras ramificadas a través del incremento de la
cortactina activada y la activacion del complejo Arp2/3 (Lua & Low, 2005). En sintesis,
a partir de este trabajo, Esparzay col (Esparza et al., 2012) establecieron que la exposicién
a estrés o cocaina inducen alteraciones en las ABPs de manera diferencial, ya que en

animales estresados se observo una reduccion de la expresion de p-cofilina, mientras que
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en animales previamente estresados, que recibieron una inyeccion de cocaina, se observo
una reduccién de p-cofilina y p-cortactina. Esto sugiere modificaciones diferenciales en
el patron de expresion de ABPs después de la inyeccion aguda de la droga. La relevancia
de este trabajo radica en la relacion que se establecié entre el recambio de actina (asociado
a las modificaciones de ABPs previamente descripto) y la sensibilizacion a cocaina
inducida por estrés. En particular, se demostré que la disrupcion de la dindmica de actina
mediante Latrunculina A en el NA core de animales estresados previno la expresion de la
sensibilizacion conductual inducida por estres, sugiriendo por un lado, que la expresion
de la sensibilizacion cruzada a cocaina inducida por estrés depende del remodelado de
actina en el NA core, y que la exposicion a estrés repetido es capaz de alterar la capacidad
de una subsecuente inyeccion de cocaina para modular los cambios en la dindmica de

actina, a través de la modificacion de ABPs, como p-cofilina (Esparza et al., 2012).

A partir de estos antecedentes en el presente trabajo, hipotetizamos que la
desregulacién en la actividad de cofilina inducida por la exposicién a estrés es critica en
la vulnerabilidad al consumo de cocaina y evaluamos su participacion en la expresion de
la sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina, asi como también, durante la adquisicion
de la conducta de AA de cocaina inducida por estrés. Los resultados obtenidos
demuestran que la exposicion a estrés cronico modula la actividad de cofilina en el NA
core y esto es necesario para la expresion de la sensibilizacion conductual inducida por
estrés, asi como también, durante la adquisicion de la conducta de AA de cocaina.
Especificamente, el tratamiento con el RNA de interferencia de cofilina luego de la
exposicion a estrés disminuye los niveles de expresion de cofilina en NA core,
promoviendo la estabilizacion de la dinamica de actina luego del estrés, asociado al
incremento del radio p-cofilina/cofilina, y este cambio en la estabilizacion de la actina
mediado por cofilina es suficiente para prevenir la expresién de la sensibilizacion
conductual a cocaina, tres semanas después de la Ultima exposicion a estrés. Es decir,
nuestros resultados sugieren que el estrés cronico modula el recambio de actina a largo
plazo en el NA core a través de cofilina y esta modulacion parece ser necesaria para la
expresion de la sensibilizacién cruzada entre estrés y cocaina. Apoyando estas
observaciones, la participacion de cofilina en respuesta a estrés fue descripta en otras
areas neuronales como el hipocampo, en donde se reportd que el estrés induce
modificaciones en la plasticidad estructural a través de la disminucion de p-cofilina (Y.

Chen et al., 2008) y el incremento de p-cofilina en las espinas dendriticas del hipocampo
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se vinculé con la estabilizacion del LTP (L. Y. Chen etal., 2007), resaltando la
importancia de cofilina en la plasticidad sindptica inducida por estrés en un area
intimamente asociadas al aprendizaje y la memoria. Sin embargo, hasta el dia de la fecha
existen pocos estudios que demuestren directamente el rol funcional de cofilina en
respuesta a estimulos estresantes en el NA, ya que, la mayor parte de las evidencias
demuestran el papel clave de las vias de sefializacion aguas arriba de cofilina en los
cambios plasticos inducidos por el estrés en modelos de roedores de depresion y
trastornos por estrés en otras areas neuronales (Fan et al., 2018; Fox et al., 2020; Gao
etal., 2020; S. A. Golden et al., 2013; Y. Lu et al., 2019; Qiao et al., 2016). Por ejemplo,
se reportd que cofilina y sus efectores ascendentes Racl y LIMKL1 parecen estar
implicados en la plasticidad sinéptica inducida por diferentes paradigmas de estrés
cronico en el NA (S. A. Golden et al., 2013), corteza prefrontal ventro-medial (CPfvm)
(Fan et al., 2018), hipocampo (Y. Chen et al., 2008; Y. Lu et al., 2019) y corteza media
prefrontal (CPfm) (Gao et al., 2020). Ademas, en nuestro trabajo pudimos establecer la
participacion de cofilina en la vulnerabilidad al consumo de cocaina inducida por estrés.
Especificamente estos resultados demuestran que el incremento en la estabilizacion de la
dindmica de actina inducida por la disminucidn en los niveles de expresion de cofilina en
el NA core previene la facilitacion de la adquisicion de la conducta de AA de cocaina
inducida por estrés y esta respuesta es especifica para cocaina, ya que, el tratamiento del
RNA de interferencia de cofilina en el NA core de los animales estresados y no estresados,
no afectd la adquisicion de la conducta de AA ante un reforzador natural, como la
sacarosa. De esta manera, estos resultados demuestran que el estrés crénico a largo plazo
induce alteraciones en la dindmica de actina en el NA core, a traves de la modulacion de
la actividad de cofilina, y estos cambios en la dindmica de actina mediados por cofilina

incrementan la vulnerabilidad al consumo de cocaina inducido por estrés.
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2. PARTICIPACION DE COFILINA EN LA REGULACION DE LOS CAMBIOS
PLASTICOS ESTRUCTURALES Y EN LAS ALTERACIONES EN LA
POSTSINAPSIS GLUTAMATERGICAS INDUCIDOS POR ESTRES CRONICO,
LUEGO DE LA COCAINA EN EL NA CORE

2.1 Sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina: Participacion de cofilina

en la expresion de receptores AMPA en el NA core.

Las MSNs del NA reciben aferencias glutamatérgicas de regiones limbicas y
corticales, como la amigdala, el hipocampo y la CPf, las cuales estan asociadas con la
trasmision de la informacion relacionada con eventos motivacionalmente relevantes, la
asociacion con el contexto y la consecuente integracion de la informacion para dar una
respuesta conductual (Kalivas & O’Brien, 2008). Una caracteristica interesante observada
en modelos animales de adiccion es que las respuestas conductuales a la cocaina y las
sefiales asociadas a la droga se fortalecen en animales con un historial de experiencia
previa con la cocaina (Bobadilla et al., 2017). En este sentido, la liberacion de Glu
aumenta en el NA de animales sensibilizados a la cocaina en respuesta a una
administracion desafio de la droga (Pierce et al., 1996), asi como también, después de la
presentacion de una sefial emparejada con la administracion no-contingente de la cocaina
(Hotsenpiller et al., 2001). En esta linea, se demostré que luego de un periodo de
abstinencia se produce un incremento en la expresion de receptores AMPA de superficie
en el NA de animales que estuvieron expuestos previamente a la droga. Ademas, la
expresion de la sensibilizacion psicomotora a cocaina se vincul6 con el incremento en la
expresion de receptores AMPA en el NA de animales pre-tratados con dosis repetidas de
cocaina, y la magnitud de la sensibilizacion se correlacion6 con la cantidad de receptores
expresados en la superficie de las MSNs luego de la re-exposicion a la droga (Boudreau
& Wolf, 2005; Ferrario et al., 2010; M. E. Wolf & Ferrario, 2010). De esta manera, se
propone que el incremento en la trasmision glutamatérgica en el NA desencadenado por
la experiencia previa con la droga es necesario para las alteraciones conductuales a largo
plazo que acompafian a la adiccion a la cocaina y estas adaptaciones en la trasmision
glutamatérgica serian las responsables de los cambios en la plasticidad de NA inducido
por la droga a largo plazo (Bobadilla et al., 2017).

