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RESUMEN:

Las benzodiacepinas (BZDs) son uno de los medicamentos mas
prescriptos para los trastornos de ansiedad y suefio, cuyo tratamiento requiere
de la administracion cronica del medicamento, puediendo generar
dependencia. En este caso, la interrupcion de su administracién conduce a la
aparicion del sindrome de abstinencia, siendo la ansiedad el signo mas
predominante. El desarrollo de dependencia a diazepam (DZ, una BZDs) se
asocia a un proceso de aprendizaje asociativo dependiente del contexto y se
acompafia con un aumento de la plasticidad sinéptica en el hipocampo (HP). El
HP es una estructura cerebral que participa en procesos de aprendizaje y
memoria, y en la iniciacion y mantenimiento de la adiccion a sustancias
adictivas. Ademas el HP envia y recibe proyecciones del nucleo accumbens
(NAc), una de las principales estructuras cerebrales implicada en la
neurobiologia de la adiccion, de esta forma estas dos estructuras se regulan
funcionalmente de forma bi-direccional. El 6xido nitrico (ON), sintetizado
principalmente por la enzima o6xido nitrico sintasa neuronal (NOS-1), es un
neurotransmisor gaseoso que cumple un rol fundamental en los procesos de
aprendizaje y memoria, en la transmision sinaptica en el HP y en la regulacién
de la actividad de las células principales del NAc. Teniendo en cuenta estos
antecedentes, en este estudio investigamos si la interferencia del proceso de
aprendizaje asociativo que subyace al desarrollo de dependencia, mediante el
empleo de un protocolo de inhibicion latente (IL), es capaz de prevenir el
incremento del indice de ansiedad en ratas Wistar macho durante la
abstinencia a DZ, y el aumento de la transmision sinaptica en el HP, a través
de un mecanismo mediado por ON. Ademas como segundo objetivo, nos
propusimos caracterizar los cambios en la plasticidad funcional y estructural de
las células principales del NAc, y en la neurotransmision nitrérgica en esta

estructura, durante la abstinencia a DZ.

Nuestros resultados indican que los animales que recibieron DZ de
manera cronica utilizando el protocolo de IL no mostraron un comportamiento

del “tipo ansioso” durante la abstinencia, ni cambios en la transmision sinaptica
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en el HP, pero se observé una reduccion significativa en la expresion de NOS-
1. Ademas, la inhibicion farmacol6gica de NOS-1 generd cambios conductuales
y electrofisiologicos similares a los inducidos por la IL. Por el contrario, los
animales que recibieron DZ con el protocolo Control expresaron un
comportamiento del “tipo ansioso” y evidenciaron un aumento en la plasticidad
en el HP, sin alteraciones en la expresion de NOS-1 durante la abstinencia. En
conclusion, la manipulacion de las claves contextuales presentadas durante la
administracién crénica a DZ podria considerarse como una herramienta no
farmacolégica eficaz para prevenir la manifestacion de la abstinencia. Esta
estrategia cognitiva puede influir en la transmision singptica del HP,
probablemente por alteraciones en las vias de sefializacion del ON en esta

estructura.

Por otro lado nuestros resultados mostraron que la expresion de un
comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia, luego de la
administracion crénica de DZ, se acompafio con una reduccion en la plasticidad
funcional y estructural en las células principales del NAc, y en la expresion y
actividad de la enzima NOS-1. Entonces, considerando que el ON es un actor
importante en la modulacion de la actividad y arborizacion dendritica de las
células principales del NAc, la disminucién de la disponibilidad del ON en esta
estructura durante la abstinencia a DZ podria explicar en parte estos
resultados. Ademas teniendo en cuenta que el NAcC envia proyecciones
inhibitorias al HP y a su vez recibe aferencias excitatorias de esta estructura,
nuestros resultados indicarian que el aumento de la transmision sinaptica en el
HP podria potenciar la neurotransmision de interneuronas inhibitorias en el
NAc, produciendo una disminucion de la excitabilidad de sus células
principales. De la misma manera, la inhibicibn de la actividad del NAc
contribuiria con el aumento en la plasticidad sinaptica hipocampal. La
neurotransmision nitrérgica pareceria tener un rol preponderante en los
cambios observados en ambas estructuras. Sin embargo, la complejidad del
circuito involucrado en la dependencia a DZ y las conexiones directas e
indirectas entre las estructuras del SNC no nos permiten establecer una
relacion directa entre la funcionalidad de ambas estructuras, ni descartar la

participacion de otras areas involucradas en este fenémeno.
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ABSTRACT:

Benzodiazepines (BZDs) are usually prescribed for anxiety and sleep
disorders in long term schedules that may cause drug dependence.
Discontinuation after prolonged administration may lead to withdrawal
expression, being anxiety the most predominant sign. The development of
dependence to diazepam (DZ, a BZDs) is considered as a context-dependent
associative learning process and is accompanied by an increase in
hippocampus (HP) synaptic plasticity. HP is a brain structure that participates in
learning and memory processes, and in the initiation and maintenance of drug
addiction. Furthermore, the HP sends and receives projections to nucleus
accumbens (NAc), one of the main brain structures involved in the neurobiology
of addiction, and their function is regulated bi-directionally. Nitric oxide (NO),
synthesized primarily by the neuronal nitric oxide synthase enzyme (NOS-1), is
a gaseous neurotransmitter that plays a fundamental role in learning and
memory processes, in HP synaptic transmission as well as in NAc neuronal
activity regulation. Considering this background, in this study we investigate
whether the interference of the associative learning process that underlie the
development of dependence, by using a latent inhibition protocol (LI), is able to
prevent the enhancement of the anxiety index in male Wistar rats during DZ
withdrawal and the enhanced HP synaptic transmission, through a NO-
mediated mechanism. In addition, we further characterize possible changes in
functional and structural plasticity in the NAc principal cells, and nitrergic

neurotransmission in this structure, during DZ withdrawal.

Our results indicate that chronic DZ treated animals under LI protocol did
not show an anxiety-like behavior, or changes in HP synaptic transmission, but
a significant reduction in NOS-1 expression was observed. Accordingly,
pharmacological NOS-1 inhibition resembles behavioral and
electrophysiological changes induced by LI. Contrary, DZ treated animals under
Control Protocol expressed an anxiety-like behavior and evidenced an
increased HP plasticity, without alterations in NOS-1 expression. In conclusion,
manipulation of the contextual cues presented during DZ administration may be

considered as an effective non-pharmacological tool to prevent the withdrawal
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syndrome. This behavioral strategy may influence HP synaptic transmission,
probably by alterations in NO signaling pathways in this structure.

On the other hand, our results showed that the anxiety-like behavior
expression during withdrawal syndrome, after DZ chronic administration, was
accompanied by a reduction in functional and structural plasticity within NAc,
and in the NOS-1 expression and activity. Considering that NO is a crucial
player in NAc principal cells excitability and in dendritic branching, the
decreased availability of NO in this structure during DZ withdrawal could explain
these results. In addition, considering that NAc sends inhibitory projections to
the HP and in turn receives excitatory afferents from this structure, our results
may indicate that the increased synaptic transmission in HP could enhance the
inhibitory interneurons activity in NAc, producing a decrease in their principal
cells excitability. Also, it is possible that inhibition of NAc activity could
contribute to the HP synaptic plasticity enhancement. Nitrergic
neurotransmission seems to have a preponderant role in the observed changes
in both brain structures. However, the complexity of the circuit involved in DZ
dependence and, direct and indirect connections between the SNC structures
do not allow us to establish a direct relationship between their functionality,

neither rule out the participation of other areas involved in this phenomenon.
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INTRODUCCION:

El abuso a diversas sustancias adictivas y el consiguiente fenémeno de
la adiccién son dos de los problemas sociales mas serios y de mayor impacto
en la salud publica. En las Ultimas décadas se ha realizado un progreso en la
comprension de los efectos de las drogas de abuso en el cerebro, sin embargo
no se han podido desarrollar tratamientos efectivos para prevenir la recaida al
consumo. ElI uso recreacional o terapéutico de diferentes principios
farmacolégicamente activos puede transformarse en un comportamiento
adictivo. Actualmente se propone que el desarrollo de adiccion es un proceso
patolégico de aprendizaje, que involucra la activacién de vias de sefalizacion
intracelulares y cambios adaptativos a nivel de la plasticidad neuronal similares

a los que ocurren durante el aprendizaje y la formacion de memorias.
BENZODIACEPINAS:

Después de mas de 50 afios de experiencia clinica con las
benzodiacepinas (BZDs), el sistema de salud tiene una relacion controversial
con estos farmacos. En 1955, el quimico del laboratorio farmacéutico
Hoffmann-La Roche Leo Sternbach identifico por casualidad la primera BZDs,
el clordiazepodxido. En 1960, dicho laboratorio lo comercializé como Librium, y
busc6 modificaciones moleculares para mejorar su actividad. El diazepam
(Valium) siguié en 1963, y sus competidores también comenzaron a buscar
analogos. Inicialmente, las BZDs parecian ser mas seguras y menos propensas
a causar dependencia que los principios farmacoldégicamente activos mas
antiguos con los mismos usos clinicos, los barbitdricos. Una mejora especifica
fue su falta de depresion respiratoria, el cual era un problema de seguridad con
los barbitaricos. Los profesionales médicos adoptaron rapidamente el uso de
las BZDs, disparando su popularidad y la demanda por parte de los pacientes.
A mediados y finales de la década de 1970, las BZDs encabezaron las listas de
"prescripciones mas frecuentes" y diez afios mas tarde, el entusiasmo y la
preferencia de los médicos por recetarlas crearon una nueva preocupacion: el
espectro del abuso y la dependencia. Los prescriptores estaban desilusionados

y la opinion del publico en general estaba dividida, algunos adoptaron estos
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medicamentos por su capacidad de proporcionar alivio para el dolor de espalda
y convulsiones, mientras que otros creian que muchos “adictos” eran victimas
inocentes cuya legitima necesidad se convirti6 en una pesadilla de deseo e
incapacidad para dejar de tomar el medicamento. Asi comenzo el episodio mas
grande y largo del uso indebido de medicamentos recetados en la historia,
donde los consumidores los utilizaron de manera recreativa (Wick, 2013).

Mecanismo de Accién:

Las BZDs potencian la neurotransmision inhibitoria mediada por el acido
y-amino-butirico (GABA). EI GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio
del sistema nervioso central (SNC) y actlia sobre tres tipos de receptores hasta
ahora conocidos: GABA-A, GABA-B y GABA-C. Las BDZs son moduladores
alostéricos positivos de los receptores GABA-A, lo que significa que solo
actuan en presencia del ligando endogeno GABA (Tan et al., 2011). Cuando
estos farmacos se unen a su sitio especifico en el receptor, aumentan la
afinidad del GABA por su sitio en este complejo, y producen un aumento en la

frecuencia de apertura del canal, incrementando el influjo de CI" (Figural).

El receptor GABA-A es un receptor
' . ' RECEPTOR GABA-A
ionotrépico, conformado por 5 subunidades
proteicas, siendo la estequiometria especifica
de: 2a, 2B y 1y, la conformacién mas
abundante en el SNC. Este receptor tiene un
sitio de wunién especifico para las BZDs
ubicado en las subunidades a, pero es

necesaria la subunidad y para que tengan

efecto modulatorio sobre la apertura del canal.

Figura 1: Representacion esquematica
del receptor GABA-A con las distintas

Cada familia de subunidades exhibe varias

isoformas: a1-6, 1-3, y1-3, por lo tanto en isoformas que lo conforman (a, B, ),

mostrando los  sitios de  unidn

el cerebro se expresan una multitud de especificos para  GABA vy

. . benzodiacepinas (BZDs). Figura
combinaciones que dan lugar a los receptores modificada de “Jacob et al., 2008"

GABA-A. Solo los receptores GABA-A que

contienen a1, a2, a3 y a5 son sensibles a las BDZs (Wieland et al., 1992).
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Farmacoquimica:

“‘Quimicamente las BZDs estan
constituidas por un ndcleo comin que es
el “anillo benzodiazepinico” (Figura 2). La
mayoria posee los N del anillo
benzodiazepinico en posicion 1 y 4, pero
algunas los tienen en posicion 1y 5. Las
diversas sustituciones en las posiciones

disponibles, dan origen a las distintas

BZDs y su amplio espectro de efectos

o ) Figura 2: Estructura quimica de las
farmacolodgicos, a la potencia benzodiacepinas.
Fuente: “Yates K & Catril M, 2009”.

farmacologica con que ejercen un efecto
determinado y a las propiedades farmacocinéticas, que influyen de manera

decisiva en la biodistribucion y en la duracion del efecto” (Hurlé et al., 2008).

Farmacocinética:

“Todas las BZDs presentan buena absorcién por via oral, aunque
algunas lo hacen mas rapidamente que otras dependiendo del grado de
liposolubilidad. El equilibrio de concentraciones entre el plasma y el cerebro se
alcanza rapidamente, ya que todas son lo suficientemente liposolubles y
atraviesan la barrera hematoencefalica. Son metabolizadas en el higado por
accion de enzimas del citocromo P450, muchos de los metabolitos son
farmacologicamente  activos  (principalmente  N-desmetildiazepam vy
nordiazepam) y tienen una vida media prolongada en humanos (36-39 horas)”
(Hurlé et al., 2008).

Segun el tiempo de vida media en humanos, se clasifican como de
accion corta, intermedia o larga. Aunque solo existen diferencias
farmacodinamicas sutiles, se prefieren las BDZs de accion corta para el
tratamiento del insomnio, mientras que las BDZs de accién mas prolongada se
recomiendan para el tratamiento de la ansiedad (Lalive et al., 2011), como por
ejemplo el diazepam (DZ), cuya actividad ansiolitica sera creciente hasta que
se alcance el nivel plasméatico maximo estable tras varios dias de

administracion. Tanto para el tratamiento del insomnio como de la ansiedad es
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recomendable no prolongar el tratamiento mas all4 de 4 semanas (Hurlé et al.,
2008).

Efectos Farmacoldgicos:

Los principales efectos farmacoldgicos de las BZDs son: sedante,
hipnético, miorrelajante, ansiolitico y anticonvulsivante. También son capaces
de producir amnesia anterdgrada, generalmente considerado un efecto adverso
de las BZDs, sin embargo, hay casos en los que esta propiedad puede
utilizarse con fines beneficiosos, como por ejemplo durante los procedimientos

quirargicos para reducir el trauma psicolégico (Koht & Moss, 1997).

Los efectos farmacoldgicos entre las distintas BZDs disponibles son
similares, y se encuentran asociados a la selectividad que presentan para los
distintos tipos de subunidades a del receptor GABA-A. Estudios farmacologicos
y conductuales en ratones knock-in permitieron correlacionar las isoformas de
las subunidades a con los principales efectos de las BDZs. Los receptores
GABA-A que contienen la subunidad a1 median el efecto sedante, amnésico
anterogrado y anticonvulsivante (Rudolph et al., 1999; McKernan et al., 2000).
Aquellos que contienen la isoforma a2 participan en las acciones ansioliticas y
en gran medida en los efectos miorrelajantes. Los receptores GABA-A que
contienen las isoformas de la subunidad a3 o a5 también contribuyen a las
acciones miorrelajantes de las BDZs (Crestani et al., 2001; Crestani et al.,
2002), mientras que se demostro que los receptores GABA-A que contienen la
isoforma a5 participan en procesos cognitivos afectados por las BDZs
(Collinson et al., 2002; Crestani et al., 2002; Cheng et al., 2006). En cuanto a
las propiedades adictivas de las BDZs, se demostré que se requiere la
presencia de receptores GABA-A que contienen la subunidad a1 (Crestani et
al.,, 2002; Tan et al.,, 2010). Ademas, al mejorar la actividad inhibitoria de
GABA, las BZDs en una administracion aguda reducen la liberacion de los
neurotransmisores excitadores, que incluyen noradrenalina, serotonina,

dopamina y acetilcolina de manera central (Guerrini & Ciciani, 2013).

Efectos adversos:

Los efectos adversos mas frecuentes se deben al desajuste de la dosis

en relacibn con el efecto farmacolégico deseado. Aparecen sedacién,
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somnolencia, ataxia, confusion, trastornos de la coordinacién motora, con un
notable deterioro de las habilidades manuales, tales como la conduccién de
vehiculos. Pueden producir amnesia anterdgrada, es decir, limitada a hechos
gue suceden después de la administracion. En ocasiones producen conducta
agresiva u hostil, por desinhibicion, o un estado inicial de nerviosismo antes de
gue se establezca el efecto ansiolitico o sedante. Por via intravenosa rapida
producen suefio prolongado, pero sin depresion grave de las funciones
respiratorias y cardiovasculares. Sin embargo, cuando se asocian a otros
depresores del SNC como el alcohol, anestésicos u opiaceos, pueden provocar
una grave depresion respiratoria que llega incluso a ser mortal (Hurlé et al.,
2008; Rang et al., 2008).

En la mayoria de los tratamientos para los cuales se prescriben las
BZDs se requiere de su uso crénico. El principal problema de la administracion
prolongada de estos medicamentos es el desarrollo de tolerancia, dependencia
y una posible evolucién hacia un comportamiento adictivo. La tolerancia
(aumento gradual de la dosis necesaria para producir el efecto deseado) es
comun a todas las BZDs (Rang et al., 2008). Se produce tolerancia a los
efectos sedantes y anticonvulsivantes, lo que se aprecia mejor cuando se
administran dosis altas durante un tiempo prolongado (Hurlé et al., 2008).
Algunos estudios han propuesto que el desarrollo de tolerancia se deberia a
una modificacion covalente, como una fosforilacion en el receptor GABA-A o
cual disminuiria la afinidad del GABA y de las BZDs por sus sitios de union (De
Blas, 1996). Otras evidencias involucran la sensibilizacion en mecanismos
excitatorios, generando una respuesta compensatoria en el organismo
(Stephens, 1995). La dependencia es un trastorno que se caracteriza por la
disminucion en el control sobre el consumo de una sustancia. Los esfuerzos
gue se realizan por reducir o eliminar la administracibn de esa sustancia
fracasan reiteradamente, por lo que en circunstancias precisas se percibe
como una necesidad o compulsién hacia su administracion, que origina
conductas de busqueda del principio activo. ElI diagnéstico en toda
dependencia no es que el consumo sea elevado, sino la percepcion de fallo en
el control intencionado del consumo (Ayesta et al., 2008). La dependencia se

pone en manifiesto por la aparicion de sintomas caracteristicos del sindrome
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de abstinencia, que es la expresion de los mecanismos de adaptacién del

organismo una vez que la sustancia ha desaparecido del mismo.