A nivel postsinptico, el trafico de receptores de glutamato tipo AMPA dentro y
fuera de la sinapsis es un mecanismo importante que regula la fuerza sinaptica de varios

tipos de plasticidad, incluido el LTP (Bredt & Nicoll, 2003; Malinow & Malenka, 2002;
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Turrigiano & Nelson, 2004). El aumento de la fuerza sinaptica subyacente a la induccion
del LTP, esta favorecido por un cambio en el trafico de receptores AMPA que se traduce
en un mayor nimero de receptores AMPA en la membrana postsinaptica (Malenka &
Bear, 2004; Malenka & Nicoll, 1999), y por cambios estructurales que involucran el
aumento de las espinas directamente asociado a el incremento en el tamafio de la cabeza
de las espinas. Esto cambios funcionales y estructurales ademas, que se encuentran
acompafiados por el aumento en el tamafio de la PSD durante el LTP (Lau & Zukin, 2007;
Malenka & Bear, 2004; Matsuzaki et al., 2004).

La dinamica de actina regula los cambios estructurales en las espinas dendriticas
durante la plasticidad neuronal (Berry & Nedivi, 2017; Caroni etal., 2012), y el
incremento de la dinamica de actina luego de las experiencias se cree que apoya los
cambios a largo plazo durante la plasticidad dependiente de la experiencia (A. Holtmaat
& Svoboda, 2009). El crecimiento de las espinas involucra el remodelado de la actina, la
cual se encuentra altamente enriquecida en las espinas dendriticas. En este sentido, la
estimulacion de una espina incrementa la polimerizacion de actina en la cabeza de la
espina, lo cual conduce en una mayor presencia de actina filamentosa (F-actina) y en una
espina de mayor tamafio (Matsuzaki et al., 2004; Nakahata & Yasuda, 2018). Estos
cambios morfoldgicos durante la induccion del LTP (polimerizacion de actina y
crecimiento de las espinas) y funcionales (incremento de receptores AMPA en la sinapsis)
se encuentran intimamente relacionados y pueden ser regulados por multiples mediadores
moleculares (Kruijssen & Wierenga, 2019), que actlan como interruptores entre los
estimulos y la reorganizacion necesaria del citoesqueleto de actina para la plasticidad

sinaptica.

En este trabajo, caracterizamos la participacion de cofilina en las adaptaciones
ocurridas en la postsinapsis glutamatérgicas durante la expresion de la sensibilizacion
conductual a cocaina inducida por estrés. Antecedentes de nuestro laboratorio
demostraron la participacién de la transmision glutamatérgica en la sensibilizacion
conductual a cocaina inducida por la exposicion a estrés agudo o crénico y el vinculo
entre la disrupcién de la dindmica de actina en el NA core y la expresion de la
sensibilizacion a cocaina inducida por estrés (Esparza et al., 2012; Garcia-Keller et al.,
2013; Pacchioni etal., 2007). Estos trabajos establecieron que la expresion de la
sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés, involucra el incremento en la

expresion de receptores AMPA de superficie GIuR1 en el NA core de animales
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estresados, y que la infusion local de CNQX un antagonista de receptores AMPA, en el
NA core, previene la expresion de la sensibilizacion, estableciendo una asociacion entre
la expresion de receptores AMPA y la respuesta conductual incrementada que caracteriza
la expresion de la sensibilizacion neuronal (Garcia-Keller et al., 2013), y poniendo en
evidencia que las adaptaciones en la trasmision glutamatérgica descriptas en respuesta a
la administracion de cocaina también ocurren en un modelo de sensibilizacion cruzada
entre estrés y cocaina y participan en la expresion de la sensibilizacién psicomotora.
Asimismo, en el trabajo de Esparza y col (Esparza et al., 2012) los autores demostraron
que la infusion de Latrunculina A en el NA core de animales sensibilizados pre-expuestos
a estrés cronico, previene el incremento en la respuesta conductual luego de una dosis
desafio de cocaina, asi como también, previene el incremento en la expresion de
receptores AMPA GIuR1 de superficie en el NA core, estableciendo una relacion entre la
disrupcion del citoesqueleto de actina, la sensibilizacion conductual a cocaina inducida
por estrés y el trafico de receptores AMPA en la sinapsis del NA core durante la
sensibilizacion, pero no se investigo el rol preciso de cofilina en el trafico de receptores
AMPA, aunque los autores observaron que los niveles fosforilados de esta proteina
estaban alterados luego del estrés y la cocaina (Esparza et al., 2012).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, los resultados obtenidos en este trabajo
demuestran que la inhibicién de cofilina en NA core, es suficiente para prevenir el
incremento en la expresion de receptores AMPA de superficie en ratas estresadas
cronicamente, 45 min después de la exposicion a cocaina. Estos resultados, se
correlacionan con la capacidad del RNA de interferencia de cofilina de prevenir la
expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por la previa exposicién a
estrés. De esta manera, sugieren que las adaptaciones en la postsinapsis glutamatérgicas
del NA core y la expresion de la sensibilizacion conductual inducidas por estres estan
directamente vinculados con los cambios en la estricta regulacion de cofilina inducido
por estrés, frente a una dosis desafio de cocaina, ya que, el incremento en la estabilizacion
de la dinamica de actina luego del estrés regulado por cofilina fue critico para que ambos
eventos sucedan. En conjunto, estos resultados plantean la posibilidad de que cofilina
actue como un mediador molecular comun entre el estrés y la cocaina, necesario para
inducir el recambio de actina y las neuroadaptaciones a largo plazo en el NA core que
impactan en el comportamiento. Apoyando esta interpretacion, algunos autores proponen

que el estrés puede incrementar la sensibilidad a las propiedades reforzantes de las drogas
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a través de cambios en el circuito de recompensa del cerebro y en particular a través del
incremento en la trasmision glutamatérgica en el NA, y en consecuencia aumentar la
motivacion para consumir drogas de manera compulsiva (Boden et al., 2012; Sinha, 2001,
2008). En el NA shell se describié que el estrés por nado forzado incrementa el radio
AMPA/NMDA lo que sugiere un fortalecimiento general de la sinapsis (Campioni et al.,
2009) y del mismo modo, el estrés por derrota social induce un cambio en el perfil de
expresion de subunidades de receptores AMPA en animales susceptibles, aumentando la
expresion de GIuR1 y disminuyendo la de GIuR2, lo cual esta asociado con una mayor
excitabilidad de las MSNs (Vialou et al., 2010). Sin embargo, no esta claro el mecanismo
molecular por el cual el estrés incrementa el recambio de actina y la expresion de
receptores AMPA en las sinapsis del NA. Estudios de otros laboratorios demostraron que
cofilina controla la expresion de superficie de los receptores AMPA a través de un
mecanismo dependiente de actina, y regula la fuerza sinaptica a través de la movilidad de
los receptores AMPA en la sinapsis (Bosch et al., 2014; Rust et al., 2010). Durante la
induccion del LTP se report6é que el incremento en la actividad de cofilina es necesario
para el crecimiento inicial de la espina y la acumulacion sinéptica de receptores AMPA
GluR1, mientras que la consolidacion de los cambios depende de la inactivacion de
cofilina y el incremento de p-cofilina (Gu et al., 2010; Noguchi et al., 2016; Stefen et al.,
2016). En este sentido, mediante estudios de alta resolucion Rust y col (Rust et al., 2010)
reportaron que la delecion de cofilina en el proencéfalo de ratones, incrementa los niveles
de F-actina en la sinapsis, y este incremento en la estabilizacion de la actina disminuye
significativamente la movilidad de receptores AMPA en la sinapsis, lo cual sugirio que
la interaccidn directa de una densa red de actina con los complejos de receptores limita la
difusion de proteinas integrales de membrana (Coleman et al., 2003; L. Shen et al., 2000).
Sin embargo, el efecto fue especifico para los receptores, ya que la movilidad de las balsas
lipidicas (plataformas formadas por glicolipidos y esfingomielina en la membrana
plasmatica necesarias para la interaccion de las proteinas implicadas en el transporte
vesicular) en la membrana no se vio alterada. De esta manera, las observaciones de este
trabajo, en conjunto con los antecedentes previos de nuestro laboratorio demuestran que
la exposicidn a estrés cronico incrementa el recambio de actina a largo plazo en NA core,
a través de la regulacion de la actividad de cofilina, ya que, la estabilizacion de la
dindmica de actina en el NA core luego del estrés inducida por el tratamiento con

shcofilina previene las adaptaciones postsinapticas en la trasmision glutamatergica
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inducidas por la cocaina (incremento en la expresion de GIuR1) y el incremento en la
respuesta conductual durante la expresion de la sensibilizacion, revelando que la
modulacién de la actividad de cofilina mediada por estrés es clave para las
neuroadaptaciones desencadenadas por una subsecuente inyeccion de cocaina en el NA

core.

2.2 Sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina: Participacion de cofilina
en los cambios estructurales asociados a la potenciacion sindptica en el NA

core

Se ha observado que el remodelado de actina se incrementa en respuesta a
diferentes experiencias, lo cual, en parte, se encuentra involucrado con los cambios a
largo plazo en los circuitos neuronales durante la plasticidad dependiente de las
experiencias (Hofer et al., 2009; A. Holtmaat & Svoboda, 2009). Durante la reinstalacion
inducida por cocaina o por sefiales asociadas a la administracion de la droga, se describid
que se produce un derrame de Glu en las sinapsis del NA en paralelo con una potenciacion
sinaptica transiente (t-PS en inglés “transient synaptic potentiation”) de las MSNs dentro
de los primeros 15 min luego de la exposicion a la droga (Gipson, Kupchik, et al., 2013).
Esta potenciacion sinaptica transitoria luego de la cocaina o claves asociadas con la droga,
esta asociada al incremento en el tamafio de las cabezas de las espinas dendriticas en el
NA'y al aumento en el radio AMPA/NMDA (Bobadilla et al., 2017), y dichos parametros
pueden ser utilizados como un indice representativo de la fuerza sinaptica, asociada al
incremento de receptores AMPA en la sinapsis del NA (Bobadilla et al., 2017). Ademas,
se reportd que la exposicion a claves asociadas a la administracion de cocaina en
animales, que previamente fueron expuestos a un paradigma de AA de cocaina cronica,
induce rapidamente un incremento en el tamafio de las cabezas de las espinas dendriticas
en NA core acompafiado de un aumento en la expresion de superficie de GIuR1,
sugiriendo que estos cambios estructurales y funcionales son puntos claves asociados con
las alteraciones conductuales a largo plazo en la adiccion (Anderson et al., 2008; Gipson,
Kupchik, et al., 2013). En este sentido, se propuso que la cocaina a través del desarrollo
de una t-SP recluta una mayor red neuronal de MSNs en respuesta a la recompensa de la
droga, incrementado la red neuronal que codifica las sefiales luego de largos periodos
libres de droga (Bobadilla et al., 2017; Cameron & Carelli, 2012; Carelli et al., 2000;

Gipson, Kupchik, et al., 2013; Koya et al., 2009).
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A partir de estos antecedentes, en este trabajo de tesis evaluamos la participacion
de cofilina en los cambios estructurales inducidos por estrés en el NA core luego de la
administracion de cocaina y su asociacion con la sensibilizacion conductual. Con estos
resultados pudimos determinar que la cocaina incrementa el didmetro de la cabeza de las
espinas dendriticas en el NA core de animales estresados, fendmeno que fue
correlacionado positivamente con el incremento de la actividad locomotora observada en
estos animales estresados luego de la cocaina, lo cual sugiere una asociacion causal entre
el incremento en el didmetro de la cabeza de las espinas y la expresion sensibilizacion
conductual. Consistentemente con estas observaciones, Shen y col (H. Shen et al., 2009)
reportaron que la re exposicion a cocaina de animales previamente sensibilizados,
incrementa el tamafio de la cabeza de las espinas en el NA 45 min después de la
administracion de la droga, sin cambios en la densidad total de espinas presentes en las
MSNs (H. Shen et al., 2009). De la misma manera, la expresion de la sensibilizacion
conductual a cocaina inducida por estrés involucra el incremento en el diametro de las
cabezas de las espinas dendriticas en el NA core, y este cambio estructural inducido por
la cocaina en animales estresados podria estar correlacionado con el incremento en la
expresion de receptores AMPA previamente observado durante la expresion de la
sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina. Ademas, nuestros resultados tienen
relacion con el incremento en el diametro de la cabeza de las espinas dendriticas y el radio
AMPA/NMDA descripto luego de un periodo de abstinencia de cocaina (Gipson,
Reissner, et al., 2013; Kalivas, 2009; M. E. Wolf & Ferrario, 2010), sugiriendo que la pre
exposicion a estrés puede desencadenar adaptaciones postsinapticas a largo plazo en el
NA core, similares a las adaptaciones descriptas luego de un tratamiento repetido con

cocainay su re exposicion.