Las BZDs pueden provocar dependencia, incluso a dosis bajas, con un
sindrome de abstinencia que se instaura lentamente tras la supresion del
farmaco. Entre los sintomas mas comunes del sindrome de abstinencia a BZDs
se encuentran la ansiedad, insomnio, despersonalizacion y alteraciones
sensoriales, acompafiados de una sintomatologia somatica: palpitaciones,
hiperventilacién, intestino irritable, etc. En cuadros mas graves se puede
observar delirio, alucinaciones, confusién y convulsiones. En muchos casos
resulta dificil diferenciar si se trata de la reaparicién del trastorno preexistente
que dio lugar a la utilizacion del medicamento o es producto de la
discontinuacion del tratamiento, ya que muchas veces los sintomas
caracteristicos del sindrome de abstinencia suelen ser los mismos que dieron

origen al tratamiento.

Considerando la amplia distribucion de los receptores GABA-A y la
selectividad de las BZDs por determinados subtipos de receptores, se han
correlacionado los efectos farmacologicos y secundarios de estos
medicamentos con las areas del SNC donde ejercen su accidon, como se

muestra en la Figura 3 (Nothdurfter et al., 2012).
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Figura 3: Representacion esquematica indicando las distintas subunidades del
receptor GABA-A y la composicion de las subunidades en diferentes regiones del
SNC. Figura modificada de “Nothdurfter et al., 2012”.

AM (amigdala); VTA (area tegmental ventral); LC (locus coreuleus); FR (formacion
rticular); VB (nucleo ventrobasal); RTN (nicleo reticular); RN (nlcleo del rafe); SN
(sustancia nigra); NAc (ndcleo accumbens); HP (hipocampo); IN (interneurona); NP
(neurona piramidal).
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En la literatura se puede encontrar una cantidad considerable de
estudios centrados en el desarrollo de tratamientos efectivos para la
dependencia, abstinencia o incluso adiccién a BZDs. Hoy en dia, a pesar de
gue no existen tratamientos exitosos para la dependencia a BZDs los médicos
eligen discontinuar la administracion del medicamento, realizando una
reduccion gradual de la dosis para evitar los sintomas del sindrome de
abstinencia y asi favorecer el cumplimiento del paciente con la interrupcion de
las BZDs (CADTH., 2015). Sin embargo, los sintomas de abstinencia ocurren
incluso con una disminucion lenta de la dosis a partir de dosis relativamente
bajas de BZDs (Schweizer et al., 1990; Lader, 1994), siendo la ansiedad el
sintoma mas dificil de prevenir o reducir (Podhorna, 2002; Himmerich et al.,
2007). En algunos estudios se combind la reduccion gradual de la dosis y
terapias cognitivo-conductuales, sin embargo estas terapias conductuales
apuntan a reducir la sintomatologia preexistente por la cual se inicio el
tratamiento con BZDs, a través de por ejemplo grupos de apoyo para el

tratamiento de ansiedad, o cambios en las rutinas de los pacientes que sufren
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de insomnio, y no abarcan el problema de adiccién a estos medicamentos
(Baillargeon et al., 2003; Morin et al., 2004; O'Connor et al., 2008).

ABUSO Y MAL USO DE LAS BENZODIACEPINAS:

Las BZDs se encuentran entre los medicamentos psicotrépicos mas
comunmente recetados en todo el mundo y la prevalencia de su uso a largo
plazo en la poblacion general es del 2% al 7% (Lagnaoui et al., 2004; Fang et
al., 2009; Olfson et al., 2015). Los problemas asociados con el uso de las
BZDs, ademéas de los efectos adversos ya mencionados como tolerancia y
dependencia, también se incluyen el mal uso, morbilidad y mortalidad
relacionados con sobredosis y abstinencia (Dickinson et al., 1990; Quaglio et
al., 2012).

El mal uso de medicamentos recetados significa tomar un medicamento
de una manera o dosis diferente a la prescripta; utilizar la receta de otra
persona, incluso para un problema médico legitimo; o tomar un medicamento
para experimentar euforia (Center for Behavioral Health Statistics and Quality,
2018). El aumento en el uso indebido de medicamentos recetados en los
ultimos 15 afios se refleja en el incremento de las visitas a la salas de
emergencias (Blanco et al., 2007), y en las muertes por sobredosis asociadas
con los medicamentos recetados (Jones & McAninch, 2015; Rudd et al., 2016).
Las razones de la alta prevalencia del uso indebido de medicamentos
recetados varian segun la edad, el sexo y otros factores como probablemente
la facilidad de acceso. El uso no médico de este tipo de medicamentos es mas
alto entre los adultos jovenes, de 18 a 25 afios (Center for Behavioral Health
Statistics and Quality, 2018).

El consumo de BZDs se esta convirtiendo en un problema de salud
publica debido a su uso indiscriminado. En Estados Unidos, la Red de
Advertencia de Abuso de Drogas (DAWN- del inglés- Drug Abuse Warning
Network) informé que en el 2011 mas de 1,2 millones de las visitas al
departamento de emergencias podrian atribuirse al uso no médico de
medicamentos recetados, de las cuales el 28,7% incluia a las BZDs (Substance

Abuse and Mental Health Services Administration, 2013). Ademas, en el afio
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2013 se reportd que el 31% de muertes por sobredosis con medicamentos
recetados incluyeron BZDs (Scholl et al., 2018). El abuso de BDZs a menudo
ocurre junto con otras sustancias adictivas (por ejemplo, alcohol o cocaina), lo
que dificulta aiin més los enfoques de tratamiento. Si bien la depresion del SNC
y cardio-respiratoria rara vez caracterizan las sobredosis por BZDs orales
(Welch et al., 1977), su administracion concomitante con alcohol o con otros

medicamentos podria aumentar el riesgo de sobredosis mortal.

Por otro lado, aunque el uso de BZDs esta justificado en muchas
situaciones, la alta proporciébn de prescripciones inapropiadas incluyendo
problemas relacionados con la dosis, la frecuencia, y principalmente el periodo
de duracion del tratamiento, como asi también las interacciones
medicamentosas graves, se observan entre la poblacion adulta mayor. Hay
reportes, que indican que en algunos casos aproximadamente el 70% de los
pacientes recibieron una receta inapropiada (Preville et al., 2012). Otros
estudios en adultos (=50 afios) y adultos mayores (=68 afios) mostraron
respectivamente, que el 35% y 40% presentaron una correcta prescripcion, de
los cuales en solo el 1,9% y 5,8% las BZDs fueron utilizadas en un correcto
periodo de tiempo (Naloto et al., 2016). En nuestro pais las estadisticas
muestran que de los pacientes que recibieron una prescripcion medica para el
uso de BZDs, el 60% de las mismas fueron realizadas por médicos no
especialistas (SEDRONAR, 2017). Estos problemas sugieren que se deben
desarrollar estrategias de prevencion para informar a los adultos mayores,
médicos, farmacéuticos y otros proveedores de atencion médica sobre la
importancia del uso apropiado de estos medicamentos (Preville et al., 2012) y
poder evitar el desarrollo de tolerancia, dependencia y la aparicion del
sindrome de abstinencia luego de la discontinuacién del tratamiento con BZDs,

gue contribuyen al comportamiento adictivo por estos medicamentos.

Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud considera a la
adiccion como una enfermedad del SNC, y aconsejo la sustitucion del término
adiccion por el concepto mas preciso y con menores connotaciones negativas
de “dependencia”, sin embargo el término “adiccion” (y “adicto” estd muy
arraigado y frecuentemente se utiliza de forma mas o menos equivalente al de
dependencia (OMS, 1994). Se ha demostrado que el desarrollo y la expresién
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persistente de comportamientos adictivos se producen mediante la usurpacién
de mecanismos naturales de aprendizaje y memoria dentro del sistema limbico,
y las neuroadaptaciones resultantes de la exposicion repetida a sustancias
adictivas implican procesos de aprendizajes asociativos (Wolf, 2002;
Taubenfeld et al., 2010). El contexto ambiental de una experiencia inducida por
una sustancia de abuso es crucial para el comportamiento de busqueda y
recaida en personas adictas (O'Brien et al., 1992; Hyman & Malenka, 2001).

Este hecho se sustenta en los principios del condicionamiento Pavloviano.
CONDICIONAMIENTO PAVLOVIANO

El condicionamiento Pavloviano es una forma de aprendizaje asociativo
sobre la ocurrencia de dos eventos en forma simultanea; donde el individuo,
mas que aprender sobre las propiedades de un estimulo, aprende a asociar un
estimulo con otro. Ivan Pavlov demostré las bases del “condicionamiento
clasico” observando la respuesta de salivacion de un perro (respuesta
incondicionada- RI) luego de darle comida (estimulo incondicionado- El). Cada
vez que Pavlov le colocaba comida hacia sonar una campana (estimulo
neutro), de esta manera el perro asociaba el sonido de la campana con la
comida (El) y comenzaba a salivar (RI). Asi el estimulo neutro se transforma
por asociacion en un estimulo condicionado (EC) generando una respuesta
condicionada (RC, salivacion). Por lo tanto la proxima vez que el perro
escuchara la campana (EC), a pesar de la ausencia de comida, empezaria a
salivar (RC).

Segun estos principios, las drogas se utilizarian como un El que generan
un efecto en el organismo (RI). La administracion de las drogas (El) se produce
en un ambiente con claves caracteristicas de ese entorno (estimulo neutro).
Luego por asociacion el estimulo neutro puede convertirse en un EC capaz de
provocar una respuesta condicionada (RC) similares a las generadas por el El
(Figura 4) (Pavlov, 1927).
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ESTIMULO RESPUESTA
DROGA | |ncoNDICIONADO ' INCONDICIONADA
Estimulo neutro: .
ESTIMULO RESPUESTA
Claves ambientales CONDICIONADO ' CONDICIONADA

Figura 4: Esquema del condicionamiento Pavloviano.

A lo largo del tiempo, ciertas claves del ambiente comienzan a asociarse
con el uso de la droga, hasta que las claves por si solas son suficientes para
estimular el deseo o la compulsién por consumir la misma. La exposicion a
determinadas claves contextuales que estuvieron presentes durante la
administracion de la droga, después de un periodo prolongado de la ausencia
de droga, promueven que el individuo experimente nuevamente el sindrome de
abstinencia. Estas manifestaciones de la abstinencia estan relacionadas con
las respuestas anticipatorias, dadas por el apareamiento de los estimulos
incondicionados (droga) con los condicionados (claves contextuales), que
pueden ser iguales u opuestas a los efectos que producen la droga. Se ha
sugerido que estas respuestas condicionadas desempefian un papel en la
tolerancia a los medicamentos, la dependencia y la sensibilizacion (Wikler,
1973; Siegel, 1975; 1977, Perez et al., 2002).

La inhibicion latente (IL) es una forma de interferencia cognitiva o del
aprendizaje, que se puede realizar mediante la pre-exposicion al EC, que
generalmente debilita el condicionamiento (RC). Al igual que otros protocolos
de interferencia de aprendizaje, la IL se caracteriza por ser contexto-
dependiente, lo que significa que la magnitud del efecto puede atenuarse
cambiando el contexto durante las diferentes fases del procedimiento
(Wasserman & Miller, 1997).

EL HIPOCAMPO

El hipocampo (HP) es una estructura cerebral que participa en el

procesamiento de las asociaciones entre el contexto ambiental y los estimulos
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no condicionados (Kim & Fanselow, 1992), como las sustancias adictivas
(Taubenfeld et al., 2010; Kutlu & Gould, 2016).

Estructura anatdmica del hipocampo:

El HP forma parte del sistema limbico y est4 localizado en el I6bulo
temporal medial del cerebro. La corteza entorrinal es la mayor fuente de
aferencias hacia el HP y esta conectada con otras areas de la corteza cerebral
actuando de esta manera como interfaz entre esta estructura y otras partes del
cerebro. En el HP se distinguen diferentes poblaciones neuronales (Reznikov,
1975; Amaral et al., 1991; Knierim, 2015):

e Neuronas granulares, glutamatérgicas, cuyos axones son denominados
fibras musgosas.

e Neuronas polimorficas, ubicadas debajo de las células granulares, en esta
capa es donde ocurre la proliferacion celular caracteristica del hipocampo.

e Neuronas piramidales, también glutamatérgicas, que constituyen el tipo
principal de neuronas en esta estructura.

e Interneuronas de tipo GABAérgicas, que se encuentran ampliamente

distribuidas por todo el hipocampo y que expresan Oxido nitrico sintasa.

El HP contiene neuronas piramidales cuyos cuerpos celulares se ubican
en una capa uUnica densamente empaquetada llamada Cuerno de Ammonis
(CA), la cual se divide en tres regiones anatomicas principales: CA1, CA2 y
CAS3. El giro dentado (GD) es una banda estrecha de sustancia gris que sigue
el borde interno del HP. El circuito excitatorio de esta estructura consiste en
tres vias principales. Sin embargo, estas vias constituyen una simplificacion de
las conexiones sinapticas existentes dentro del HP y con otras areas
cerebrales. La informacidn proveniente de estructuras corticales o subcorticales
entra al GD a través de la via perforante desde la corteza entorrinal. Desde las
células granulares del GD la informacién es transmitida a las células
piramidales del area CA3 a través de la via de las fibras musgosas. Las
neuronas del area CA3 envian proyecciones a las células piramidales del area
CAl a través de la via de las colaterales de Schaffer. Finalmente, la
informacion proveniente de las neuronas de CALl retorna a estructuras

corticales y subcorticales (Figura 5) (Purves et al., 2004; Knierim, 2015).
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Figura 5: A la izquierda ubicacion del hipocampo en el cerebro humano; Figura de “Maaske L.,
2016”. A la derecha conexiones principales desde la corteza entorrinal hacia las dendritas de las
neuronas piramidales de las regiones CAl1 y CA3 del hipocampo; Figura modificada de
“McEwen, 2000”.

Plasticidad sinaptica: Potenciacion a Largo Plazo

Las neuronas del HP presentan una forma de plasticidad sinaptica que
es requerida para la formacion de memoria y de ciertos tipos de aprendizajes
(Martin & Morris, 2002), entendiéndose por plasticidad a la capacidad de
adaptarse y mejorar su eficiencia funcional en respuesta a estimulos que
provienen del medio interno o externo. Los mecanismos que explican los
fendmenos de plasticidad en la funcionalidad de un sistema son multiples.
Unos son de caracter neuroquimico; por ejemplo, el incremento en la liberacion
de neurotransmisores o mediadores en el espacio sinaptico, cambios en la
actividad de neuronas que influyen sobre la liberacion pre-sinaptica de los
neurotransmisores, aumento del numero de receptores post-sinapticos,
cambios en la velocidad de inactivacion del mediador y cambios en las
cascadas de mensajeros intracelulares, entre otros eventos. Otras son de
caracter anatomico, la cuales pueden ser mas perdurables e incluso involucran
cambios estructurales permanentes, por ejemplo, modificaciones en las

espinas dendriticas y translocacion de contactos sinapticos (Bi & Poo, 1998).

Las primeras sinapsis identificadas en cerebro de animales donde fue
posible explicar los cambios que acontecen y son las bases de la plasticidad
sinaptica propia de algunos procesos de memoria, fueron las conexiones
excitatorias entre el tracto perforante y las células granulares del GD
hipocampal (Bliss & Lomo, 1973; Bliss & Collingridge, 1993). Cuando un

estimulo de alta frecuencia es dado en esta via excitatoria del HP, causa un
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incremento sostenido en la eficiencia de la transmisién sinaptica, incremento
qgue puede durar por horas, y en un animal intacto por dias o semanas. Esta
facilitacién se conoce como Potenciacion a Largo Plazo (LTP -del inglés- “Long
Term Potentiation”) y se caracteriza por un aumento duradero en la eficacia de
la transmision sinaptica glutamatérgica siendo una forma importante de
plasticidad sinaptica. Ademas, el LTP es un fendmeno aceptado como un
mecanismo molecular para el aprendizaje y la memoria en el cerebro en el que
las sefiales contextuales son relevantes (Phillips & LeDoux, 1992; Martin et al.,
2000).

Mecanismos moleculares que participan en la generacion de la Potenciacion a

Largo Plazo

El LTP en las sinapsis del GD y CA1 del HP requiere de la participacion
del glutamato. El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el
SNC que, una vez sintetizado, se almacena en vesiculas en las terminales pre-
sinapticas de neuronas glutamatérgicas hasta la llegada de un potencial de
accion, el cual provoca la fusion de dichas vesiculas a la membrana pre-
sinaptica y la liberacion del neurotransmisor al espacio sinaptico.
Posteriormente el glutamato liberado actia en las células blanco por union a
receptores ionotropicos especificos que son de tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-
isoxazol (AMPA), acido N-metil-D-aspartico (NMDA) y kainato; o a través de
receptores metabotrépicos acoplados a proteinas G activando segundos
mensajeros. Durante la transmision sinaptica normal, o de baja frecuencia, los
receptores AMPA son los responsables del nivel de despolarizacion de la
membrana, ya que los canales de los receptores NMDA se encuentran
blogueados por Mg*?. Solamente cuando la membrana de la célula post-
sinaptica es adecuadamente despolarizada por accion cooperativa Yy
simultdnea de varias neuronas pre-sinapticas, estos receptores son
desbloqueados desplazando al ion Mg*? del interior del canal, el cual queda
libre para permitir un aumento de la conductancia de Ca*™ hacia el interior
celular (Izquierdo & Medina, 1995; Nicoll & Malenka, 1995). Esta entrada
masiva de Ca'? en la célula post-sinaptica desencadena una cascada de
reacciones bioquimicas de gran trascendencia para la generacion del LTP
(Bliss & Collingridge, 1993). La concentracién intracelular elevada de Ca*?
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activa diversas quinasas; proteina-quinasa A, proteina-quinasa C, proteina-
quinasa M zeta (PKMz), quinasas dependiente de calcio como la
Ca2+/calmodulina (CaMKIl) y proteina-quinasa de tirosina, entre otras (Martin
et al., 2000), y genes de expresion temprana como Arc (del inglés- Activity
Regulated Cytoskeleton-associated protein). Las quinasas mencionadas son
las encargadas de fosforilar proteinas y activar ciertos factores de transcripcion
los cuales activan genes de accion tardia, de inicio mas lento y mayor duracion,
capaces de codificar diversas proteinas, tales como fosfolipasa C, sinaptofisina,
TrkA, TrkB (receptores para tirosina-quinasa tipo A y B respectivamente) y la
subunidad NR2B del receptor NMDA (lzquierdo & Medina, 1997; Ahmed &
Frey, 2005). Existen ademas mecanismos que, iniciados en el compartimento
post-sinaptico, actian retrégradamente en la terminal pre-sinaptica facilitando
la liberacion sostenida de glutamato desde la neurona pre-sinaptica. Se ha
postulado que uno de estos mecanismos es la produccion de éxido nitrico
(ON). La activacion de la CaMKII induce la activacion de la 0xido nitrico sintasa
neuronal (NOS-1) y por consiguiente la sintesis de ON, este mediador difunde
al espacio sinaptico y penetra en la pre-sinapsis para facilitar la liberacion de
glutamato (Burette et al., 2002; Liddie et al., 2013; Russwurm et al., 2001).

CIRCUITO DE RECOMPENSA:

Modulacién funcional entre el hipocampo v el nlicleo accumbens

La activacion del circuito de recompensa es una caracteristica comun en
respuesta a la administracion de distintas sustancias que generan adiccion.
Este circuito es el sitio de convergencia de la informacion motivacional,
emocional, contextual y afectiva, es decir, los tipos de comportamientos que
subyacen a la busqueda compulsiva de sustancias adictivas. Esta conformado
por interconexiones entre estructuras del SNC: el area tegmental ventral (VTA),
la Corteza prefrontal y el Nucleo Accumbens (NAc). El NAc o estriado ventral,
acta como una interfaz entre los sistemas limbicos y motores (Groenewegen
et al.,, 1999; Wolf, 2002), y se divide funcional e histolégicamente en dos
subregiones el NAc core y el NAc shell. Se ha demostrado que el NAc core es
particularmente importante en el aprendizaje instrumental como en la

reinstalacion de la conducta de auto-administracién inducida por claves
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asociadas al consumo de sustancias adictivas (McFarland & Kalivas, 2001). El
NAc shell cumple un rol importante en la recompensa, las conductas
motivacionales, la sensibilizacion conductual y los cambios en el estado
afectivo (Zahm & Brog, 1992).

Las sustancias adictivas como los opioides (Johnson & North, 1992),
cannabinoides (Szabo et al., 2002), nicotina (Maskos et al., 2005), cocaina y
anfetaminas (Sulzer et al., 2005), generan una “sensacion de placer” debido a
gue usurpan el circuito de recompensa aumentando la liberacién de dopamina
(DA) en el NAc y otras areas de este circuito, por estimulaciéon de los cuerpos
neuronales de DA en VTA o debido a que producen efectos similares a los de
DA (Wolf et al., 2004). Entonces, una funcion normal de DA puede ser ayudar a
consolidar el aprendizaje de estimulo-respuesta, por lo que las personas
adquieren el habito de perseguir estimulos gratificantes (Wolf, 2002). Las BZDs
también son capaces de generar este aumento agudo de DA en el NAc por un
mecanismo de desinhibicidon, es decir que eliminan el “freno” de la transmision
inhibitoria sobre los cuerpos celulares de DA en el VTA que se proyectan al
NAc. Estos estudios también reportaron que el potencial adictivo de las BDZs
depende del sitio de union de las BDZs en el receptor GABA-A gue contiene la
subunidad a1 en el VTA (Figura 6) (Tan et al., 2011).
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Figura 6: Representacion esqueméatica del mecanismo de accion de las BDZs en el
VTA. Imagen izquierda: Estructura de VTA con Interneuronas GABAérgicas inhibitorias
(verde) que expresan receptores GABA-A que contienen la subunidad a1, y neuronas
dopaminérgicas (rojo) que expresan receptores GABA-A que contienen la subunidad a3.
Las BZDs activan los receptores GABA-A, como resultado neto se produce una
disminucién de la liberacion de GABA por parte de las interneuronas inhibitorias en la
sinapsis con neuronas dopaminérgicas. Imagen derecha: Estructura de NAc donde se

produce un aumento de la liberacién de dopamina. Figura modificada de “Tan et al.,
2011”7

Las interconexiones entre estas areas constituyen los principales
circuitos neuronales implicados en la neurobiologia de la adiccion. Sin
embargo, otras areas del cerebro, tales como el HP y la amigdala, estan
implicados en la iniciacion y mantenimiento de la adiccion a drogas (Eisch &
Mandyam, 2004). La gran mayoria de las conexiones aferentes que recibe el
NAc son de tipo glutamatérgicas, provenientes de la corteza pre-frontal, la
amigdala y del HP (Floresco, 2015), el cual proporciona informacion espacial y
contextual acerca de diferentes estimulos (Brog et al., 1993; Sesack & Grace,
2010). Por lo tanto, los cambios en la actividad neuronal del NAc que pueden
conducir a patrones de comportamiento relevantes para la motivacion son
probablemente el resultado neto de aumentos/disminuciones en las aferencias

glutamatérgicas (Floresco, 2015).

La transmision sinaptica glutamatérgica dentro del NAc ha sido
reconocida como el blanco principal de las sustancias adictivas para producir
cambios sinapticos adaptativos y modular la produccion del comportamiento

(Han & Lu, 2016). En este sentido, ciertos estudios demostraron que las
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sinapsis de las terminales glutamatérgicas del HP en el NAc también
experimentan cambios neuroplasticos como el fendmeno del LTP, el cual es
necesario para la formacion de recuerdos contextuales relacionados con la
recompensa (LeGates et al., 2018). Por su parte, el NAc también modula la
plasticidad en el HP, es decir que estas estructuras se regulan funcionalmente
de forma bi-direccional (Lopez et al., 2008). También se demostré6 que los
astrocitos regulan la plasticidad sinaptica glutamatérgica en el NAc controlando
la concentracién extracelular de glutamato a través de la captacién y liberacién

coordinadas (Kalivas, 2009).

Si bien la mayoria de las investigaciones que involucran cambios
neurofisiologicos en las neuronas en los procesos de adiccion, como en los
fenomenos de aprendizaje y memoria, se han centrado en la plasticidad
sinaptica, también hay una evidencia creciente de la importancia de la
plasticidad celular. La plasticidad celular, también conocida como plasticidad
homeostatica, implica cambios en la excitabilidad intrinseca de una célula
nerviosa de una manera que no es especifica de la sinapsis. Dado que ciertas
caracteristicas de la adiccibn a sustancias implican una mayor o menor
sensibilidad a la misma, tiene sentido que la excitabilidad eléctrica mejorada o
reducida de ciertas células nerviosas contribuya a estas adaptaciones
conductuales (Chen et al., 2013).

EL OXIDO NITRICO:

El descubrimiento de la funcion del ON como una molécula de
sefalizacion en el sistema nervioso cambié radicalmente el concepto de la
comunicacion neuronal (Esplugues, 2002). Las propiedades fisicas del ON
impiden su almacenamiento en vesiculas celulares y su metabolismo mediante
enzimas hidroliticas, a diferencia de los neurotransmisores “clasicos”. El ON se
sintetiza por accion de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS -del inglés- nitric
oxide synthase) dependiendo de su demanda y difunde desde las células
donde se produce. Aungue su vida media es de unos pocos segundos, es
capaz de difundir ampliamente, entre 10 — 300 um de didmetro (Lancaster,

1994), lo cual conlleva a que las estructuras cercanas a las células que lo
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producen, tanto neuronas como glia, vasculatura, etc., estén influenciadas por
su liberacién, ya que puede atravesar las membranas celulares con facilidad.
Esto implica que, ademas de actuar como un neurotransmisor, el ON tiene un
papel neuromodulador (Garthwaite & Boulton, 1995). La particularidad de poder
difundir dentro de las células le permite interaccionar con las dianas
intracelulares que normalmente son consideradas mensajeros secundarios.
Asimismo, a diferencia de los neurotransmisores convencionales, en los cuales
su actividad termina mediante mecanismos de recaptacién o por degradacién
enzimatica, la inactivaciéon del ON se produce cuando éste reacciona con un

sustrato (Esplugues, 2002).

La sintesis de ON en el cerebro surge de la conversion de L-arginina en
L-citrulina mediante la NOS. Se han identificado tres isoformas principales de
NOS: neuronal (NNOS o NOS-1), endotelial (eNOS o NOS-3) ambas de
expresion constitutiva y dependientes de calcio, y la isoforma inducible (iNOS o
NOS-2) (Bredt & Snyder, 1994). En el SNC, la isoforma de la NOS mas
abundante es la NOS-1, aunque NOS-3 y NOS-2 también estan presentes
(Esplugues, 2002). Ademas, todos los tipos celulares del SNC pueden contener
la enzima; la NOS-1 se expresa fundamentalmente en determinadas
poblaciones neuronales y astrogliales; la NOS-3 se encuentra principalmente
en el endotelio de los vasos sanguineos, pero también se puede localizar en
ciertas neuronas, mientras que la expresion de la NOS-2 se localiza en la
microglia y los astrocitos (Knowles & Moncada, 1994; Heneka & Feinstein,
2001). Aunque la NOS-1 presenta tres variantes principales: NOS-1a (150-
kDa), NOS-1B (136-kDa) y NOS-1y (125-kDa) (Brenman & Bredt, 1997), la
NOS-1a representa la mayoria de la actividad catalitica de NOS-1 en el
cerebro, ya que se observé que cuando se elimina NOS-1a en ratones, hay una

reduccion en el 95% de la actividad catalitica de NOS (Huang et al., 1993).

La vida media del ON en sistemas biologicos es de unos cuantos
segundos a temperatura ambiente (alrededor de 10, 30, o hasta 50 segundos)
(Edelman & Gally, 1992; Clarkson et al., 1995; Wink et al., 1996), ya que se
oxida formando nitritos y nitratos (Buga et al., 1996; Salter et al., 1996; Molina

et al., 2002), los cuales son los metabolitos estables de este gas.
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El 6xido nitrico en el sistema nervioso central

En el SNC, el ON se produce principalmente en interneuronas nitrérgicas
locales ubicadas en diversas estructuras cerebrales (Bredt et al., 1990). La
activacion de receptores glutamatérgicos del tipo NMDA y AMPA promueven la
sintesis de ON. La NOS-1 se une a través de la proteina de densidad
postsinaptica PSD95 a la subunidad NR2B del receptor NMDA (Brenman &
Bredt, 1997), cuando este receptor se activa, el Ca?* que entra a la célula a
través de él se une a calmodulina y como consecuencia se activa la enzima
NOS-1 y aumenta la produccion de ON (Liddie et al., 2013). Una vez
sintetizado, el ON interacciona rdpidamente con su principal diana fisiolégica, la
guanilatociclasa (GCs) (Russwurm et al., 2001) que puede localizarse pre-
sinapticamente, mientras que la NOS-1 esta situada post-sinapticamente, por lo
gue el ON actuaria como un neurotransmisor retrogrado (Burette et al., 2002).
Asimismo, la NOS-1 puede localizarse en prolongaciones muy proximas a otras
sinapsis, pudiendo modular tanto la liberacion de neurotransmisores por parte
del terminal pre-sinaptico como la respuesta de la célula post-sinaptica (Kiss &
Vizi, 2001; West et al., 2002).

El ON puede activar diferentes vias de sefializacion: activa la enzima
GCs estimulando la produccion de guanosin monofosfato ciclico (GMPc), de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y ademas puede reaccionar directamente
con proteinas que contengan grupos sulfhidrilos de cisteina, fenémeno que se
denomina S-nitrosilacion de proteinas (Stamler et al., 2001; Garthwaite, 2008;
Mustafa et al., 2009; Garthwaite, 2010).

Funciones del 6xido nitrico

En el SNC, el ON participa en el desarrollo embrionario (Bredt & Snyder,
1994), y en distintos procesos, como la nocicepciéon (Moore et al., 1991; Moore
et al., 1993), la ansiedad (Quock & Nguyen, 1992), la actividad convulsiva
(Kaputlu & Uzbay, 1997), la ingesta de alimentos (Morley & Flood, 1991), en la
neurotoxicidad asociada a diversos procesos neurodegenerativos y en la
transmision sinaptica (Yun et al., 1996; Bruckdorfer, 2005). Ademas, el ON
también influye en la regulacion de liberacion de neurotransmisores como el

GABA, acetilcolina, DA, serotonina (Guix et al., 2005) y glutamato (Sequeira et
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al., 1997). También se ha demostrado que el ON cumple un rol fundamental en
procesos de aprendizaje y memoria (Park et al., 1998) y en el mantenimiento
del LTP en el HP (Bon & Garthwaite, 2003). En el NAc se ha demostrado que el
ON modula la actividad de la membrana y las propiedades electrofisiologicas

de las principales neuronas de esta estructura (West & Grace, 2004).

Por lo tanto, existe una creciente evidencia de que el ON es un
componente critico de la respuesta del SNC a una variedad de estimulos.
Numerosos estudios demostraron que el ON participa en el desarrollo de la
dependencia de algunas sustancias adictivas, como los opioides (Vaupel et al.,
1995; Gabra et al., 2005), etanol (Uzbay et al., 1997), nicotina (Jain et al.,
2008), cafeina (Kayir & Uzbay, 2004), cannabinoides (Azad et al., 2001),
anfetaminas (Iltzhak et al., 2004), cocaina (Gabach et al., 2013; Artur de la
Villarmois et al., 2019) y BZDs (Talarek et al., 2011). Estas evidencias, sugieren
gue el ON podria ser un mecanismo en comun en las neuroadaptaciones

generadas durante la dependencia a estas sustancias adictivas.
MARCO TEORICO PARA EL DESARROLLO DE LA HIPOTESIS

Experimentos previos del laboratorio han demostrado que el desarrollo
de tolerancia al efecto sedante y la dependencia a DZ son procesos de
aprendizaje de tipo asociativo, donde las claves contextuales que acompafan
la administracion de DZ cumplen un rol fundamental. También se observo que
estos procesos estan asociados a un incremento en la plasticidad sinaptica en
el HP, evidenciado como una reduccion en el umbral para generar LTP en el
GD. A nivel molecular, se demostr6 que el incremento en la plasticidad
sinaptica, tanto en animales tolerantes como dependientes a DZ, coincide con
una sobre-expresion del ARNm que codifica para las subunidades NR1 y NR2B
del receptor glutamatérgico de tipo NMDA en dicha estructura (Perez et al.,
2002). Los cambios en la composicion de estas subunidades del receptor
NMDA podrian contribuir con los efectos reforzantes de sustancias adictivas
cuando se sobre-expresan en el NAc y en el HP, entre otras estructuras
relacionadas con el circuito de la recompensa (Bajo et al., 2006; Kato et al.,
2007; Ma et al., 2007). Estos efectos no se observaron cuando se co-

administré un antagonista no competitivo del receptor NMDA (MK-801),
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impidiendo tanto el desarrollo de tolerancia condicionada a DZ, la sobre-
expresion de las subunidades del receptor NMDA, la generacion del LTP en el
HP (Almiron et al., 2004), y la dependencia a DZ. Ademas, se demostro que el
efecto ansiogénico, caracteristico del sindrome de abstinencia a DZ, estuvo
acompafiado por un incremento en la actividad de las neuronas
noradrenérgicas del Locus Coeruleus (Perez et al.,, 2001) y las neuronas
serotoninérgicas del Nucleo del Rafe Dorsal (Almiron & Ramirez, 2005). Todos
estos cambios pueden contribuir tanto a los signos fisicos del sindrome de
abstinencia que involucran funciones autonémicas y a la ansiedad observada,
como al aumento en la plasticidad sindptica en el HP, que subyacen a la
dependencia y abstinencia a DZ (Perez et al., 2001; Shen et al., 2009; Monti et
al., 2010).

Por otro lado, como se menciono en los mecanismos moleculares del
LTP (ver pagina 26), la entrada masiva de Ca™ en la célula post-sinaptica
luego de la activacion del receptor NMDA, desencadena una cascada de
reacciones bioguimicas, activando diversas quinasas (Martin et al., 2000). Las
guinasas son las encargadas de fosforilar proteinas y activar ciertos factores de
transcripcion. Uno de estos intermediarios es Arc, el cual esta involucrado en
procesos de plasticidad sinaptica inducidos por actividad neuronal vinculada a
procesos de aprendizaje y memoria espacial (Tzingounis & Nicoll, 2006) que
promueven la expansion local del citoesqueleto de actina (Messaoudi et al.,
2007). Otra quinasa cuya fosforilacion y activacion sostenida es necesaria para
el mantenimiento del LTP en el HP y de memorias de larga duracion es la
PKMz (Serrano et al., 2005). Luego de que se conocio que la polimerizacion de
actina es critica para la sintesis de PKMz se ha propuesto una relacion entre
Arc, PKMz y el LTP, llevando a un grupo de autores a sugerir la posibilidad de
un mecanismo secuencial de mantenimiento del LTP, en el que la
estabilizacién de actina dependiente de Arc promueve la sintesis de PKMz y la
expresion del LTP (Kelly et al., 2007; Messaoudi et al., 2007). Esta cascada de
sefalizacion intracelular fue estudiada en el grupo de investigacion, y se
demostré que el desarrollo de dependencia condicionada a DZ esta asociada a
un aumento de células positivas para Arc en el HP dorsal, y que la PKMz

participa en este proceso, ya que la inhibicion de PKMz fue capaz de prevenir
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el comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia a DZ y la facilitacién
en la plasticidad sinaptica asociada, aportando evidencias en torno a una
posible participacién de esta quinasa en el mantenimiento de memorias
relacionadas a los efectos de sustancias adictivas (Monti et al., 2010; Monti et
al., 2012).