Ademas, en este trabajo describimos que la exposicion a estrés cronico por
inmovilizacion provoco una leve reduccion en el didmetro de las cabezas de las espinas
en el NA core (que se incrementa luego de la cocaina), posiblemente asociado a los bajos
niveles de expresion de p-cofilina y F-actina y el incremento en el recambio de actina
luego del estrés descripto por Esparza (Esparza etal., 2012). Sin embargo, estudios
previos reportaron que la exposicion a estrés agudo de inmovilizacion no altera el
diametro de la cabeza de las espinas dendriticas en el NA core tres semanas después del
estresor (Garcia-Keller etal., 2016), aunque probablemente estas diferencias estén

asociadas a las diferencias en el esquema de estrés como son la duracion de exposicion al
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estresor, las técnicas utilizadas para las determinaciones y el tiempo en el cual se evalta
el cambio estructural. Asimismo, el cambio estructural inducido por la cocaina en el
didmetro de las cabezas de las espinas del NA luego del estrés, respalda la capacidad de
cocaina de modificar el patron de expresion de ABPs luego del estrés, a través de la
disminucion de p-cofilina y p-cortactina y la posible participacion del complejo Arp2/3
(H. Shen et al., 2009) incrementando la nucleacion de ramificaciones de actina en la
cabeza de las espinas y en consecuencia incrementando el tamarfio de la cabeza de las

espinas, descripto previamente por Esparza (Esparza et al., 2012).

Una de las hipdtesis de este trabajo es que cofilina es un mecanismo molecular
por el cual se produce la expansion de las espinas dendriticas en el NA core durante la
expresion de la sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina, responsable de los cambios
duraderos en las MSNs del NA. Tras la induccion de la LTP, el tamafio de la cabeza de
las espinas se incrementa, y esta modificacion es mediada por un incremento de actina y
proteinas que interactGan con la actina para permitir el remodelado del citoesqueleto. Se
ha descripto que los niveles de la proteina cofilina se incrementan durante el pico de
crecimiento maximo de las espinas y se mantienen elevados en las cabezas de las espinas
durante al menos 30 min, para ser luego fosforilada por su regulador aguas arriba LIMK1
(Bosch et al., 2014), lo cual permitiria la consolidacion de los cambios estructurales
(Noguchi et al., 2016). En este trabajo de tesis demostramos que los bajos niveles de
expresion de cofilina en NA core inducidos por el tratamiento previo con el RNA de
interferencia de cofilina disminuyen el diametro de la cabeza de las espinas dendriticas
en los animales previamente expuestos a estrés, y la administracién de cocaina no es capaz
de provocar una modificacion (o incremento) en el diametro de las cabezas de las espinas
dendriticas, evento que fue observado en respuesta a cocaina en animales estresados
tratados con el lentivirus control en NA core. Ademas, el tratamiento con shcofilina
previno la expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés y la
disminucion en el diametro de la cabeza de las espinas se correlaciond con la disminucion
de la actividad locomotora observada en estos animales estresados luego de la cocaina,
estableciendo una asociacion causal entre la disminucion en el diametro de la cabeza de
las espinas y la inhibicion de la expresion sensibilizacion conductual mediada por los
bajos niveles de expresion de cofilina en el NA core. De esta manera, este resultado
destaca la importancia del papel de cofilina en el mantenimiento de la plasticidad

estructural durante la expresion de la sensibilizacion cruzada entre el estrés y la cocaina.
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Consistentemente, un trabajo reciente reportdé que la busqueda de cocaina inducida por
claves asociadas a la administracion de la droga involucra el incremento en el tamafio de
la cabeza de las espinas dendritica en el NA a través del incremento en los niveles p-
cofilina en el NA (Garcia-Keller et al., 2020). Ademas, el crecimiento de las espinas esta
fuertemente correlacionado con cambios en fuerza de la sinapsis (Noguchi et al., 2011),
la expresion de receptores AMPA y el incremento de la PSD durante la induccion del
LTP, por lo cual, se podria proponer que espinas mas grandes pueden expresar mayor
cantidad de receptores (Bosch et al., 2014). En este trabajo, la disminucion observada en
el didmetro de las cabezas de las espinas dendriticas luego de la cocaina, inducida por
bajos niveles de expresion de cofilina en las MSNs del NA core, podria estar directamente
relacionado con la capacidad del shcofilina de prevenir la expresion de receptores AMPA
de superficie luego de la cocaina en animales estresado durante la expresion de la
sensibilizacion conductual. Por lo tanto, la estabilizacién de la actina inducida por los
bajos niveles de expresion de cofilina, luego del estrés, fue suficiente para prevenir los
cambios estructurales y funcionales en las espinas dendriticas del NA core y la respuesta
conductual sensibilizada desencadenadas por la administracion de cocaina. Cabe destacar
que en este trabajo no se realizaron estudios de electrofisiologia las MSNSs, pero las
aproximaciones realizadas en este sentido, se realizaron de manera indirecta a través del
cambio en el tamafio de la cabeza de las espinas y la expresion de receptores AMPA de

superficie, dos de los tres parametros utilizados para medir t-PS (Bobadilla et al., 2017).

2.3 Sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina: Participacion de cofilina
en las modificaciones de la densidad de espinas dendriticas de las MSNs del
NA core

El estrés cronico puede inducir alteraciones en la plasticidad estructural y
sindptica del circuito mesocorticolimbico, lo cual tiene un impacto en la trasmision
glutamatérgicas del NA (S. M. Brown et al., 2005; H. Shen et al., 2009; Toda et al., 2006).
Antecedentes de nuestro laboratorio establecieron una estrecha relacion entre los cambios
a largo plazo inducidos por una Unica exposicion a estrés en las sinapsis glutamatérgicas
de NA y su impacto en la facilitacion de la AA de cocaina. Particularmente, se reporto
que la exposicidn a estrés agudo por inmovilizacidon facilita la adquisicion de la AA de
cocaina y una unica exposicion a estrés puede incrementar la densidad de espinas

dendriticas, asi como, las corrientes glutamatérgicas AMPA/NMDA en NA core, 21 dias
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después del estresor, similar a los cambios observados luego de un periodo de abstinencia
de cocaina (Kalivas, 2009; M. E. Wolf, 2010), apoyando la idea de la existencia de
sustratos comunes entre el estrés y cocaina (Garcia-Keller et al., 2016), que incrementan

la vulnerabilidad a desarrollar adiccion.