Otro intermediario importante en la excitabilidad neuronal y en la
plasticidad sinaptica en el HP y otras areas del cerebro es el ON (Prast &
Philippu, 2001). Conductualmente, se ha demostrado que la administracion
aguda de inhibidores no selectivos de NOS atenua algunos de los signos del
sindrome de abstinencia a BZDs en ratas y ratones, como las convulsiones
inducidas por pentetrazol, la hipermotilidad y la disminucién del peso corporal
(Talarek et al., 2011). Sin embargo, no se ha descripto el rol del ON en la
expresion de ansiedad como signo del sindrome de abstinencia a BZDs, ni en

los mecanismos moleculares que subyacen a este fendémeno.

Entonces, si el desarrollo de dependencia a DZ es un proceso de
aprendizaje dependiente del contexto y este proceso esta asociado con un
aumento del LTP en el HP; teniendo en cuenta que el ON es un intermediario
esencial para el mantenimiento del LTP como para procesos de aprendizajes
asociativos en el HP, y que el HP y el NAc se regulan funcionalmente de
manera bi-direccional contribuyendo a las conductas reforzantes inducidas por
sustancias adictivas, se podria hipotetizar que: la interferencia del proceso
de aprendizaje asociativo que subyace al desarrollo de dependencia a DZ
puede revertir los cambios plasticos dependientes del ON en el HP
evitando la expresion de un comportamiento de “tipo ansioso” durante la
abstinencia a DZ. Ademas, debido a la participacién del NAc en los
efectos reforzantes de las BZDs, la abstinencia a DZ induce cambios en la

plasticidad celular y en la transmision nitrérgica en esta estructura.
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Con el fin de identificar nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento
de la dependencia a DZ, el OBJETIVO GENERAL de este trabajo es prevenir

la expresion del comportamiento de “tipo ansioso” caracteristico del sindrome
de abstinencia a DZ, caracterizando los cambios plasticos en estructuras
cerebrales que participan en procesos de aprendizaje asociativo y de
recompensa, como el HP y el NAc a través de mecanismos mediados por el
ON.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

OBJETIVO I: Interferir con el proceso de aprendizaje asociativo que subyace al
desarrollo de dependencia a DZ utilizando un protocolo de interferencia
cognitiva para prevenir la expresion del comportamiento de “tipo ansioso”

caracteristico del sindrome de abstinencia a DZ.

OBJETIVO lI: Caracterizar el impacto de la interferencia cognitiva en las
variaciones de la excitabilidad neuronal descriptas en el HP luego de la

discontinuaciéon de la administracion cronica de DZ.

OBJETIVO llI: Caracterizar la participacion del ON luego de la discontinuacion
de la administracion crénica de DZ, determinando si la interferencia cognitiva

afecta la expresion de NOS-1 en el HP.

OBJETIVO [IV: Determinar si la inhibicion farmacolégica de NOS-1
desencadena los cambios comportamentales y electrofisiol6gicos observados

con la interferencia cognitiva.

OBJETIVO V: Caracterizar los cambios en la plasticidad sinaptica funcional y
estructural, y en la neurotransmision nitrérgica en el NAc, luego de la

discontinuaciéon de la administracion crénica de DZ.

Con el objetivo de que la lectura de este trabajo sea mas fluida, se
utilizaron frases como: “expresién de ansiedad”, “expresion de abstinencia”,
“animales dependientes”, “animales ansiosos” o “comportamiento ansioso”, las
cuales hacen referencia al comportamiento de “tipo ansioso” como uno de los
sintomas caracteristico del sindrome de abstinencia, luego de la
discontinuacion de la administracion crénico de DZ.
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METODOS GENERALES:

Sujetos experimentales: Se utilizaron ratas Wistar macho de 35 dias de edad al

comienzo del tratamiento con el propésito de mimetizar la adolescencia en
humanos (Caballero & Tseng, 2016). Esta edad fue seleccionada considerando
que los desordenes de ansiedad son altamente prevalentes en los jovenes y
estan asociados a una alta morbilidad y un riesgo incrementado de intentos de
suicidio o comportamientos autolesivos (Foley et al., 2006; Jacobson et al.,
2008; Merikangas et al., 2010; Kessler et al., 2012). Las BZDs son prescriptas
comunmente para el tratamiento de estos trastornos aunque no constituyen el
tratamiento de primera linea (Wehry et al., 2015). Ademas, reportes recientes
indican que los sedantes y tranquilizantes constituyen casi el 10 % de todos los
medicamentos de prescripcion utilizados de manera recreacional por los
adolescentes (NIDA, 2015), siendo el rango etario de 18-25 afios el que
presenta un mayor consumo no meédico de BZDs (Maust et al., 2019).

Los animales fueron obtenidos por endocria en el bioterio del
Departamento de Farmacologia, de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC
(IFEC-CONICET) y mantenidos en un ciclo luz-oscuridad de 12 horas (horas de
luz de 7:00 a 19:00 hs) a una temperatura de 22°C + 2°C. Se alojaron en
grupos de 3 o 4 individuos en cajas de plastico estandar de laboratorio, con
disponibilidad permanente de agua y alimento (dieta comercial balanceada
para ratas y ratones de laboratorio). Los procedimientos experimentales fueron
realizados entre las 9:00 y 12:00 hs. Los animales fueron habituados al
contacto con el experimentador, para ello fueron trasladados a una habitaciéon
diferente, manipulados y luego devueltos a sus cajas y a su sala de alojamiento
comun. Este procedimiento se repitid6 durante los 6 dias previos a iniciar los
tratamientos experimentales. Las ratas fueron asignadas al azar a los distintos

grupos experimentales y cada una fue utilizada una sola vez.

Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo a la Guia de uso
y cuidado de Animales de laboratorio (NIH Publicacién N° 80-23, revisado
1996) y aprobados por el CICUAL-FCQ- Universidad Nacional de Cérdoba
(RES-48-2015).
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Drogas utilizadas en animales: Se utilizaron ampollas de DZ disponibles
comercialmente (10mg/2ml, Klonal SRL, Argentina); Vehiculo (VEH), que
contiene agua destilada, Tween 80 (0,3%, Sigma Aldrich-Fluka, Argentina) y
propilenglicol (5%, Sintorgan SA, Argentina); solucién Salina (0,9 % NaCl); 7-
Nitroindazole (7-NI, Sigma Aldrich, Argentina) diluido en Cremophor EL (Sigma
Aldrich, Argentina) al 10% y en solucion salina.

El DZ se utilizé en una dosis sedante de 5 mg/kg/dia, ya que trabajos
previos del laboratorio demostraron la expresion de un comportamiento de “tipo
ansioso” caracteristico del sindrome de abstinencia a DZ, luego de la
interrupcion de la administracion crénica (18 dias) de DZ (5 mg/kg) (Perez et
al., 2001; Perez et al., 2002; Monti et al., 2010; Monti et al., 2012). La seleccion
de la dosis de 7-NI se bas6é en antecedentes que demostraron que la
administracion de 7-NI (30mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.) en ratas, fue
capaz de inhibir la actividad de la enzima NOS en el estriado, cerebelo, HP,
corteza y bulbo olfatorio, por lo tanto se decidi6 utilizar una dosis de 50 mg/kg
para asegurar la inhibicion completa de la enzima (MacKenzie et al., 1994).
Ademas, en resultados de previos se demostré que la administracion de 50
mg/kg/dia de 7-NI por via i.p. no afectd la actividad locomotora de ratas (Nasif
et al., 2011; Gabach et al., 2013).

Estadistica: Para el analisis de los resultados se utilizé el programa estadistico
GraphPad Prism 6. El tipo de analisis que se utilizé se detalla en cada capitulo
en la seccion de resultados. Los resultados se expresan como la media £ SEM
(error estandar de la media) y el nivel de significancia utilizado fue de un valor
de p<0,05. Todas las comparaciones de las medias fueron realizadas con el
test a posteriori Newman—Keuls. Con el objetivo de verificar la homogeneidad
de varianza se utilizaron los test de "Brown-Forsythe" y de "Bartlett's", una vez
gue se verificd que los datos a analizar cumplian con el criterio de distribucion
normal se realizaron los correspondientes test paramétricos utilizados a lo largo

de esta tesis.

Las metodologias especificas de cada técnica y los disefios
experimentales, se desarrollan dentro de cada objetivo segun

corresponda.
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OBJETIVO |

Interferir con el proceso de aprendizaje asociativo que subyace al desarrollo de
dependencia a DZ utilizando un protocolo de interferencia cognitiva para
prevenir la expresion del comportamiento de “tipo ansioso” caracteristico del

sindrome de abstinencia a DZ.
ANTECEDENTES:

El contexto ambiental de una experiencia inducida por una droga de
abuso es crucial para el comportamiento de blsqueda de la droga y la recaida
al consumo en humanos adictos (Hyman & Malenka, 2001). Ademas, el
aprendizaje y la memoria, particularmente las memorias contextuales, son
importantes para el establecimiento de respuestas condicionadas a las drogas
de abuso (Hyman & Malenka, 2001; Taubenfeld et al., 2010).

Existen reportes clinicos y de laboratorio que indican que la exposicion a
determinadas claves contextuales que estuvieron presentes durante la
administracion de la droga, después de un periodo prolongado de ausencia de
exposicion a la misma, promueven a que el individuo experimente nuevamente
el sindrome de abstinencia. Esas manifestaciones de la abstinencia pueden
estar relacionadas con las respuestas anticipatorias, dadas por el apareamiento
de los estimulos incondicionados (droga) con los condicionados (olores,
pinchazos), que pueden ser iguales u opuestas a los efectos que produce la

droga.

Resultados previos demostraron que un tratamiento de 18 dias con DZ
en ratas Wistar produce el desarrollo de dependencia, la cual se pone en
evidencia luego de la discontinuacion del tratamiento y la consecuente
aparicion de un signo del sindrome de abstinencia, caracterizado por un
comportamiento de “tipo ansioso” (Perez et al., 2001; Perez et al., 2002) que es
evidente hasta 4 dias después de la interrupcion de la administraciéon de DZ
(Monti et al., 2010). Este signo caracteristico del sindrome de abstinencia
puede ser evidenciado nuevamente luego de dos semanas de la interrupcion
del farmaco, cuando los mismos animales son re-expuestos a las claves

contextuales que habian estado presente la primera vez que mostraron un
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comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia a DZ (Monti et al.,
2010). Por otro lado, se reporté que al cambiar las claves contextuales que
acompafaron la administraciéon crénica de DZ, no se evidencié un
comportamiento de “tipo ansioso” como indicador del sindrome de abstinencia,
cuando este fue evaluado 1 o 15 dias después de la interrupcion del farmaco
(Perez et al.,, 2002; Monti et al.,, 2010). También, se demostré que la pre-
exposicion al contexto de administracion impidié el desarrollo de tolerancia al
efecto hipolocomotor después de 4 dias de administraciéon de DZ (Marin et al.,
1999).

Estos resultados concuerdan con la teoria de que un aprendizaje
asociativo, especifico del contexto, subyace al desarrollo de tolerancia y
dependencia a DZ. Por lo tanto, en este trabajo se evaluo si la interferencia de
este condicionamiento mediante un protocolo de inhibicion latente (pre-
exposicion al contexto de administracion de DZ) durante los ultimos dias de un
tratamiento crénico es capaz de prevenir la expresion de ansiedad como

manifestacion del sindrome de abstinencia.
METODOS:

Protocolos de administracion:

Protocolo _de Inhibicion Latente: Los animales fueron inyectados diariamente

por via i.p. con DZ (5 mg/kg) o VEH durante 18 dias (Figura 7). Durante los
ultimos 5 dias fueron pre-expuestos al contexto de administracion de DZ,
donde recibieron una inyeccion i.p. de solucion salina 30 minutos antes de la
administracion de DZ o VEH, obteniendo los grupos experimentales IL-DZ e IL-
VEH.

DZ 5 mg/kg/dia o VEH (i.p.)
1 1

l1]2]314als5]e6l708)9fof11]12]13]1af1516]17]18 LCE
19| 20
I E R E TEST
| JL ]
salina(i.p.) abstinencia

Figura 7: Esquema que muestra el disefio experimental utilizado para el protocolo de inhibicion latente.

LCE (Laberinto en cruz elevado).
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Protocolo Control: Los animales recibieron dos inyecciones (i.p.) simultaneas

durante 18 dias. Los primeros 13 dias, recibieron una inyeccion sin solucion
(solo pinchazo: simulacion de administracion) y la otra inyeccion con DZ o VEH.
En los ultimos 5 dias del tratamiento fueron administrados de forma simultanea
con DZ o VEH y solucién salina, obteniendo los grupos experimentales C-DZ y
C-VEH.

DZ5 mg/kg/dia o VEH (i.p.)
T 1

1121345161718 ]19)10J11412|13j14115116]17Q}18 19 | 20 LCE
11213]141]5 TEST
L j 1 Jl ]
Inyecciones (Simulacién de administracion) salina(i.p.)  abstinencia

Figura 8: Esquema que muestra el disefio experimental utilizado para el protocolo control. LCE (Laberinto

en cruz elevado).

Con el objetivo de preservar las claves ambientales que acompafaron a
la administracion de DZ, todas las inyecciones y manipulacion que recibieron
los animales fueron realizadas por el mismo operador, en la misma ubicacion
de la sala de inyeccion y con un pafio de tela especifico utilizado durante todo

el tratamiento.

Diferentes ensayos clinicos han demostrado que los signos que mejor
caracterizan el sindrome de abstinencia, y por lo tanto demuestran la
dependencia a BZDs luego de discontinuar el tratamiento cronico, son: la
ansiedad, el espasmo muscular y las convulsiones (Woods et al., 1987; 1992).
Ademas, el tiempo de vida media del DZ en ratas cuando se administra por via
i.p., es de 0,89 y 0,88 horas en el cerebro y en el plasma respectivamente
(Friedman et al., 1986). Por lo tanto, en este trabajo se evalud la expresion de
un comportamiento de “tipo ansioso” como manifestacién del sindrome de
abstinencia en ausencia de DZ circulante en plasma o cerebro. Para ello, todos
los animales fueron evaluados en el Laberinto en Cruz Elevado 48 horas

después de la ultima administracién de DZ.
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Laberinto en cruz elevado:

El laberinto en cruz elevado (LCE) consiste en dos brazos abiertos (BA)
opuestos y dos brazos cerrados (BC) también opuestos, con paredes de 40 cm
de alto, sin techo. Los brazos (50 x 10cm) se encuentran enfrentados de tal
manera que forman una cruz y en el medio se encuentra una plataforma central
de 10 x 10 cm. Todo el aparato se encuentra elevado a 50 cm del suelo (Figura
9). Este test, validado para medir un “indice del nivel de ansiedad” en roedores
(Pellow et al., 1985; Pellow & File, 1986), esta basado en la tendencia natural
de estos animales a permanecer en la oscuridad, en los lugares cerrados y por
Su aversion innata a la exposicion a las alturas o a los espacios abiertos. Como
consecuencia, las ratas expuestas al LCE tienden a evitar los brazos abiertos y
a permanecer mas tiempo en los brazos cerrados. El LCE fue colocado en una
habitacion con bajo nivel de ruido y los animales fueron habituados a la sala
durante 1 hora antes de ser testeados. Durante el test, el animal es colocado
en la plataforma central y se lo deja explorar libremente durante 5 minutos, en
este punto al animal se le presenta el conflicto de salir a explorar libremente a
los brazos abiertos o permanecer resguardado y seguro en los brazos
cerrados. El porcentaje del tiempo de permanencia en los brazos abiertos
(%TA), el numero de entradas en los brazos abiertos y el nimero de llegadas a
los extremos de los brazos abiertos, son tomados en conjunto como un “indice
del nivel de ansiedad”, siendo el %TA el parametro mas comunmente
empleado como indicador de ansiedad. EI nimero de entradas en los brazos
cerrados esta relacionado con la actividad locomotora y representa una medida
de la misma. Luego de testear a cada animal el LCE se limpia con una solucién
de alcohol 70%. EI criterio a utilizar para clasificar a los animales en
dependientes 0 no dependientes fue caracterizado y utilizado previamente por
el grupo de investigacion. Aguellos animales que recibieron DZ y cuyo valor de
%TA es comparable con el grupo control (VEH) son considerados como
animales no dependientes (DZ-ND), mientras que aquellos animales que
recibieron DZ y presentan un %TA menor o igual al 12% son considerados

como animales dependiente (DZ-D) (Perez et al., 2002).
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Figura 9: Laberinto en cruz elevado. A la izquierda se muestra una foto tomada del LCE durante un
experimento. A la derecha se muestra un esquema representativo del LCE. En ambas figuras se pueden
observar los brazos abiertos, los brazos cerrados y la plataforma central donde se coloca el animal.

Test de campo abierto:

Para evaluar si la administracion cronica de DZ altera la actividad
locomotora espontanea, se utilizé un grupo diferente de animales los cuales
recibieron DZ o VEH utilizando el protocolo Control. Cuarenta y ocho hs
después de la ultima administracion los animales fueron testeados en la prueba
de campo abierto. El aparato empleado consiste en una caja de madera
cuadrada (60 x 60 x 60 cm), cuya base esta pintada de gris y dividida por finas
lineas negras, en 16 cuadrados idénticos e iluminada por dos bombillas (100-W
entre ambas), con una camara de video digital entre ellas. La caja fue colocada
en una habitacién con bajo nivel de ruido y las ratas fueron habituadas a la sala
durante 1 h antes de ser testeadas. Cada animal fue colocado en la caja de
madera de forma individual y evaluado durante 10 minutos. La actividad
locomotora de cada animal se cuantific6 midiendo el nimero de cuadrados que
el animal cruza mientras camina, considerando que cruza de un cuadrado a

otro cuando pasan sus cuatro patas.
RESULTADOS:

La inhibicién latente evita la expresion del comportamiento de "tipo

ansioso" caracteristico del sindrome de abstinencia de DZ.