En este trabajo reportamos que no se producen modificaciones en la densidad total
de espinas en el NA core, asi como tampoco encontramos diferencias en las densidades
de espinas individuales (thin, mushroom y stubby) 24 h después de la expresion de la
sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés. Sin embargo, reportamos una
interaccion de tres factores (estrés cronico, shcofilina y cocaina) en la densidad de espinas
mushroom al tiempo medido. En este sentido, es aceptado que las espinas mushroom
albergan sinapsis mas grandes y mas fuertes, y son responsables del mantenimiento de
las redes neuronales y la memoria a largo plazo (Bourne & Harris, 2008). Aungue en este
trabajo no describimos cambios en la densidad de espinas maduras, las observaciones
descriptas previamente, relevaron que el incremento en la estabilizacion de la dindmica
de actina inducida por los bajos niveles de expresion de cofilinaen el NA core de animales
estresados fue suficiente para prevenir la expresion de la sensibilizacion conductual a
cocaina inducida por estrés. Este cambio comportamental fue correlacionado con la
capacidad de shcofilina para prevenir el incremento en el didametro de las cabezas de las
espinas dendriticas luego de la cocaina, y el incremento en la expresion de receptores
AMPA de superficie en el NA core de animales estresados. De esta manera, la interaccion
observada en esta poblacién de espinas maduras podria indicar que la modulacién de
cofilina inducida por estrés cronico en el remodelado y la densidad de las espinas tipo
mushroom es critica durante la sensibilizacion a cocaina. Apoyando esta idea, Esparza y
col (Esparza et al., 2012) reportaron que durante la sensibilizacion conductual a cocaina
inducida por estrés se produce un incremento en la PSD y en la expresion de receptores
AMPA de superficie en el NA core de animales expuestos a estrés y cocaina. Asimismo,
los autores reportaron que no se producen cambios en la densidad total de espinas
presentes en el NA core, lo cual, posiblemente esté asociado a una mayor poblacion de
espinas maduras durante la expresion de la sensibilizacion (Esparza etal., 2012),
vinculado a una reorganizacion estructural de las conexiones del NA. Sin embargo, el
incremento de espinas tipo mushroom no fue demostrado en ese trabajo. En esta linea,
considerando el rol del estrés, Christofell y col (Christoffel, Golden, Dumitriu, et al.,

2011) reportaron que el estrés por derrota social aumenta la formacion de espinas
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mushroom en las MSNs y la frecuencia de mEPSC, y asi como también, incrementa el
radio AMPA/NMDA, y la expresion de receptores AMPA GIuR1 en el NA shell,
sugiriendo que el estrés aumenta la excitabilidad de las MSNs e induce el fortalecimiento
de las sinapsis en el NA (Campioni et al., 2009; Vialou et al., 2010). De esta manera, los
resultados obtenidos en este trabajo apoyan la hipotesis del desarrollo de una potenciacion
sinaptica durante la expresion de la sensibilizacion cruzada entre el estrés y la cocaina en
el NA core (asociada al incremento en el didmetro de las cabezas de las espinas
dendriticas y la expresion de receptores AMPA en animales estresados luego de la
cocaina), la cual fue prevenida por el incremento en la estabilizacién de la dinamica de
actina inducida por los bajos niveles de expresion de cofilina en el NA core de animales
estresados y expuestos a una dosis desafio de cocaina, y sugieren que la poblacion de
espinas mushroom es critica para el desarrollo de la potenciacion sinéptica que acompafia
la expresion de la sensibilizacion conductual. Ademaés, dada la relevancia funcional y
estructural de cofilina en las espinas dendriticas (Kruijssen & Wierenga, 2019), estos
resultados podrian sefialar la importancia del remodelado de actina en las espinas
dendriticas maduras mediado por cofilina durante la respuesta sensibilizada a cocaina
inducida por estrés cronico. Cabe mencionar que, en respuesta a la administracion de
cocaina se reporté que, durante la abstinencia prolongada, se produce una potenciacién
sinaptica persistente en el NA, acompafiada por el incremento en el radio AMPA/NMDA,
que se correlaciona con las observaciones descriptas por Wolf y col (Boudreau & Wolf,
2005; M. E. Wolf & Ferrario, 2010), quienes establecieron un incremento en la expresion
de receptores AMPA en la postsinapsis durante la abstinencia a cocaina. Sin embargo,
durante la abstinencia temprana se observé una disminucion en el radio AMPA/NMDA,
demostrando que la potenciacion sinaptica a se desarrolla con el tiempo. Mientras que, la
re exposicion de los animales a la cocaina durante la abstinencia prolongada desencadena
una disminucion en el radio AMPA/NMDA, similar a lo descripto durante la abstinencia
temprana a la cocaina (Kourrich et al., 2007). En la misma linea, Khibnik y col (Khibnik
et al., 2016) reportaron que la cocaina disminuye la fuerza sinaptica en las espinas tipo
mushroom de la poblacién D1-MSNs, reflejado en la tendencia a la disminucion en la
amplitud de las corrientes postsinapticas excitatorias unitarias (UEPSC). Estos hallazgos
son consistentes con observaciones previas que describieron una disminucién del radio
AMPA/NMDA y en las mEPSC en D1-MSNs en respuesta a cocaina luego de un periodo
corto de abstinencia o abstinencia temprana (MacAskKill et al., 2014; Pascoli et al., 2014;
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Thomas et al., 2001), mientras que en la poblacion espinas mushroom de las D>-MSNs
reportaron que la cocaina induce una redistribucion de la fuerza sinaptica en las espinas
mushroom (Khibnik et al., 2016). Por lo tanto, mas estudios serdn necesarios para
determinar con precision el rol de las espinas mushroom durante la sensibilizacién

cruzada entre estrés y cocaina.

Por otra parte, en este trabajo relacionamos la exposicion a estrés y/o cocaina con
las alteraciones en la densidad de espinas thin presentes en el NA core, 24 h después de
la administracion de la droga. Especificamente, demostramos una tendencia en aumento
en la densidad de espinas thin, favorecida por la exposicion a estrés cronico y la
administracion de cocaina, aunque estos resultados no fueron significativamente
diferentes. Las espinas thin son estructuras altamente plasticas asociadas al aprendizaje,
que pueden rapidamente cambiar de forma en respuesta a estimulos, incrementado su
tamafio y reclutando receptores para contribuir a la potenciacién sinaptica o pueden
contraerse en respuesta a una baja una frecuencia de estimulacién (Kruijssen & Wierenga,
2019). Por lo cual, una interpretacién posible de estos resultados es que el estrés y la
cocaina incrementan la plasticidad del NA a través de modificaciones en la densidad de
estas espinas inmaduras (Keck et al., 2008; G. Yang et al., 2009), aun cuando estos
cambios no se vean reflejados en la densidad total de espinas, sugiriendo una
reorganizacion estructural en el NA core durante la sensibilizacion conductual a cocaina
inducida por estrés, consistente con los resultados obtenidos previamente por Esparza y
col en nuestro laboratorio (Esparza et al., 2012). En relacion a estas observaciones Dietz
y col (Dietz et al., 2012) reportaron un incremento en la densidad de espinas inmaduras
tipo thin en NA shell de animales sensibilizados luego del tratamiento crénico con
cocaina, y este cambio se asocié a un mayor recambio de actina mediado por el aumento
en la actividad de cofilina en el NA desencadenado por la cocaina, estableciendo un
vinculo entre los cambios en la plasticidad estructural del NA mediados por cofilinay la
respuesta conductual a cocaina. Sin embargo, Dimitriu y col (Dumitriu etal., 2012)
reportaron que durante la abstinencia temprana a cocaina se produce una disminucion en
la densidad de espinas dendriticas en el NA core, a expensas de la pérdida de espinas tipo
thin, y estos cambios persisten luego de 28 dias de abstinencia. Mientras que en NA shell
reportaron un incremento en la densidad de espinas, que retorna a niveles basales en
tiempos prolongados de abstinencia (Dumitriu et al., 2012), otros datos que sugieren una

clara diferencia entre los cambios estructurales desencadenados en los
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subcompartimientos del NA inducidos por cocaina, posiblemente vinculados con el rol
diferencial de cada subarea durante el desarrollo de adiccion. Ademas, si bien, la
activacion de D1-MSNs y D>-MSNs contribuyen con los efectos gratificantes de la
cocaina (Boyd & Mailman, 2012), y el aumento de la densidad de espinas dendriticas
ocurre en las dos poblaciones de D1-MSNs y D>-MSNs tanto del NA core como en shell,
las alteraciones a largo plazo solo persisten en la poblacion de D;-MSNs luego de
transcurrido 1 mes de la exposicion a la droga (Lee et al., 2006), resultado que establece
un rol predominante de las D1-MSNSs en las alteraciones a largo plazo inducidas por la
cocaina. Por otra parte, en respuesta a estrés, Christoffel y col (Christoffel, Golden,
Dumitriu, et al., 2011) reportaron un incremento en la densidad de espinas inmaduras tipo
stubby en el NA shell de animales susceptibles, lo cual permitio sugerir que el estrés, a
través de la formacién de nuevas espinas, incrementa el ndmero de sinapsis
glutamatérgicas funcionales (Christoffel, Golden, Dumitriu, et al., 2011), ya que espinas
con PSD pequefias pueden incrementar la frecuencia de las mEPSCs en NA. Ademas, en
concordancia con estas observaciones, Golden y col (S. A. Golden et al., 2013) revelaron
que la exposicion a estrés por derrota social produce un incremento en espinas inmaduras
tipo stubby en NA 'y el incremento de espinas stubby se vincul6 con un incremento en la
localizacion de cofilina en este tipo de espinas, sugiriendo la participacion de cofilina de
manera selectiva en el remodelado dendritico inducido por la exposicion a estrés. En esta
linea, ademas, la diferenciacion de los cambios ocurridos en las dos poblaciones de MSNs
en respuesta a estrés, reveld que la exposicion a estrés por derrota social causa atrofia
dendritica en la poblacion D:-MSNs a través de la regulacion de la RhoGTPasa RhoA 'y
su efector descendente Rho-quinasa (ROCK) (Fox et al., 2018). Mientras que Fox y col
(Fox et al., 2020) reportaron que la exposicién a estrés por derrota social incrementa la
densidad de espinas totales en el NA, asociado al incremento en la densidad de espinas
inmaduras tipo thin y stubby en la poblacién D>-MSNs y este cambio en la densidad de
espinas inducido por estrés fue correlacionado con el desarrollo de la conducta de evasion
social (Fox et al., 2020), sugiriendo que los ratones mas susceptibles al estrés tienen una
poblacion mayor de espinas inmaduras en el NA, las cuales pueden madurar a espinas
mushroom durante el estrés. Estos estudios concuerdan con otros antecedentes que
muestran que la activacion de las D1-MSNs induce resiliencia, mientras que la activacion
de la poblacion de D>-MSNs promueve susceptibilidad al estrés (Francis et al., 2015) y

otros reportes que describen un incremento en las mESPC reflejado en un aumento en el
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numero total de espinas en las D>-MSNs en ratones susceptibles al estrés (Christoffel,
Golden, Dumitriu, et al., 2011; S. A. Golden et al., 2013). De esta manera, el estrés y la
cocaina incrementan la densidad de espinas inmaduras en el NA, y los cambios en la
densidad de espinas asociados a la exposicion a estrés y/o cocaina podrian contribuir con
las adaptaciones en la fuerza sinaptica del NA, ya que espinas recién formadas sensibles
a la estimulacion del glutamato, pueden desencadenar adaptaciones en la fuerza sinaptica
en el NA que impactan en la trasmision sinaptica (Khibnik et al., 2016). Por lo tanto, en
este trabajo la densidad de espinas thin inducida por la exposicion a estrés podria ser una
neuroadaptacion que contribuya con los cambios en la fuerza sinaptica generados a largo
plazo en respuesta a la administracion de cocaina. Asi, futuros estudios para determinar
el rol de las D:-MSNs y D»>-MSNs durante la sensibilizacion cruzada entre estrés y
cocaina. Ademas, Dietz y col (Dietz et al., 2012) y Golden y col (S. A. and Golden &
Russo, 2012) reportaron la participacion de cofilina en los cambios estructurales
observados en la densidad de espinas inmaduras en el NA luego del estrés y la cocaina,
si bien, los resultados de este trabajo no concuerdan con estas observaciones ya que la
participacion de cofilina solo se vio implicada en la densidad de espinas mushroom, y no
en la densidad de espinas thin o stubby, estos trabajos respaldan la posibilidad de que la
cofilina sea el mediador molecular intracelular responsable de modificar el citoesqueleto

de actina en respuesta a estimulos estresantes.

En sintesis, estos resultados destacan la importancia de los cambios estructurales
inducidos por el estrés en el NA y, proporcionan evidencia que sustenta la participacion
de cofilina en este proceso. Los bajos niveles de expresion de cofilina fueron suficientes
para impedir el remodelado de actina necesario para que ocurran cambios rapidos en la
morfologia de las espinas dendriticas en respuesta a la cocaina y, por lo tanto, impidieron
la expresion de la sensibilizada conductual. Ademas, a través de estos resultados
demostramos la importancia del remodelado de actina modulado por cofilina en las
espinas mushroom, ya que fue el Gnico subtipo de espina en donde evidenciamos una
interaccion de tres factores (estrés, cocaina y shcofilina), sugiriendo que las espinas

mushroom tiene un rol importante durante la expresion de la sensibilizacion conductual.
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3. CARACTERIZACION DE LA RHOGTPASA RAC1 EN LA
SENSIBILIZACION CRUZADA ENTRE ESTRES Y COCAINA Y EN LOS
CAMBIOS PLASTICOS INDUCIDOS POR ESTRES EN LA POSTSINAPSIS
GLUTAMATERTICAS DEL NA CORE