El ANOVA de dos vias del %TA muestra un efecto significativo del

tratamiento (VEH vs. DZ) [F(, s0= 7,09; p=0,0104] y del protocolo (control vs.
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IL) [Fa, s0= 4,57; p=0,0375], sin efecto de la interaccion tratamiento x protocolo
[Fa, s0= 0,81; p=0,3718; Figura 10-A]. En el protocolo control, el analisis a
posteriori muestra que el %TA fue significativamente menor en el grupo C-DZ
(14,5 = 2,4) cuando se comparé con el grupo C-VEH (25,9 £ 1,7; *p<0,05);
mientras que en el protocolo de IL no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos IL-DZ (24,2 + 3,3) e IL-VEH (29,9 * 3,4; p>0,05). Ademas se
observé que el %TA en el grupo C-DZ fue significativamente menor que en el
grupo LI-DZ (*p<0,05), y no se encontraron diferencias entre los grupos C-VEH,
LI-VEH y LI-DZ (p>0,05). Cuando se analiz6 el nimero de entradas en los BA
(Figura 10-B), el ANOVA de dos vias mostr6 un efecto significativo del
protocolo [F, s0)= 5,84; p= 0,0193], sin efecto del tratamiento [F(, s0= 3,03;
p=0,0878] ni de la interaccion tratamiento x protocolo [Fi, so)= 1,98; p=0,1656].
El andlisis Newman—Keuls indico que en el protocolo Control, el niumero de
entradas en los BA fue significativamente menor en C-DZ (2,3 £ 0,4) cuando se
comparo con C-VEH (3,8 £ 0,4; *p<0,05); mientras que en el protocolo de IL no
se encontraron diferencias significativas entre IL-DZ (4,1 £ 0,5) e IL-VEH (4,3 £
0,6; p>0,05). Ademas, este parametro fue significativamente menor en el
grupo C-DZ cuando se compar6é con IL-DZ (*p<0,05), y no se encontraron
diferencias entre los grupos IL-DZ, IL-VEH y C-VEH (p>0,05). Por otro lado, el
analisis de las llegadas a los extremos de los BA (Figura 10-C), evidencié un
efecto significativo del protocolo [Fu, s0= 6,51; p=0,0139], sin efecto del
tratamiento [F(1, s0= 0,18; p=0,6736] ni de la interaccion tratamiento x protocolo
[Fa s0= 1,29; p=0,2617]. El test a posteriori indicé que las llegadas a los
extremos fueron significativamente menores en el grupo C-DZ (1,5 + 0,3)
cuando se compard con el grupo IL-DZ (3,2 £ 0,5; *p<0,05), sin diferencias
significativas cuando se comparé con los grupos C-VEH (2,2 £ 0,4; p>0,05) e
IL-VEH (2,9 £ 0,5; p>0,05). No se observaron diferencias significativas entre los
grupos IL-DZ, IL-VEH y C-VEH (p>0,05). Por otro lado cuando se analiz6 el
numero de entradas en los BC (Figura 10-D), el ANOVA de dos vias no mostré
un efecto significativo del protocolo [F (1,500 =2,41; p=0,1268], del tratamiento [F
@, s0) =0,62; p=0,4343], ni de la interaccion tratamiento x protocolo [F (i, s
=2,41; p=0,1268], indicando que no se evidenciaron cambios en la actividad

locomotora en el LCE entre los grupos experimentales.
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Figura 10: Resultados conductuales del LCE 48 horas después de la Gltima administracion de DZ.
Los graficos de barras que representan la media + SEM vy la dispersion de los resultados individuales
muestran: A) Porcentaje del tiempo de permanencia en los brazos abiertos (%TA) de los animales que
recibieron VEH y DZ con el protocolo de IL y control (*p<0,05 comparado con todos los grupos). B)
NUmero de en entradas en los brazos abiertos (BA) de los animales que recibieron VEH y DZ con el
protocolo de IL y control (*p<0,05 comparado con todos los grupos). C) Nimero de llegadas a los
extremos de los brazos abiertos (BA) de los animales que recibieron VEH y DZ con el protocolo de IL y
control (*p<0,05 entre IL-DZ y C-DZ). D) Nimero de entradas en los brazos cerrados (BC) de los animales
gue recibieron VEH y DZ con el protocolo de IL y control. EI nimero de valores analizados para cada
gréfico fue de: Protocolo Control (VEH n=10; DZ n=21), Protocolo de Inhibiciéon Latente (VEH n=7; DZ
n=16).

Cuando se analizaron diferencialmente los animales tratados con DZ
utilizando el protocolo control teniendo en cuenta el criterio de dependencia, es
decir que mostraron un %TA menor o igual al 12% (ver métodos), se observd
que el 38,1% cumplieron dicho criterio (DZ-D) mientras que el 61,9% de los
animales expresaron un %TA mayor al 12% (DZ-ND; Tabla 1). Teniendo en
cuenta este criterio de dependencia, el ANOVA de una via mostré6 una
diferencia significativa en el %TA [F(, 25y =46,02; p=0,0001; Figura 11-A]. El
analisis a posteriori mostré una disminucion significativamente en el grupo DZ-
D (2,9 £ 0,9) cuando se compar6 con los grupos VEH (25,9 + 1,7;*p<0,05) y
DZ-ND (21,9 + 1,8; *p<0,05). No se observaron diferencias entre los grupos
DZ-ND y VEH (p>0,05). En el nimero de entradas en los BA se observd un
efecto significativo entre los grupos [F(,, 28= 17,22; p=0,0001,; Figura 11-B]. La
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comparacién de las medias con el test Newman—Keuls evidencié una reduccion
significativa en el nUmero de entradas en los BA en el grupo DZ-D (0,75 * 0,25)
cuando se comparo con los grupos VEH (3,8 + 0,39, *p<0,05) y DZ-ND (3,23 £
0,36, *p<0,05). No se encontraron diferencias significativas entre DZ-ND y
VEH (p>0,05). También se observo un efecto significativo en la llegada a los
extremos de los BA [Fp2s= 11,74; p=0,0002; Figura 11-C], el andlisis a
posteriori demostrd una disminucion significativa en el grupo DZ-D (0,25 £ 0,16)
cuando se lo compar6 con los grupos VEH (2,2 + 0,36, *p<0,05) y DZ-ND (2,23
+ 0,3, *p<0,05). No se encontraron diferencias entre los grupos DZ-ND y VEH
(p>0,05). Cuando se analiz6 el numero de entradas en los BC, el ANOVA de
una via, no mostré diferencias entre los grupos [F(228=0,7; p=0,5035; Figura
11-D].
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Figura 11: Resultados conductuales del LCE 48 horas después de la ultima administracion de DZ
utilizando el protocolo control. Los graficos de barras que representan la media + SEM vy la dispersion
de los resultados individuales muestran: A) Porcentaje del tiempo de permanencia en los brazos abiertos
(%TA) de los grupos VEH, DZ-D y DZ-ND (*p<0,05 comparado con todos los grupos). B) Numero de
entradas en los brazos abiertos (BA) de los grupos VEH, DZ-D y DZ-ND (*p<0,05 comparado con todos
los grupos). C) Numero de llegadas a los extremos de los brazos abiertos (BA) de los grupos VEH, DZ-D'y
DZ-ND (*p<0,05 comparado con todos los grupos). D) Nimero de entradas en los brazos cerrados (BC)
de los grupos VEH, DZ-D y DZ-ND. El nimero de valores analizados para cada grafico fue de: VEH
(n=10), DZ-D(n=8), DZ-ND n=13).
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Cuando se analizaron diferencialmente los animales tratados con DZ
utilizando el protocolo IL, teniendo en cuenta el criterio de dependencia, en este
caso se observo que el 18,75% de los animales expresaron dependencia (DZ-
D) mientras que el 81,25% pertenecieron al grupo DZ-ND (Tabla 1). El analisis
poblacional (chi-cuadrado) no mostr6 una asociacion entre el tratamiento
(control o IL) y el nimero de ratas de cada condicion (DZ-D y DZ-ND) [X%0,05=
1,63, df=1; p=0,2022].

PROTOCOLO DZ-D (%) DZ-ND (%)
CONTROL 38,1 61,9
INHIBICION LATENTE 18,75 81,25

Tabla 1: Distribucion de animales dependientes y no dependientes expuestos a distintos protocolos de
administracion de diazepam (p> 0,05).

En los animales sometidos al protocolo de IL teniendo en cuenta el
criterio de dependencia, el ANOVA de una via mostr6 una diferencia
significativa en el %TA [Fe, 200 =9,47; p=0,0013; Figura 12-A]. El analisis a
posteriori mostré una disminucion significativa en el grupo DZ-D (4,4 £ 1,78)
cuando se compard con los grupos VEH (29,89 * 3,42; *p<0,05) y DZ-ND
(28,83 £ 2,76; *p<0,05). No se observaron diferencias entre los grupos DZ-ND y
VEH (p>0,05). Cuando el niumero de entrada en los BA fue analizado (Figura
12-B), se observo un efecto significativo entre los grupos [Fe20= 8,4;
p=0,0022]. La comparacion de las medias con el test Newman—Keuls evidenci6
una reduccién significativa en el numero de entradas en los BA en el grupo DZ-
D (1,33 + 0,33) cuando se comparo con los grupos VEH (4,28 + 0,61; *p<0,05)
y DZ-ND (4,77 + 0,34; *p<0,05). No se encontraron diferencias significativas
entre DZ-ND y VEH (p>0,05). También se observo un efecto significativo en la
llegada a los extremos de los BA [F20= 6,77, p=0,0057; Figura 12-C], el
analisis a posteriori demostré una disminucién significativa de las llegadas a los
extremos en el grupo DZ-D (0,33 £ 0,33) cuando se lo compar6 con los grupos
VEH (2,86 + 0,51) y DZ-ND (3,85 + 0,46; *p<0,05). No se encontraron
diferencias entre los grupos DZ-ND y VEH (p>0,05). Por otro lado, el ANOVA
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de una via, no mostré diferencias en el niumero de entrada en los BC entre los
grupos [F220=1,61; p=0,2248; Figura 12-D].
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Figura 12: Resultados conductuales del LCE 48 horas después de la ultima administracion de DZ
utilizando el protocolo de Inhibicién Latente. Los gréficos de barras que representan la media £+ SEM y
la dispersion de los resultados individuales muestran: A) Porcentaje del tiempo de permanencia en los
brazos abiertos (%TA) de los grupos VEH, DZ-D y DZ-ND (*p<0,05 comparado con todos los grupos). B)
Numero de entradas en los brazos abiertos (BA) de los grupos VEH, DZ-D y DZ-ND (*p<0,05 comparado
con todos los grupos). C) Numero de llegadas a los extremos de los brazos abiertos (BA) de los grupos
VEH, DZ-D y DZ-ND (*p<0,05 comparado con todos los grupos). D) Numero de entradas en los brazos
cerrados (BC) de los grupos VEH, DZ-D y DZ-ND. El nimero de valores analizados para cada gréfico fue
de: VEH (n=7), DZ-D (n=3), DZ-ND n=13).

Con el objetivo de evaluar si la administracion repetida de DZ altera la
actividad locomotora espontanea que puede llevar a una interpretacion
incorrecta del comportamiento de “tipo ansioso” testeado en el LCE, se realiz6
el test de campo abierto en un grupo diferente de animales utilizando el
protocolo control. El t-test no apareado no mostrd diferencias significativas

entre los grupos analizados [t(s, 0,05=0,39; p=0,6957; Figura 13]. Esto sugiere
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gue las diferencias conductuales que se observaron en los distintos grupos
experimentales en el LCE, no son debidas a una alteracion de la actividad

locomotora de los animales.
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Figura 13: Resultados conductuales del test de campo abierto 48 horas después de la ultima
administracion de DZ utilizando el protocolo control. El grafico de barra que representa la media +
SEM vy la dispersion de los resultados individuales muestra la actividad locomotora de los grupos VEH
(n=7) y DZ (n=11).

CONCLUSIONES PARCIALES:

Los resultados obtenidos en este capitulo confirman resultados previos,
donde se demostré que el desarrollo de dependencia a DZ es un proceso de
aprendizaje de tipo asociativo, el cual puede ser interrumpido con la pre-
exposicion al contexto de administracion que formé parte durante el tratamiento
cronico a DZ, los ultimos 5 dias del tratamiento. Por lo tanto se demostro que el
protocolo de IL fue eficaz para prevenir la expresion de la abstinencia a DZ, ya
gue el incremento del comportamiento de “tipo ansioso” evidenciado en el LCE
con el tratamiento control no se observo cuando los animales recibieron DZ con

el protocolo de IL.

Cuando se analizé la distribucion poblacional de animales entre los
protocolos de administracién de DZ, si bien el chi-cuadrado no mostré una
diferencia significativa entre los porcentajes de animales DZ-D y DZ-ND, se
observé una tendencia al aumento de animales no dependientes cuando se

utilizo el protocolo de IL ya que el 81,25% de los animales que recibieron DZ no
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evidenciaron un incremento de “ansiedad”, mientras que con el protocolo
control el 61,9% de los animales no expresaron “ansiedad” luego de la
discontinuacion de la administracién de DZ. Este cambio en los porcentajes de
animales DZ-ND podria explicar la eficacia del protocolo de IL para prevenir la
expresion del comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia a DZ.
Por lo tanto la diferenciacion conductual entre animales dependientes y no
dependientes permitié abordar en los préximos capitulos el estudio de posibles
mecanismos que subyacen al desarrollo y/o expresion de dependencia a DZ.

Por dltimo es importante destacar que la diferenciacion conductual entre
animales DZ-D y DZ-ND reproducen reportes en humanos en relacién a la
expresion de la abstinencia a DZ, ya que la dependencia es un fenébmeno que
presenta una notable variabilidad inter-individual y la intensidad de la necesidad
0 compulsién por consumir varia entre las diversas personas. En el caso de las
BZDs, aproximadamente el 35% de los pacientes tratados durante mas de 4
semanas desarrollan dependencia, y cuanto mayores hayan sido las dosis
utilizadas y mas prolongado el tratamiento, mas intenso es el sindrome de

abstinencia (Hurlé et al., 2008).
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OBJETIVO Il

Caracterizar el impacto de la interferencia cognitiva en las variaciones de la
excitabilidad neuronal descriptas en el HP luego de la discontinuacion de la

administracion crénica de DZ.
ANTECEDENTES:

Como se ha descripto en esta tesis y en trabajos anteriores, el desarrollo
de dependencia a DZ por la administracion cronica subyace a procesos de
aprendizaje asociativo y memoria (Perez et al., 2002; Monti et al., 2010; Monti
et al., 2012), donde el HP tiene un rol esencial (Ramirez & Perez, 2009), ya que
participa en el procesamiento de las asociaciones entre el contexto ambiental y
los estimulos no condicionados, como los efectos de las drogas de abuso (Kim
& Fanselow, 1992). Numerosos trabajos indican que la adiccion a drogas y los
procesos de aprendizaje y memoria, comparten circuitos neuronales, cascadas
de sefiales intracelulares (Nestler, 2001; Wolf, 2002; Kelley, 2004) y estan
acompafados por alteraciones en la plasticidad sinaptica, particularmente en
las sinapsis glutamatérgicas del cerebro, siendo el LTP un claro ejemplo de

estas adaptaciones (Nestler, 2002).

Estudios previos demostraron un aumento en la plasticidad sinaptica en
el GD del HP, evidenciado como una reduccion en el umbral para generar LTP,
en animales que expresaron un incremento de “ansiedad” en el LCE luego de
la discontinuacion de la administracion crénica de DZ (Perez et al., 2001; Perez
et al., 2002; Monti et al., 2010; Monti et al.,, 2012). Resultados similares se
encontraron luego del desarrollo de tolerancia al efecto sedante de DZ, ya que
los animales tolerantes a dicho efecto mostraron una reduccion en el umbral
para generar LTP. Sin embargo, cuando se utilizé el paradigma de IL para
impedir el desarrollo de tolerancia al efecto hipo-locomotor de DZ (Marin et al.,

1999) se observo una normalizacion del umbral para generar LTP.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este capitulo nos
propusimos estudiar si la interferencia cognitiva (IL) durante el desarrollo de
dependencia a DZ es capaz de normalizar el umbral para generar LTP luego de

la discontinuacion del tratamiento con DZ.
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METODOS:

Protocolos de administracion:

Los animales recibieron DZ y VEH utilizando el protocolo control y el protocolo
de IL, tal como se detall6 en el Objetivo I.

Electrofisiologia:

Inmediatamente después de del test conductual (LCE) los animales
fueron sacrificados, utilizando wuna qguillotina, para realizar registros
electrofisiolégicos extracelulares multiunitarios. Con el objetivo de evitar
variaciones provocadas por el ritmo circadiano o factores de estrés no
especificos, las ratas fueron sacrificadas entre las 11:00 y 12:00 am. (Teyler &
DiScenna, 1987). Para ello se prepararon cortes transversales del HP de
aproximadamente 400 pum de espesor, los cuales fueron mantenidos en
condiciones fisiologicas en una camara de almacenamiento que contiene
solucion de Krebs estandar (NaCl, 124,3 mM; KCI, 4,9 mM; MgSO, - 7H,0, 1,3
mM; HoKPOy4, 1,25 mM; HNaCOs;, 25,6 mM; glucosa, 10,4 mM; CacCl, -2H,0,
2,3 mM; Sigma, Argentina) saturada con 95% de O, y 5% CO,. Al comienzo de
los experimentos, cada rebanada se colocé en una camara de registro (BSC-
BU Harvard Apparatus) perfundida con la solucion estandar de Krebs saturada
con 95% de O, y 5% CO,. La velocidad de perfusion fue de 1,6 mi/min, y la
temperatura de la solucion del bafio se mantuvo a 28 °C con un controlador de
temperatura (TC-202A Harvard Aparatos). Los potenciales de campo post-
sinapticos excitatorios (EPSP -del inglés- Excitatory Post Synaptic Potentials)
fueron evocados con un electrodo de estimulacion colocado en el tracto
perforante y conectado a un generador de pulsos (A310 Accupulser-World
Precision Instruments Inc., EE.UU.). El electrodo de registro fue colocado en la
capa de células granulares del GD, y conectado a un amplificador que envié las
sefiales a un osciloscopio donde se observaron y registraron los EPSP
generados (Figura 14-A). Solo los cortes que mostraron una respuesta estable
fueron incluidos. La amplitud (mV) de los EPSP que respondieron a pulsos de
0,2 Hz (0,5 ms; 10 mA cada uno) fueron medidos cada 5 min durante un
periodo de 20 a 30 min de tiempo (registro basal). Una vez que no se
observaron cambios en la amplitud del EPSP, se aplico un “protocolo de
estimulacion de frecuencia creciente”. Este protocolo permitié analizar distintos
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valores de frecuencia de estimulacion con el fin de determinar el menor
estimulo para generar LTP, “valor umbral”. El estimulo (“tétano”) consistio en
un tren de pulsos cuadrados de 2 segundos de duracion (0,5 ms; 10 mA cada
uno), utilizando una frecuencia de estimulacion creciente, comenzando con un
estimulo de 5 Hz, si no se observd LTP 20 min después de la estimulacion, otra
rebanada del HP se utiliz6 para probar un estimulo al siguiente valor de
frecuencia pudiendo llegar hasta 200 Hz (Perez et al., 2010). Una vez que se
generd el LTP, ningun otro estimulo fue otorgado y se continud registrando el
EPSP a 0,2 Hz cada 20 minutos para realizar un perfil temporal del LTP. Se
considera que se gener6 el LTP cuando se produce un aumento superior al
30% de algun parametro del EPSP con respecto al registro basal, y que el
incremento persista durante 60 minutos (Figura 14-B). Se determind la
frecuencia (Hz) umbral para generar el LTP en los distintos grupos
experimentales, los valores se analizaron mediante un ANOVA de dos vias y se
expresaron como la media (Hz) + SEM. El porcentaje de aumento del EPSP
con respecto al registro basal se promedido en cada punto de tiempo y se
analiz6 mediante un ANOVA de dos vias de medidas repetidas, considerando

al tiempo de cada registro como la medida repetida.

A. B.
Electrodo de BASAL LTP
registro CAl "

Electrodo de
CA3 estimulacién
Amplitud
del EPSP
: Tracto Perforante Antes del Después del
Giro dentado estimulo il

Figura 14: A) Imagen de un corte de hipocampo de cerebro de rata que muestra la ubicacion de los
electrodos. El electrodo de estimulacién se coloca en el tracto perforante y el electrodo de registro en
el giro dentado. B) A la izquierda, se muestra la representacién de un EPSP en estado basal, previo
al estimulo. A la derecha, se muestra la sefial representativa obtenida luego del estimulo (umbral
para generar LTP), mostrando el incremento respecto a la sefial basal.
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RESULTADOS:

La inhibicion latente previene el aumento de la plasticidad sinaptica
hipocampal observada durante la abstinencia a DZ en animales

“dependientes”.

El ANOVA de dos vias mostro en el umbral para generar LTP, un efecto
significativo del tratamiento [Fu, 17=13,65; p=0,0018] y de la interaccion
tratamiento x protocolo [F(, 17)=5,08; p=0,0378], sin efecto del protocolo [F (1,17
=0,98; p=0,3354; Figura 15-A]. El analisis a posteriori, indic6 que en el
protocolo control el umbral para generar LTP fue significativamente menor en
C-DZ (52 + 8 Hz) cuando se comparé con C-VEH (96,0 + 7,48 Hz; *p<0,05);
mientras que en el protocolo de IL no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos LI-DZ (76,0 £ 9,79 Hz) y LI-VEH (86,67 = 4,22 Hz; p>0,05).
Ademas, se encontraron diferencias significativas entre C-DZ cuando se
comparé con los grupos C-VEH, LI-VEH y LI-DZ (*p<0,05), pero no se
encontraron diferencias entre los grupos C-VEH, LI-VEH y LI-DZ (p>0,05).
Estos resultados obtenidos utilizando el protocolo control fueron capaces de
reproducir los resultados previos del grupo de investigacion mencionados, en
los que se reportd una reduccion en el umbral para generar LTP en el HP en
animales que expresaron “ansiedad” durante la abstinencia a DZ (Perez et al.,
2002).
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Figura 15: Resultados de electrofisiologia 48 horas después de la ultima administracion de DZ
utilizando el protocolo control y de inhibicion latente. A) Los gréaficos de barras que representan la
media + SEM vy la dispersion de los resultados individuales muestran, el umbral para generar LTP (HZ) de
los grupos C-VEH (n=5), C-DZ (n=5), IL-VEH (n=6), IL-DZ (n=5), *p<0,05 comparado con todos los
grupos. B) Trazos representativos de los EPSP correspondientes a los grupos C-VEH, C-DZ, IL-VEH, IL-
DZ antes (linea continua) y después (linea de puntos) del estimulo.
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Cuando se analiz6 el perfil temporal del mantenimiento del LTP, el
ANOVA de dos vias de medidas repetidas mostré un efecto significativo del
tiempo [Fs, 85=42,2; p=0,0001], sin efecto de la interaccion grupo x tiempo [Fs,
gs) =0,4; p=0,9763] ni de los grupos [F, 17y=0,18; p=0,9055; Figura 16]. El test a
posteriori revelo diferencias significativas en el porcentaje de incremento del
EPSP comparado con la linea base entre los tiempos anteriores al tétano (-40 y
-20 minutos) y los tiempos posteriores al mismo (0, 20, 40 y 60 minutos,
*p<0,05). No se encontraron diferencias entre los grupos en los tiempos 0, 20,
40 y 60 minutos (p>0,05). Esto sugiere que la determinacién del umbral para
generar LTP es un método mas sensible para evidenciar un cambio en la
excitabilidad neuronal comparado con el nivel de potenciacion (incremento del

EPSP) luego de un tétano.
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Figura 16: Perfil temporal del mantenimiento del LTP. El grafico muestra el porcentaje de incremento
del EPSP luego de un estimulo efectivo, en los grupos C-VEH (n=5), C-DZ (n=5), IL-VEH (n=6), IL-DZ
(n=5); *p<0,05 con respecto a los tiempos -40 y -20 minutos. Los simbolos representan las medias + SEM.
La flecha negra representa el momento en que se aplicé el estimulo.
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CONCLUSIONES PARCIALES:

Estos resultados confirman reportes previos que indican una facilitacién
del proceso plastico hipocampal, medido como una disminucién en el umbral
para generar LTP, sin afectar el nivel de potenciacion, en aquellos animales
que evidenciaron dependencia luego de la administracion cronica de DZ. Sin
embargo, los animales que recibieron DZ con el protocolo de IL, en los cuales
no se observo la expresion del comportamiento de “tipo ansioso” durante la
abstinencia a DZ, no evidenciaron un cambio en la plasticidad sinéptica
hipocampal, ya que el umbral para generar LTP es comparable con el grupo

vehiculo.

Por lo tanto, si el desarrollo de dependencia a DZ es un fendmeno de
aprendizaje asociativo, y las sefiales ambientales son relevantes, entonces
nuestros resultados con respecto a la ausencia de un incremento del
comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia a DZ y la falta del
aumento concomitante en la plasticidad sinaptica del HP, observada en
animales después de la pre-exposicion al contexto de administracion (IL),
indicarian que la plasticidad sinaptica en el HP seria el mecanismo biolégico de
los cambios estructurales y neuroquimicos que se producen durante el proceso

de aprendizaje asociativo que subyace al desarrollo de dependencia a DZ.
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OBJETIVO 1l

Caracterizar la participacion del ON luego de la discontinuacion de la
administracion cronica de DZ, determinando si la interferencia cognitiva afecta

la expresion de NOS-1 en el HP.
ANTECEDENTES:

El ON es un neuromodulador gaseoso sintetizado en el cerebro
principalmente por la enzima NOS-1 luego de la activacion del receptor
glutamatérgico NMDA (Garthwaite & Boulton, 1995). Se ha demostrado que el
ON cumple un rol fundamental en procesos de aprendizaje y memoria (Park et
al., 1998) y en el mantenimiento del LTP en el HP (Bon & Garthwaite, 2003), ya
gue modula procesos de excitabilidad neuronal y de plasticidad sinaptica dentro
del HP y también en otras areas del cerebro (Prast & Philippu, 2001).

Por otra parte, la activacion de las vias nitrérgicas contribuyen a las
adaptaciones neuronales inducidas por diferentes drogas adictivas (Tayfun
Uzbay & Oglesby, 2001; Nasif et al., 2011; Gabach et al., 2013), y la inhibicion
de la sintesis de ON reduce la expresion del sindrome de abstinencia de
psicoestimulantes (Rawls et al., 2006), nicotina (Jain et al., 2008), opioides
(Vaupel et al., 1995), etanol (Uzbay et al., 1997), y BZDs (Talarek et al., 2011).
Por lo tanto en este capitulo se evalu6 si la administracion repetida de DZ o la
manipulacion comportamental (IL) fueron capaces de inducir cambios en la
expresion de la enzima NOS-1 luego de la interrupcién de la administracion
cronica de DZ, y asi estudiar el rol del ON en los procesos de plasticidad
sinaptica y de aprendizaje asociativos que subyacen al desarrollo de

dependencia a DZ.
METODOS:

Protocolos de administracion:

Los animales recibieron DZ y VEH utilizando el protocolo control y el protocolo

de IL, descriptos en el Objetivo I.
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Procedimiento de Western Blot:

Inmediatamente después del test conductual (LCE) los animales
provenientes de cada grupo experimental fueron decapitados con guillotina.
Sus cerebros fueron removidos rapidamente y colocados en hielo. Se
prepararon cortes coronales de cerebro de 2 mm que contenian HP dorsal
(HPd) o ventral (HPv). El tejido se homogeneiz6 en un buffer de lisis con
inhibidores de proteasas y fosfatasas, el homogenato se centrifugé a 12000g
durante 10min a 4°C. El sobrenadante se combiné con buffer de muestra
(LAEMMLI), luego fue hervido a 100°C durante 5min y almacenado a -20°C
hasta su uso. La determinacion del contenido de proteinas se realizé utilizando
alicuotas del sobrenadante mediante el método de Bradford. Las muestras (70
Hg de proteinas) fueron corridas en un gel de electroforesis de poliacrilamida
sodio-dodecyl sulfato al 8% (SDS-PAGE), transferidas a membranas de
difluoruro de polivinilideno en un buffer de tris-glicina con metanol al 20%. Las
membranas fueron cortadas a 75KDa con el objetivo de incubar los anticuerpos
para NOS-1 (160KDa) y actina (43KDa). Los anticuerpos primarios fueron
incubados durante la noche a 4°C, NOS-1 (1:500; Cell Signaling Technology,
Cat #4234), y actina (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, INC. Cat# sc-1616). Al
dia siguiente las membranas fueron incubadas con su correspondiente
anticuerpo secundario, anti-rabbit (1:20000; IRDye 800 wc) y anti-goat
(1:20000; IRDye 680 LD) durante 2horas a temperatura ambiente. Las
membranas fueron escaneadas (Odyssey CLx, LI-COR) y el valor de densidad
optica (DO) de cada banda fue cuantificado con un programa de analisis de
imagenes (GelPro32 Analyzer). La expresion de actina fue utilizada como un
control interno y los resultados se expresaron como la media de la DO de NOS-
1/ DO de actina.

RESULTADOS:

La inhibicién latente modifica la expresion de NOS-1 hipocampal durante

la abstinencia a DZ.

Cuando se analizaron los niveles de proteina NOS-1 en el HP dorsal, el
ANOVA de dos vias indicé un efecto significativo de la interaccion tratamiento x
protocolo [F, 21)=8,29; p=0,009], del tratamiento [F, 21)=5,59; p=0,0278] y del
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protocolo [F@, 21)=6,86; p=0,0161; Figura 17-A y B]. El analisis Newman—-Keuls
mostré que en el protocolo de IL la expresion de NOS-1 fue significativamente
menor en IL-DZ (0,33 + 0,08 OD) cuando se comparé con IL-VEH (0,87 £ 0,15
OD; *p<0,05), mientras que en el protocolo control no se encontraron
diferencias entre C-DZ (0,9 + 0,2 OD) y C-VEH (0,85 £ 0,06 OD; p>0,05).
También se observaron diferencias significativas entre los grupos C-DZ e IL-DZ
(*p<0,05), y no se encontraron diferencias entre los grupos IL-VEH, C-VEH y C-
DZ (p>0,05). Ademéas, cuando se analiz6 la relacién entre los niveles de
proteina NOS-1 vy la performance conductual de los mismos animales (%TA) en
el grupo C-DZ, se observd una correlacion negativa y estadisticamente
significativa [Correlacion de Pearson: r=-0,87; p=0,0048; Figura 17-C], sin
embargo en el grupo IL-DZ no se observo una correlacion entre los parametros

analizados [Correlacion de Pearson: r= -0,63; p=0,2569; Figura 17-D].
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Figura 17: Expresién de NOS-1 en el hipocampo dorsal (HPd) 48 horas después de la ultima
administracién de DZ utilizando el protocolo control y de inhibicion latente. A) El gréfico de barras
que representa la media + SEM vy la dispersion de los resultados individuales muestra, la expresion de
NOS-1, cuantificada como la densidad 6ptica (DO) de NOS-1/ DO de actina, en los grupos C-VEH (n=7),
C-DzZ (n=8), IL-VEH (n=5), IL-DZ (n=5), *p<0,05 comparado con todos los grupos. B) Imagenes
representativas de las membranas de western-blot. C) Correlacion entre el porcentaje del tiempo de
permanencia en los brazos abiertos (%TA) y la expresion de NOS-1 en el HPd, en animales que fueron
administrados con DZ utilizando el protocolo control. D) Correlacion entre el %TA y la expresién de NOS-1
en el HPd, en animales que fueron administrados con DZ utilizando el protocolo de IL.
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Por otro lado, cuando se analizaron los niveles de proteina NOS-1 en el
HPv, el ANOVA de dos vias no mostrd un efecto significativo de la interaccién
tratamiento x protocolo [F, 20= 2,7; p=0,1159], del tratamiento [F, 20= 0,56;
p=0,4639], ni del protocolo [F, 20= 0,44; p=0,5159; Figura 18-A y B]. El analisis
de la relacion entre los niveles de proteina NOS-1 y el %TA, no evidencio una
correlacion estadisticamente significativa en el grupo C-DZ [Correlacion de
Pearson: r=-0,11; p=0,7975; Figura 18-C], ni en el grupo IL-DZ [Correlacion de
Pearson: r=-0,78; p=0,1217; Figura 18-D].
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Figura 18: Expresion de NOS-1 en hipocampo ventral (Hvd) 48 horas después de la ultima
administracién de DZ utilizando el protocolo control y de inhibicién latente. A) El gréfico de barras
que representa la media + SEM y la dispersién de los resultados individuales muestra, la expresion de
NOS-1, cuantificada como la densidad 6ptica (DO) de NOS-1/ DO de actina, en los grupos C-VEH (n=5),
C-DZ (n=8), IL-VEH (n=6), IL-DZ (n=5). B) Imagenes representativas de las membranas de western-blot.
C) Correlacion entre el porcentaje del tiempo de permanencia en los brazos abiertos (%TA) y la expresion
de NOS-1 en el HPv, en animales que fueron administrados con DZ utilizando el protocolo control. D)
Correlacion entre el %TA y la expresion de NOS-1 en el HPv, en animales que fueron administrados con
DZ utilizando el protocolo de IL.
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CONCLUSIONES PARCIALES:

Con estos resultados se pone en evidencia la posible participacion del
ON en la expresion del comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia
a DZ, ya que se observd una disminucién de la expresion de NOS-1 en
aquellos animales que recibieron DZ con el protocolo de IL, pudiendo ser la
expresion de esta proteina un mecanismo compensatorio para reducir la
plasticidad sinaptica hipocampal y evitar el aumento del comportamiento

ansioso caracteristico del sindrome de abstinencia.

Por otro lado, si bien el grupo que recibié DZ con el protocolo control
mostré niveles de proteina NOS-1 similares al grupo VEH en el HPd durante la
abstinencia a DZ, cuando se analizaron individualmente los parametros de
cada animal se observd una correlacion negativa entre los niveles de ansiedad
y de proteina, es decir que los animales “ansiosos” presentaron una elevada
expresion de NOS-1 mientras que animales no ansiosos mostraron una
disminucién en la expresion de la enzima. Sin embargo, cuando este analisis
se realizd en el protocolo de IL no se encontré una correlacion entre dichos
parametros, reforzando el efecto del tratamiento cognitivo sobre la expresion de
la enzima. Es decir que la IL estaria interfiriendo con el proceso de aprendizaje
asociativo que subyace al desarrollo de dependencia, y la via del ON podria ser
un mecanismo molecular que acompafie a este fendmeno ya que esta

manipulacion cognitiva tiene un efecto directo sobre la expresion de la enzima.