Numerosas vias de sefializacion aguas arriba de la cofilina regulan su actividad.
En particular, la RhoGTPasa Racl estd intimamente involucrada en el remodelado
dendritico y la formacion de nuevas espinas y constituye uno de los mecanismos mas
estudiados en la regulacion de la actividad de cofilina, a través de la activacion de los
efectores cascada abajo PAK y LIMK1. Brevemente, el aumento en la actividad de la
proteina Racl promueve la fosforilacion de las proteinas PAK, LIMKL1 y el incremento
de p-cofilina, favoreciendo la polimerizacion de los filamentos de actina (Bamburg, 1999;
Barbara W. Bernstein and James R. Bamburg, 2010; Borovac et al., 2018; Kruyer et al.,
2019; Noguchi et al., 2016; Rust, 2015). Varios reportes previos vinculan la participacién
de la RhoGTPasa Racl en la plasticidad estructural y conductual desencadenada por la
administracion de cocaina. En este sentido, Dietz y col (Dietz et al., 2012) reportaron que
la administracion crdnica de cocaina modula la dinamica de actina a través de la
disminucion de la actividad de Racl en NA shell, y este evento molecular origina el
aumento de la actividad depolimerizante de cofilina favoreciendo el remodelado
dendritico en el NA, asociado a una mayor sensibilidad a los efectos de recompensa de la
cocaina. Particularmente, observaron que la expresion de la mutante de Racl constitutiva
activa (Rac-GTP) en NA shell bloguea los efectos de recompensa de cocaina en un
modelo de condicionamiento de preferencia asociado a un lugar (CPP), asi como también
previene el incremento de la actividad locomotora luego de la administracion de una dosis
aguda de cocaina en animales previamente tratados con dosis repetidas de la droga.
Mientras que la expresion de la mutante Racl dominante negativa (Rac-GDP) promueve
el desarrollo de CPP a una dosis de cocaina menor a la cual se observo el
condicionamiento en los animales controles, que no recibieron la microinyeccion de la
proteina mutada en NA (Dietz et al., 2012), sugiriendo que la disminucidn en la actividad
de Racl en el NA es necesaria para los efectos de recompensa de la cocaina y para la
expresion de la sensibilizacion. En la misma linea, Li y col (J. Li et al., 2015) reportaron
que el tratamiento cronico con cocaina incrementa la actividad de Racl en Caudado

Putamen (Cpu), y la microinyeccion en el Cpu de un lentivirus capaz de inducir una
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mutacion en la proteina Racl que impide su activacién previene el condicionamiento en
un modelo de CPP, sugiriendo que el incremento en la actividad de Racl mediado por
cocaina es necesario para el aprendizaje asociado a la recompensa de la droga (J. Li et al.,
2015). Apoyando esta observacion, Racl juega un papel importante en diversas formas
de aprendizaje y memoria (Jiang et al., 2016) y en particular, en la consolidacién de la
memoria inducida por claves asociadas a la cocaina en el NA y en la reconsolidacion de
este tipo de memoria en la amigada basolateral (Ding et al., 2013). Consistentemente con
estos trabajos y, dado que la activacién de la RhoGTPasa Racl estd mediada por factores
intercambiadores de nucle6tidos guanina (GEFs), es importante mencionar que algunos
GEFs fueron estudiados como blancos moleculares implicados en los mecanismos que
median las respuestas a cocaina (Chandra et al., 2013; Dietz et al., 2012; Kiraly et al.,
2010). En particular, animales knock-out de Kalirina7 en NA, uno de los GEFs de Racl,
mostraron una disminucion en el condicionamiento en un modelo de CPP después de la
cocaina, conjuntamente con una pérdida del incremento de la densidad de espinas
dendriticas luego del tratamiento con la droga (Kiraly et al., 2010). Mientras que Chandra
y col (Chandra et al., 2013) reportaron que tras la AA de cocaina los niveles de expresion
de Tiam1, otro de los GEFs de Rac1, disminuyen en NA, similar a lo observado por Dietz
(Dietz et al., 2012) tras la administracion crénica no-contingente de la droga. Ademas la
activacion continua de las neuronas D:-MSNs en NA, no asi las D>-MSNs, produjo una
reduccion en la expresion de Tiam1 similar a lo ocurrido luego de la AA de cocaina, y la
inhibicion selectiva de la activacion de las neuronas D1-MSNs durante la exposicion a
cocaina bloqued la sensibilizacion locomotora luego de la re exposicion a la droga,
sugiriendo la participacion especifica de Tiaml como sustrato molecular en el
comportamiento mediado por cocaina a través de la activacion de las D1-MSNs de NA
(Chandra et al., 2013). Estudios mas recienten reportaron que la activacion de receptores
dopaminérgicos del tipo D1 y D2 en el NA modula diferencialmente la sefializacion
inducida por Racly Cdc42 en respuesta al consumo de metanfetamina (METH) (Tuet al.,
2019; Zhao et al., 2019). La activacion de ambos receptores en NA es necesaria para el
condicionamiento en un modelo de CPP inducido por METH, asi como también para
inducir el incremento de actividad locomotora y generar los cambios plésticos en NA
Especificamente, la estimulacion de receptores D1 promueve la activacion de las vias de
sefializacion mediadas por Racl y Cdc42, mientras que la estimulacion de receptores D>

inhiben la activacion de Racl pero activa Cdc42, y estos cambios moleculares estarian
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implicados en el condicionamiento del CPP inducido por METH y en los cambios en la
plasticidad estructural en NA, pero no en el incremento de la actividad locomotora (Tu
et al., 2019). Ademas, Racl parece tener roles opuestos en la adquisicion y extincion de
memorias contextuales asociadas al consumo de METH en el NA y fue sefialado como
un posible blanco terapéutico para mitigar la recaida de su consumo a través de su
sefializacion en Di1-MSNs (Zhao etal., 2019). Precisamente, niveles reducidos de
actividad de Racl son requeridos durante la adquisicion de la memoria contextual
asociada al consumo de METH y el remodelado dendritico en NA, mientras que un
incremento en su sefializacion es necesario durante la extincion de la memoria contextual.
Asimismo, el incremento en la actividad de Racl solo est4 asociado a los cambios en
plasticidad estructural de las D1-MSNSs, pero no de las D>-MSNs (Zhao et al., 2019). En
conjunto, las evidencias proponen que la administracion de psicoestimulantes puede
regular de manera diferencial la activacion de Racl en el NA, un area intimamente
asociada a la conversion de un estimulo motivacionalmente relevante en una respuesta
conductual (Klawonn & Malenka, 2018), asi como también en Cpu, un area asociada a la
formacion de héabitos. Ademas, dentro de una misma area, como es el NA, la activacion
de las poblaciones D1-MSNs y D.-MSNs modulan la activacion de Racl de manera
diferencial para desencadenar una respuesta conductual, lo cual apoya la idea de que las
RhoGTPasas actuan como mediadores moleculares en la interfaz entre el estimulo
externo y la reorganizacion de actina en las espinas dendritica necesaria para la
comunicacion entre las neuronas, permitiendo cambios adaptativos que median el
comportamiento. De esta manera, la regulacion diferencial de Racl en respuesta a la
administracion de cocaina parece ser necesaria para el desarrollo de las alteraciones
conductuales que se desencadenan con el consumo repetido de la droga y los cambios a
largo plazo en su actividad, inducidos por la cocaina, podrian ser los responsables de las

neuroadaptaciones que subyacen al comportamiento adictivo.