Por ultimo es importante sefialar que la reduccion en los niveles de
proteina NOS-1, cuando se realiz6 la interferencia del aprendizaje (IL), solo se
observé en el HPd, una region involucrada principalmente en el proceso
cognitivo de aprendizaje y memoria (Fanselow & Dong, 2010). Sin embargo, no
es posible descartar que el protocolo de IL sea capaz de inducir cambios en la
transmision sinaptica, o en los niveles de NOS-1, incluyendo alguna de sus tres
variantes a, B o0 y, en otras estructuras cerebrales que puedan explicar también
su participacion en la expresion del comportamiento de “tipo ansioso”

caracteristico del sindrome de abstinencia a DZ.
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OBJETIVO IV

Determinar si la inhibicién farmacoldgica de NOS-1 desencadena los cambios
comportamentales y electrofisiolégicos observados con la interferencia

cognitiva.
ANTECEDENTES:

Como se menciond en el capitulo anterior, se ha demostrado que el ON
participa en la expresién del sindrome de abstinencia a diversas drogas. En
relacién a las BZDs, se sabe que la administracion aguda de inhibidores no
selectivos de NOS atenua algunos de los signos del sindrome de abstinencia
en ratas y ratones, tales como las convulsiones inducidas por pentilenetetrazol,

la hiperlocomocion y la disminucion de peso corporal (Talarek et al., 2011).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, y los resultados anteriores de
esta tesis, en los que evidenciamos un cambio en la expresion de la enzima
NOS-1 luego de un tratamiento crénico con DZ (Obijetivo 1ll), en este capitulo
nos propusimos demostrar la participacion del ON durante el desarrollo de
dependencia a DZ y en los cambios plasticos observados durante la
abstinencia a DZ, a través de la inhibicidon farmacologica de la enzima NOS-1

durante el desarrollo de dependencia.
METODOS:

Protocolo de administracion:

Protocolo con 7-NlI:

Los animales recibieron dos inyecciones (i.p.) simultaneas durante 18 dias
(Figura 19). Los primeros 13 dias, recibieron una inyeccién sin solucion (solo
pinchazo, simulacién de administracion) y la otra inyeccién con DZ o VEH.
Durante los ultimos 5 dias del tratamiento se les administré de forma
simultdinea DZ o VEH y 7-Nitroindazole (7-NI, 50mg/kg). Obteniendo los
siguientes grupos experimentales: DZ/7-NI; VEH/7-NI.
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DZ 5 mg/kg/dia o VEH (i.p.)
r 1
1213145167189 j1of11j12113]14])15}16])17]18 LCE

19 ] 20
112]13]41]5 TEST

Inyecciones (Simulacion de administracion) 7-NI(i.p.) abstinencia

Figura 19: Esquema que muestra el disefio experimental utilizado para el protocolo con 7-Nitroindazole
(7-NI). LCE (laberinto en cruz elevado).

Electrofisiologia:

Inmediatamente después del test conductual (LCE) los animales fueron
sacrificados para realizar registros electrofisiolégicos extracelulares

multiunitarios como se describié en el objetivo Il (Pagina 56).
RESULTADOS:

La inhibicibn farmacolégica de NOS-1 previene la expresion del
comportamiento de “tipo ansioso” caracteristico del sindrome de
abstinencia a DZ y el aumento en la plasticidad sinaptica hipocampal

asociada.

Estos resultados mostraron que la inhibicion farmacolégica de NOS-1
durante la administracion cronica de DZ fue capaz de prevenir la expresion de
un comportamiento de “tipo ansioso” caracteristico del sindrome de abstinencia
a DZ, ya que el analisis del t-test no apareado no arroj6 diferencias
significativas en el %TA [ts2, 0,05= 0,12; p=0,9053; Figura 20-A] entre los grupos
VEH/7-NI (31,07 2,04) y DZ/7-NI (30,45 £ 3,19), ni en ninguno de los otros
parametros analizados en el LCE; numero de entrada en los BA [t(s, 0,05= 0,45;
p=0,6527; Figura 20-B] VEH/7-NI (4,3 + 0,42) comparado con DZ/7-NI (4,04 +
0,32), llegadas a los extremos de los BA [ts2, 005 = 1,61; p=0,1182; Figura 20-
C] VEH/7-NI (3,3 £ 0,5) comparado con DZ/7-NI (2,46 + 0,27), y nimero de
entrada en los BC [t(s2, 0,055= 0,21; p=0,8335; Figura20-D], VEH/7-NI (5,7 + 0,34)
comparado con DZ/7-NI (5,83 + 0,38).
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Figura 20: Resultados conductuales del LCE 48 horas después de la tltima administracion de DZ
utilizando el protocolo con 7-NI. Los graficos de barras que representan la media + SEM y la dispersion
de los resultados individuales muestran: A) Porcentaje del tiempo de permanencia en los brazos abiertos
(%TA) de animales que recibieron VEH y DZ con el protocolo de 7-NI. B) NUumero de entradas en los
brazos abiertos (BA) de animales que recibieron VEH y DZ con el protocolo de 7-NI. C) Numero de
llegadas a los extremos de los brazos abiertos (BA) de animales que recibieron VEH y DZ con el protocolo
de 7-NI. D) Numero de entradas en los brazos cerrados (BC) de animales que recibieron VEH y DZ con el
protocolo de 7-NI. El nimero de valores analizados para cada gréfico fue de: VEH/7-NI (n=10); DZ/7-NI
(n=24).

Cuando se analizaron diferencialmente los animales que recibieron DZ
utilizando el protocolo con 7-NI, teniendo en cuenta el criterio de dependencia,
se observd que el 8,34% de los animales pertenecieron al grupo DZ-D,
mientras que el 91,66% formaron parte del grupo DZ-ND (Tabla 2). El analisis
poblacional entre los animales que recibieron DZ con el protocolo de 7-NI
comparados con aquellos que lo recibieron con el protocolo control (ver objetivo
), mostré6 una asociacion entre el protocolo utilizado (control o 7-NI) y el
namero de ratas de cada condicién (DZ-D y DZ-ND) cuando se realizo el test
Chi-cuadrado [X?.05= 4,15, df=1; p=0,0417].
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PROTOCOLO DZ-D (%) DZ-ND (%)
CONTROL 38,1 61,9
7-NI 8,34 91,66

Tabla 2: Distribucion de animales dependientes y no dependientes expuestos a distintos protocolos de

administracion de diazepam (p> 0,05).

Por dltimo se observé que la inhibicion farmacologica de NOS-1 fue
capaz de revertir el aumento en la plasticidad sinaptica hipocampal asociada a
la expresion de dependencia a DZ, ya que cuando se analizé el umbral para
generar LTP no se encontraron diferencias entre el grupo VEH/7-NI (96,0
7,48) y el grupo DZ/7-NI (76,0 + 11,66), [ts, 0,05= 1,44; p=0,1869; Figura 21].
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CONCLUSIONES PARCIALES:

Con estos resultados se demuestra que el ON patrticipa en el desarrollo
de dependencia a DZ y en la plasticidad sinaptica hipocampal que subyace a
este fendmeno, ya que la inhibicion sistémica de la enzima NOS-1 durante el
tratamiento crénico con DZ fue capaz de evitar el incremento del indice de
ansiedad en animales expuestos al LCE durante la abstinencia, y de reducir el
porcentaje de animales dependientes (DZ-D; 8,34%). Ademas se observo que

la efectividad de este tratamiento en prevenir la expresidon de un
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comportamiento de “tipo ansioso”, se asocia con la reversion del aumento en la

plasticidad sinaptica en el HP inducida por el tratamiento crénico con DZ.

En resumen, en este capitulo se demuestra que la inhibicion
farmacoldgica de la enzima NOS-1 durante el tratamiento crénico con DZ, fue
capaz de desencadenar cambios conductuales y en la plasticidad sinaptica en
el HP similares a los observados previamente con el tratamiento cognitivo.
Entonces el ON estaria modulando las neuroadaptaciones inducidas por la
administracién cronica de DZ, y la reduccién de su disponibilidad, ya sea a
través de la inhibicibn de NOS-1 o por medio de la IL, estaria disminuyendo en
parte la expresiéon del comportamiento de “tipo ansioso” caracteristico del

sindrome de abstinencia.
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OBJETIVO V
Caracterizar los cambios en la plasticidad sinaptica funcional y estructural, y en
la neurotransmision nitrérgica en el NAc, luego de la discontinuacion de la

administracion crénica de DZ.
ANTECEDENTES:

El NAc desempefia un papel central en los circuitos neuronales que son
responsables de comportamientos motivados, es decir, los tipos de
comportamientos que subyacen a la busqueda compulsiva de drogas (Wolf,
2002). La gran mayoria de las conexiones aferentes que recibe el NAc son
glutamatérgicas, provenientes del HP, corteza pre-frontal y amigdala, que
proporcionan la unidad excitadora necesaria para evocar el comportamiento. El
NAc y el HP se regulan funcionalmente de forma bi-direccional, ya que el NAc
esta involucrado en la modulacion de la plasticidad del HP (Lopez et al., 2008),
y el HP envia proyecciones hacia el NAc (Kelley & Domesick, 1982) que
proporcionan informacion espacial y contextual acerca de diferentes estimulos
(Brog et al., 1993; Sesack & Grace, 2010).

Las células principales del NAc son las neuronas espinales medianas
GABAérgicas (MSN; por sus siglas en ingles “Medium Spiny Neurons”), y
constituyen aproximadamente el 90% — 95% de la poblacion neuronal del NAc
(Scofield et al., 2016). El 5% -10% de las células del NAc que no son MSN se
clasifican en términos generales como interneuronas, y se pueden codificar
guimicamente en varias clases por su perfil de expresion de proteinas
(Kawaguchi et al., 1995). Hay tres tipos discretos de interneuronas
GABAérgicas en el cuerpo estriado: las que expresan parvalbumina; aquellas
gue expresan calretinina; y aquellas que coexpresan somatostatina,
neuropéptido-Y y NOS-1 (Tepper et al., 2010). Estas ultimas interneuronas
constituyen menos del 1% de las neuronas en el NAc pero tienen importantes
consecuencias en la mediacion de la neurotransmisién excitadora (Scofield et
al., 2016), ya que se reporté que un aumento, in vivo, de la disponibilidad de
ON en el NAc incrementa los disparos espontaneos de las MSN (West &
Grace, 2004).
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Teniendo en cuenta la participacion del NAc en comportamientos que
subyacen a la busqueda de sustancias adictivas, en este Ultimo objetivo nos
propusimos evaluar los posibles cambios inducidos durante la abstinencia a
DZ, luego de su administracién cronica, en la plasticidad celular de las MSN y

en el sistema nitrérgico en el NAc.
METODOS:

Protocolo de administracion:

Los animales recibieron DZ y VEH utilizando el protocolo control.

Preparacion del tejido:

Inmediatamente después del test conductual (LCE) los animales
fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (55mg/kg) — xilazina (11
mg/kg; Holliday-Scott, Beccar, Buenos Aires, Argentina) y perfundidos
transcardiacamente con un buffer de “liquido cefalorraquideo artificial” (LCFa)
bajo en calcio (NaCl 125mM, KCI 2,5mM, NaHCO3; 25mM, MgCl, 3,5mM, CacCl,
0,5mM, y glucosa 25mM (pH 7,4; 310 mOsml/L, oxigenado con 95% de O,y 5%
de CO,, a temperatura ambiente) con el objetivo de eliminar restos de sangre y
aumentar la sobrevida neuronal. Inmediatamente después los animales fueron
decapitados para remover el cerebro y se realizaron cortes transversales de
300um conteniendo el NAc con un vibratomo (Leica VT1000S, Bannockburn,
IL) manteniendo el tejido en un buffer LCFa (NaCl 125mM, KCI 2,5mM,
NaHCO3; 25mM, MgCl,1mM, CaCl, 2mM, y glucosa 25mM; pH 7,4; 310

mOsm/L, oxigenado con 95% de O, y 5% de CO,, a temperatura ambiente).

Electrofisiologia (Patch-clamp):

Los cortes se anclaron en una camara de registro y se perfundieron
constantemente con LCFa oxigenado, con bloqueantes de los receptores de
glutamato (acido kinurenico 2,5 mM, Sigma Aldrich, Argentina) y GABA-A
(gabazina 4uM, abcam SR95531) a un caudal de 2—-3 ml / min, con el objetivo
de prevenir las influencias de despolarizacion/hiperpolarizacion de las

membranas dendriticas en el soma.
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Las pipetas de registro (3-5 MQ) fueron realizadas con capilares de
vidrio Corning 7056 (Corning, NY) con un “puller” de pipetas horizontal (Flaming
/ Brawn P-97, Sutter Instruments, Novato, CA) y se llenaron con una solucién
interna de registro (K*-gluconate120mM, HEPES 10mM, EGTA 0,1mMKCI
20mM, MgCl; 2mM, Na,ATP 3mM, Na,GTP 0,3mM, y biocitina 0,1% (Sigma
Aldrich, Argentina); pH 7,4, 280 mOsm /L). La biocitina se agreg6 a la solucién
interna con el objetivo de verificar la localizacién de la célula que se registro y
analizar la plasticidad estructural (ver métodos de espinas y arborizacién
dendritica).

Los registros se iniciaron con la identificacion visual de las neuronas
(MSN) en el NAc, mediante microscopia de contraste de interferencia
diferencial (DIC) y un amplificador (Axopatch 200B, Axoninstruments, Union
City, CA), se utilizo la configuracion “whole-cell” (Gnica célula) en modo
“current-clamp” (corriente clampeada). Las sefales de voltaje se registraron,
amplificaron y digitalizaron mediante una interfaz (DigiData 1322A Series) que
permiti su captura mediante un software de andlisis (pCLAMP 9; Axon

Instruments).

Los potenciales de accion (“spikes”) dependientes de Na* se generaron
inyectando pulsos de corrientes despolarizantes a partir de 0 hasta 0,4 nA con
incrementos de 0,05 nA y 200 ms de duracion obteniendo la curva de N° de
potenciales en funcion de la corriente (I-spikes). Las caracteristicas de los
potenciales de accidon se obtuvieron a partir del primer registro evocado por el
minimo pulso de corriente despolarizante (corriente para generar el PA) en
cada MSN registrada. En todos los casos, los potenciales de Na® fueron
evocados a partir del potencial de membrana en reposo (RMP), el cual se
mantuvo constante a —80 mV (cerca de la media de —78 mV, caracteristico de
este tipo de neuronas). De esta manera todas las neuronas se mantuvieron a
un mismo nivel de potencial basal, por lo tanto, los resultados obtenidos de
diferentes células fueron comparables (Hu et al., 2004). La amplitud del
potencial de accién (mV) se midié desde el umbral (mV) del disparo hasta su
pico maximo. La amplitud del periodo refractario (AHP del inglés “after
hyperpolarization period”, mV) se midié desde el punto equipotencial del umbral
del disparo hasta la deflexion maxima de la hiperpolarizacién de la membrana
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después del final del potencial de accién. La duracién de la mitad de la amplitud
de los potenciales se midié en el nivel de amplitud en el que se alcanzé la

Amplitud (mV) = ==t~ == pjitad de amplitud
donde se mida Ila

duracion del potencial
Umbral (mV) de accion.

# - :
Amplitud AHP (mV}{k_ L‘_l,

Duracion de la mitad
dela amplitud (ms).

Figura 22: Trazos esquematicos de un potencial de accion (PA). A la izquierda se indica con
lineas intermitentes (naranja) los puntos donde se mide la amplitud del PA y la AHP. A la derecha se
indica con lineas intermitentes (naranja) los puntos donde se mide el umbral y la duracion del PA.

mitad del pico. EIl RMP fue medido en ausencia de corriente (Figura 22).

La relacion corriente-voltaje (curva I-V) se estudié hiperpolarizando la
membrana celular administrando pulsos de corrientes negativas de -0,8 a 0 nA
con un intervalo de 0,05 nA, con una duraciéon de 200 ms cada pulso. Bajo
estas condiciones, los cambios registrados en la curva I-V reflejan la activacion
o inactivacion de corrientes de potasio hacia el interior de la célula (I del
inglés “inward rectifiers potassium currents (Nisenbaum & Wilson, 1995). La
resistencia de la membrana (Rin: del inglés “input resistance”, MQ) fue
determinada por la regresion en el rango lineal (generalmente + 10 mV del
RMP) de la curva I-V establecida al trazar el cambio de voltaje, en estado
estable, de la respuesta a pulsos de corrientes despolarizantes e
hiperpolarizantes. Para el analisis de las propiedades de la membrana solo se
usaron células del NAc que presentaron un RMP estable y mas negativo que
—-75 mV con picos evocados que sobrepasaron los potenciales de membrana
de 0-mV.

Anédlisis de plasticidad estructural:

Luego de finalizar los registros electrofisiolégicos, las rebanadas de
cerebro conteniendo el NAc fueron fijadas con una solucion de PFA 4%

mantenidas a 4°C hasta una semana.
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Inmuno-quimica:

Los cortes fueron lavados con PBS-T (PBS 0,1M + tritdn al 0,5%), luego
se agregd6 una solucion de bloqueo (PBS-T + suero de cabra al 3%) durante 1
hora e inmediatamente después se incubd con streptavidina-Alexa Fluor 488
(1:2000; Invitrogen, S11223), la cual presenta una alta afinidad por biocitina, en
solucién de bloqueo durante 2hs a temperatura ambiente. Los cortes fueron
lavados con PBS-T y posteriormente montados en porta objetos de vidrios con
fluorsave (Calbiochem).

Las distintas imagenes de fluorescencia se obtuvieron a través de
microscopia confocal (Olympus - Fluoview FV-1000; Centro de Microscopia
Optica y Confocal Avanzada, Cérdoba, Argentina). Con el objetivo de verificar
la localizacion de las MSN (Figura 23), se obtuvieron imagenes con un objetivo
de 10X. Para determinar la arborizacion dendritica secciones Opticas en el eje
Z fueron obtenidas a pasos de 0,5 ym con un objetivo de 20X. Para la
cuantificacion de la densidad de espinas dendriticas, las imagenes de las

mismas se obtuvieron con un objetivo de 60X en el plano Z cada 0,1 um.
Espinas dendriticas:

Fueron identificadas como protrusiones pequefias que se extienden no
mas de 3um desde la dendrita pariente. Las estructuras mas largas son
consideradas como filopodias. Solamente las espinas que aparecen en forma
continua con la dendrita fueron cuantificadas. El largo de la dendrita fue medido
y el numero de espinas normalizado por 10um de dendrita utilizando el
software ImageJ. El analisis estadistico se realiz6 utilizando un ANOVA de una

via.
Arborizacion dendritica:

El estudio de la arborizacion dendritica se realiz6 mediante el andlisis de
Sholl (Sholl, 1953) utilizando el software ImageJ. Los anillos concéntricos con
radios crecientes (10 um desde el soma, con incrementos de 30 um) se
centraron alrededor del soma y se cuantificaron las intersecciones de las ramas
dendriticas con los anillos en cada radio. Los resultados se expresan como la

media de las intersecciones totales, y como la media de las intersecciones por
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cada radio, y fueron analizados mediante un ANOVA de una via y un ANOVA
de medidas repetidas, con el radio de cada anillo como medida repetida

respectivamente.