En este trabajo, evaluamos la participacién de Racl en la expresion de la
sensibilizacion conductual a cocaina, y demostramos que la exposicidn a estrés cronico
de inmovilizacion promueve la expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina
inducida por estrés, a través de la disminucion de la actividad de Racl en NA core.
Especificamente, la sobreexpresion de la proteina Racl constitutiva activa (Rac1l-GTP)
en NA core luego del estrés, es suficiente para prevenir la expresion de la sensibilizacién

cruzada a las propiedades estimulantes motoras de cocaina inducida por estrés cronico y
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estos hallazgos se correlacionan con el incremento en la estabilizacion de la dindmica de
actina en el NA core de animales estresados, similar a las observaciones previamente
descriptas luego del tratamiento con shcofilina en el NA core en animales estresados.
Ademas, descartando una participacion aleatoria de Racl en este fendémeno, la
sobreexpresion de la proteina Racl dominante negativa (Racl-GDP) no afecta la
expresion de la sensibilizacién conductual inducida por estrés luego de la inyeccion no
contingente de cocaina, asi como tampoco provoca cambios en la dinamica de actina,
evidenciado en el radio de p-cofilina/cofilina luego del tratamiento con Rac1-GDP. En
apoyo a estas observaciones, numerosos estudios reportaron la participacion de Racl en
los cambios plasticos y conductuales en respuesta a la exposicion a estrés en modelos
animales de depresion (Fan etal., 2018; S. A. Golden et al., 2013; Y. Lu et al., 2019).
Interesantemente, luego de la exposicion a estrés por derrota social, Golden y col (S. A.
Golden et al., 2013) demostraron una disminucién transcripcional de Racl 48 h después
del estresor en el NA, lo cual se refleja en la disminucidn de los niveles de expresion de
la proteina total, y estos cambios moleculares fueron vinculados con cambios en la
plasticidad estructural de las MSNs asociados con la conducta de evasion social y
anhedonia (S. A. Golden etal., 2013). Asimismo, otros autores demostraron una
disminucion considerable en los niveles de expresion y fosforilacion de LIMK1 y cofilina
luego de la exposicion a estrés crénico variable en corteza media prefrontal (CPfm) (Fan
etal., 2018). Mientras que Lu y col (Y. Lu etal., 2019) vincularon los cambios en la
plasticidad estructural en el hipocampo de ratones deprimidos con el incremento en la
dindmica de actina, mediada por la disminucién de la expresion de Racl, LIMKL1 y p-
cofilina inducida por la exposicion a estrés crénico variable (Y. Lu et al., 2019). De esta
manera, se ha demostrado que la desregulacion de la via de sefializacion de Racl y su
modulacion sobre cofilina es un mecanismo molecular intracelular vinculado a la
administracion de cocaina y a la exposicion a estrés, a través del cual, el estrés podria
modificar el remodelado del citoesqueleto de actina necesario para desencadenar el
incremento de los efectos gratificantes y reforzantes de la droga que impactan en el
incremento de la vulnerabilidad al consumo de cocaina. Consistentemente, si bien, poco
se sabe sobre la participacion de Racl en el trafico de receptores AMPA en respuesta a
estimulos estresantes, dadas las similitudes observadas en el NA después del estrés o la
administracion de drogas de abuso (Miczek et al., 2008), resulta interesante especular

acerca de su participacion. En este sentido, observaciones previas reportaron un
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incremento en los niveles de Kalirina7 (un GEFs de Racl) en animales sensibilizados a
la cocaina luego de un periodo de abstinencia, lo cual se vinculd con el incremento de la
fraccién activa de Racl y LIMK1 en el NA y el aumento de la fraccion de superficie de
GIuR1 y la densidad de espinas dendriticas (Y. Wang et al., 2013). En este trabajo
evaluamos la funcion de Racl en los cambios de la postsinapsis glutamatérgica durante
la expresion de la sensibilizacion inducida por estrés. Nuestros resultados demostraron
que la microinyeccion de Racl constitutiva activa (Rac1-GTP) es suficiente para prevenir
el incremento en la expresion de receptores AMPA de superficie en ratas estresadas
crénicamente 45 min después de la exposicién a cocaina, asi como también inhibe la
expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por la previa exposicion a
estrés. Estos resultados demuestran que el estrés induce la disminucién en la actividad de
Racl y esta regulacion parece ser necesaria para la posterior respuesta frente a una dosis
desafio de cocaina y las adaptaciones en la postsinaptica glutamatérgicas del NA core. De
esta manera, el estrés a través de la disminucion en la actividad de Racl podria reducir el
umbral necesario para que una subsecuente inyeccion de cocaina desencadene cambios
en la plasticidad sinaptica y conductual a largo plazo en el NA core, que contribuyen en
el incremento de la vulnerabilidad al consumo de cocaina inducida por estrés. Estudios
futuros seran necesarios para establecer la participacion de Racl en la morfologia de las
espinas dendriticas en respuesta a estimulos estresantes y su impacto en la vulnerabilidad

a la adiccion a cocaina.

CONCLUSION

El presente trabajo de tesis aporta evidencia de la participacion de la via de
sefializacion de la RhoGTPasa Racl y la proteina cofilina en la modulacion de las
neuroadaptaciones ocurridas en NA core que contribuyen a la sensibilizacion cruzada
entre estrés y cocaina e impactan en la vulnerabilidad al consumo de cocaina inducida por
estrés cronico. En este estudio establecemos que algunos de los mecanismos
neurobiolégicos que modulan la administracion repetida de cocaina influencian la
sensibilizacion cruzada entre estrés y cocaina, y demostramos que el estrés cronico induce
alteraciones a largo plazo en las espinas dendriticas del NA core a través de la

desregulacion en la sefializacion de la via de Racl y cofilina.
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En sintesis, las observaciones de este trabajo evidencian que el estrés cronico por
inmovilizacion a través de la disminucion de la actividad de la RhoGTPasa Racl y la
modulacién de la actividad de cofilina regula la reorganizacion del citoesqueleto de actina
necesario para incrementar las propiedades estimulantes motoras de la cocaina y favorece
el desarrollo de adaptaciones postsinapticas en la trasmision glutamatérgica del NA core
que acompafan la expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por
estrés. Ademas, la regulacion de la actividad de cofilina es clave en las neuroadaptaciones
estructurales y funcionales a largo plazo desencadenadas por la exposicidon a estrés
crénico, que contribuyen al aumento de la vulnerabilidad al consumo de cocaina inducida
por estrés cronico. De esta manera, la via de sefializacion de Racl y su regulacion sobre
cofilina constituiria un mecanismo molecular capaz de responder a estimulos estresantes,
por el cual la cocaina desencadena alteraciones a largo plazo en la trasmision
glutamatérgica que impactan en las alteraciones conductuales que acompafian a la

adiccion.
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