Procedimiento de Western Blot:

Inmediatamente después del test conductual (LCE) un grupo de
animales fueron decapitados con guillotina. Sus cerebros fueron removidos
rapidamente y colocados en hielo. Se prepararon cortes coronales de cerebro
de 2 mm que contenian el NAc. El resto del procedimiento se llevd a cabo

como se describi6 en el objetivo Ill (ver pagina 63).

Determinacion de nitritos vy nitratos:

Inmediatamente después del test conductual (LCE) se utilizé un grupo
de animales para determinar la concentracion de nitritos y nitratos (metabolitos
estables del ON) utilizando la técnica de Griess. Para ello, los animales
provenientes de cada grupo experimental fueron decapitados con guillotina.
Sus cerebros fueron removidos rapidamente y colocados en hielo. Se
prepararon cortes coronales de cerebro de 4mm que contenian el NAc. El tejido
se homogeneiz6 con 200uL de buffer HEPES 20mM, pH 7,4 y el homogenato
se centrifugd a 12000g durante 10min a 4°C. El sobrenadante (100uL) se
incub6é con 100uL de reactivo de Griess (Britania, B1550161) durante 20
minutos. Para determinar la concentracion de nitritos y nitratos, se realizé una
curva de calibracion utilizando diferentes concentraciones crecientes de
solucion de NaNO; en agua destilada, en un rango desde 1,17 hasta 37,5
pmoles/L, y se detectd la reaccidn colorimétrica con un lector de microplacas
(BioRad modelo 680) a una longitud de onda de 540 nm. Una alicuota de
sobrenadante fue utilizada para la determinacién del contenido de proteinas
mediante el de método de Bradford (Bio Rad Bradford Protein Assay). Los
resultados se expresaron como la concentracion [uM] de nitritos y nitratos/

proteinas totales (ug/ul).
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RESULTADOS:

La abstinencia a DZ coincide con una disminucién en la excitabilidad
intrinseca (plasticidad homeostética) y en la plasticidad estructural de las
MSN en el NAc.

Patch- Clamp: Cuando se analizo la curva I-spikes, el ANOVA de dos vias de

medidas repetidas mostré una diferencia significativa de la interaccién (N° de
potenciales vs. Corriente) [F(2, 78y =7,02; p=0,0001] y de la corriente aplicada
[Fe 78y =174,8; p=0,0001] sin efecto del tratamiento (VEH o DZ) [F(, 13 =1,68;
p=0,2244; Figura 23]. El andlisis a posteriori mostr6 una disminucion
significativa en el N° de potenciales evocados en los pulsos de corrientes
despolarizantes de 0,35y 0,4 nA en el grupo DZ-D cuando se comparo con los
grupos VEH (p*<0,05) y DZ-ND (p*<0,05), mientras que los grupos VEH y DZ-
ND no son diferentes entre ellos (p>0,05). En el pulso de corriente de 0,3 nA el
N° de potenciales evocados fue menor en el grupo DZ-D cuando se comparo
con el grupo VEH (*p<0,05), los grupo VEH y DZ-ND (p>0,05) no son distintos

entre ellos en este pulso de corriente.
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Figura 23: Niumero de spikes en funcién de la corriente aplicada 48 horas después de la ultima
administracién de DZ utilizando el protocolo control. A) El grafico muestra el nimero de potenciales
de accién evocados a distintos pulsos de corriente despolarizantes (nA) para los grupos VEH (n=5 ratas, 6
células), DZ-D (n=3 ratas, 4 células), DZ-ND (n=5 ratas, 6 células) “p<0,05 con respecto a VEH, *p<0,05
con respecto a VEH y DZ-ND. Los simbolos representan las medias + SEM. B) Trazos representativos de
los potenciales de accién evocados en los pulsos de corrientes de 0,25 y 0,4 nA en los grupos
experimentales VEH, DZ-D y DZ-ND. C) Una neurona espinal mediana (MSN) del NAc core marcada con
biocitina-Alexa 488.

El ANOVA de dos vias de medidas repetidas de la curva |-V basada en
las alteraciones en el potencial de membrana (mV) en respuesta a los pulsos
de corriente hiperpolarizantes aplicados, mostré6 un efecto significativo de la
interaccion (corriente vs. Potencial de membrana) [F, 272= 2,18; p=0,0004], de
la corriente [Fae, 272= 242,3; p=0,0001], sin efecto del tratamiento (VEH o
DZ)[F, 17= 3,59; p=0,0502; Figura 24]. El analisis a posteriori mostro, en las
corrientes -0,8, -0,75, -0,7, -0,65, -0,6 y -0,55 nA una disminucién en el
potencial de membrana en el grupo DZ-D cuando se compar6 con los grupos
VEH (p*<0,05) y DZ-ND (p*<0,05), mientras que VEH y DZ-ND no son
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diferentes entre ellos para estos pulsos de corriente (p>0,05). En las corrientes
hiperpolarizantes -0,5 y -0,45 nA el test a posteriori mostré una disminucion en
el potencial de membrana en el grupo DZ-D con respecto al grupo DZ-ND
("p<0,05), no se observaron diferencias significativas en el grupo VEH cuando
se lo compar6 con DZ-D (p>0,05) y con DZ-ND (p>0,05).
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Figura 24: Rectificacion Inward 48 horas después de la Gltima administracion de DZ utilizando el
protocolo control. A) El grafico muestra los potenciales de membrana (mV) a distintos pulsos de
corrientes hiperpolarizantes (nA) para los grupos VEH (n=5 ratas, 6 células), DZ-D (n=3 ratas, 4 células),
DZ-ND (n=5 ratas, 6 células) “p<0,05 con respecto a VEH, *p<0,05 con respecto a VEH y DZ-ND. Los
simbolos representan las medias + SEM. B) Trazos representativos de los potenciales de membrana en
los pulsos de corriente hiperpolarizantes desde -0,8 hasta 0 nA, con intervalos de 0,05 nA en los grupos
experimentales VEH, DZ-D y DZ-ND. La flecha indica el punto donde se midi6 el potencial de membrana.

Las propiedades pasivas y activas de la membrana de las MSN se
estudiaron y resumieron en la Tabla 3. EI ANOVA de una via mostr6 una

diferencia significativa en la duracion del PA [F(, 14= 20,03; p=0,0001] y en la
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resistencia de la membrana (Rin) [Fq, 14y =5,31; p=0,0192]. Los analisis a
posteriori mostraron un aumento en la duracién del PA y en la Rin en el grupo
DZ-D cuando se compar6 con los grupos DZ-ND y VEH (p*<0,05), los grupos
DZ-ND y VEH no presentaron diferencias entre ellos en ambos parametros
(p>0,05). ElI andlisis de las otras propiedades de membrana no arrojo

diferencias significativas entre los grupos experimentales.

PARAMETRO VEH DZ-D DZ-ND ANOVA de unavia

n= (ratas; células) n= (5; 6) n= (3; 4) n= (5; 6)

Propiedades pasivas:

RMP (mV) 76,34 +1,52 76,96+1,29 76,24+1,61 F(13=0,05; p=0,9480

Resistencia de

C = *
membrana (Rin) 89,08+£4,3 108,6+7,98 80,25£586 F(,,3=541; p=0,0195

Propiedades activas:

Corriente para

generar el PA (nA) 0,21+0,02 0,21+0,01 0,25+0,01 F(,13=2,81; p=0,0965

Umbral (mV) 37,17 +2,56 39,63+2,37 3512+1,31 Fp13=1,01; p=0,3917

Amplitud del PA(mV) | 77,68 +2,28 72,9+258 79,93+1,35 F(;3=2,69; p=0,1056

Duracién del PA (ms) 2,03+0,06 2,56+0,08 1,72#0,09  F(,,5=26,0; p:0,000]_*

AHP amplitud (mV) 13,55+0,1 12,38+1,1 13,7240,67  F(;,13=0,55; p=0,5921

Tabla 3: Propiedades activas y pasivas de la membrana de las MSN del NAc core, *p<0,05.

Plasticidad estructural: Los resultados de plasticidad estructural mostraron una

reduccion en la densidad de espinas dendriticas en el NAc luego de la
interrupcion de la administracion cronica con DZ, ya que el ANOVA de una via
indico un efecto significativo [F, 4= 7,01; p=0,0024; Figura 25]. El analisis
Newman—Keuls mostr6 que la densidad de espinas fue significativamente
menor en los grupos DZ-D (12,99 + 0,9) y DZ-ND (14,73 = 0,78) cuando se
compar6 con el grupo VEH (17,26 + 0,72; *p<0,05), mientras que entre los
grupos DZ-D y DZ-ND no se observaron diferencias significativas (p>0,05). El
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ANOVA de medidas repetidas de los resultados obtenidos del analisis de Sholl
mostraron un efecto significativo en el radio de los anillos (um desde el soma)
[Fe, 36= 53,97, p=0,0001], sin efecto entre los grupos (VEH, DZ-D y DZ-ND)
[F 6= 3,37; p=0,1045], ni en la interaccion (grupo vs. radio de los anillos) [F2,
3= 1,75; p=0,0974]. El andlisis a posteriori mostré una disminucion en la
arborizacion dendritica, a los 60 y 90 uym desde el soma, en los grupos DZ-D y
DZ-ND comparados con el grupo VEH (*p<0,05), sin diferencias significativas
entre los grupos DZ-D y DZ-ND (p>0,05). Por dltimo el ANOVA de una via
evidencio un efecto significativo en las medias de las intersecciones totales [F,
6= 6,71; p=0,0295]. El analisis a posteriori mostré una disminucion significativa
en los grupos DZ-D (5,42 + 0,49) y DZ-ND (5,17 + 0,37) cuando se los comparé
con el grupo VEH (7,88 £ 0,79; *p<0,05), los grupos DZ-D y DZ-ND no fueron

diferentes entre ellos (p>0,05).
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Figura 25: Resultados de la densidad de espinas dendriticas en las MSN del NAc core 48 horas
después de la ultima administracion de DZ utilizando el protocolo control. A) El grafico de barras
que representa la media + SEM y la dispersiéon de los resultados individuales muestra, el nimero de
espinas dendriticas cada 10 pm de dendrita en los grupos VEH (n=17 dendritas, 624,45 um total, 3 ratas),
DZ-D (n=11 dendritas, 432 pym total, 3 ratas), DZ-ND (n=16 dendritas, 533,76 um total, 3 ratas), *p<0,05
vs. VEH. B) Imagenes representativas de una dendrita de cada grupo experimental.
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Figura 26: Resultados de la arborizacién de espinas dendriticas en las MSN del NAc core 48 horas
después de la ultima administracion de DZ utilizando el protocolo control. A) El grafico muestra el
namero de intersecciones en cada anillo concéntrico con radios crecientes para los grupos VEH (n= 3
células, 3 ratas), DZ-D (n=3 células, 3 ratas) y DZ- ND (n= 3 células, 3 ratas). Los simbolos representan la
media + SEM. *p<0,05 con respecto a todos los grupos. B) El gréfico de barras que representa la media +
SEM vy la dispersion de los resultados individuales, muestra la media de las intersecciones totales para los
grupos VEH (n= 3 células, 3 ratas), DZ-D (n=3 células, 3 ratas) y DZ- ND (n= 3 células, 3 ratas), *p<0,05
vs. VEH. C) Imagen representativa de una célula del grupo VEH, donde se observan los anillos
conceéntricos con radios crecientes resultantes del andlisis de Sholl. D, E y F) Imagenes representativas

de la arborizacion de las neuronas espinales medianas (MSN) de los grupos experimentales.
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La expresion de un comportamiento de “tipo ansioso” durante la
abstinencia a DZ se relaciona con una disminucién en la expresion de

NOS-1vy en la concentracion de metabolitos de ON en el NAc.

Cuando se analizaron los niveles de proteina NOS-1 en el NAc, el
ANOVA de una via indic6 un efecto significativo [F, 17)= 4,86; p=0,0214; Figura
27-A y B]. El analisis a posteriori mostr6 que la expresion de NOS-1 fue
significativamente menor en el grupo DZ-D (0,77 = 0,06 OD) cuando se
comparé con los grupos VEH (0,99 + 0,05; *p<0,05) y DZ-ND (1,06 + 0,09 OD;
*p<0,05), mientras que los grupos VEH y DZ-ND no son diferentes entre ellos
(p>0,05).

Por dltimo, el analisis de la concentracion de nitritos y nitratos en el NAc
mostro un efecto significativo en el ANOVA de una via [F(, 16= 5,62; p=0,0142;
Figura 27-C]. El analisis a posteriori mostro que la concentracion de nitritos y
nitratos fue significativamente menor en el grupo DZ-D (0,0086 + 0,0008 puM)
cuando se compar6 con los grupos VEH (0,0125 + 0,0011 pM; *p<0,05) y DZ-
ND (0,0118 £ 0,0007 uM; *p<0,05), mientras que no se encontraron diferencias
entre los grupos VEH y DZ-ND (p>0,05).
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Figura 27: Resultados moleculares en el NAc 48 horas después de la Gltima administracion de DZ
utilizando el protocolo control. Los gréaficos de barras que representan la media + SEM y la dispersién
de los resultados individuales muestran: A) La expresion de NOS-1 cuantificada como la densidad 6ptica
(DO) de NOS-1/ DO de actina, en los grupos VEH (n=8), DZ-D (n=6) y DZ-ND (n=6).*p<0,05 comparado
con todos los grupos. B) Imagenes representativas de las membranas de western-blot indicando la marca
de NOS-1 a 160 KDa y de actina a 43 KDa, las marcas corresponden a los grupos de izquierda a derecha
(VEH, DZ-ND y DZ-D). C) La concentracién de nitritos y nitratos cuantificada como pM de nitritos y
nitratos/ proteinas totales (ug/ul), en los grupos VEH (n=6), DZ-D (n=6) y DZ-ND (n=7). *p<0,05
comparado con todos los grupos.

CONCLUSIONES PARCIALES:

Estos resultados permitieron caracterizar la excitabilidad neuronal en el
NAc luego de la administracion cronica de DZ. Se ha observado que los
animales que expresaron un comportamiento de “tipo ansioso” (DZ-D)
presentaron una disminucion en la excitabilidad neuronal de las MSN del NAc
ya que se evidencié un menor nimero de potenciales de accion evocados. Sin
embargo, los animales que no expresaron “ansiedad” durante la abstinencia
(DZ-ND) no mostraron un cambio en la excitabilidad neuronal respecto al grupo

control, a pesar de haber recibido un tratamiento crénico con DZ.

Se ha descripto que en las MSN del NAc se expresan varios subtipos de

canales lxy, incluidos los clasicos canales de potasio inward (IRK1-3 o Kir 2,1—
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3) y los activados por proteina G (GIRK1 y 3, o Kir 3,1 y Kir 3,3) (Karschin et
al., 1996). Estos canales se activan en respuesta a la hiperpolarizacién de la
membrana y se inactivan durante la despolarizacion, ejerciendo un papel
importante en diversas funciones celulares, especialmente en la regulacién de
la homeostasis del potasio, la inhibicion siniptica, la activacién neuronal y la
conductancia en reposo (Wang, 1995; D'Ambrosio et al., 2002). Los resultados
de este capitulo muestran que durante la expresién de dependencia a DZ (DZ-
D) la rectificacion inward se encuentra atenuada, indicando una posible
reduccién de las corrientes lx;. Esta reduccién podria impactar en la funciéon de
estos canales generando una mayor dificultad en regular la homeostasis del
potasio. Estos resultados se asocian a una Rin incrementada y una mayor
duracion del PA en el grupo DZ-D, sugiriendo que la funcién de otros canales
ibnicos puede estar alterada durante la abstinencia a DZ. Curiosamente, al
igual que los resultados obtenidos en la excitabilidad neuronal, los animales
gue no expresaron un comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia
(DZ-ND) no mostraron un cambio en la I, Rin o duracion del PA respecto del
grupo control, a pesar de haber sido expuestos a una administracion cronica de
DZ.

Es interesante destacar que la disminucién en la excitabilidad celular de
las MSN en el grupo DZ-D se acompafi6 con cambios en la plasticidad
estructural de dichas células, ya que se evidencié una disminucién en la
densidad de espinas dendriticas y de la arborizacion de las dendritas durante la
abstinencia a DZ. Sin embargo, a diferencia de los resultados anteriores, estos
cambios serian generados por la exposicion a DZ y no por la expresion del
sindrome de abstinencia, ya que no observamos diferencias entre los grupos
DZ-Dy DZ-ND.

En relacion a la neurotransmision nitrérgica, se ha demostrado que el
aumento de la disponibilidad de ON en el NAc incrementa los disparos
espontaneos de las MSN (West & Grace, 2004). Ademas, la inhibicién de la
NOS-1 interfiere con la formacién de nuevas sinapsis resultando en la pérdida
de espinas dendriticas (Nikonenko et al., 2008; Yoshihara et al., 2009).

Nuestros resultados mostraron que la expresién de un comportamiento de “tipo
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ansioso” durante la abstinencia (DZ-D) se acompafid con una disminucién en la
expresion de NOS-1 en el NAc y probablemente de la actividad de esta enzima,
ya que se ha demostrado que la concentracion de nitritos y nitratos en tejido
cerebral es un método apropiado para correlacionar su actividad in vivo (Salter
et al., 1996). Por lo tanto, ésta probable disminucion de la disponibilidad del ON
en el NAc podria explicar la reduccion en la excitabilidad y plasticidad

estructural de las MSN durante la abstinencia a DZ.
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DISCUSION GENERAL:

La dependencia a drogas a menudo se relaciona con un fenédmeno de
aprendizaje contextual (Robbins & Everitt, 1996) y parece ser el principal
mecanismo que subyace al desarrollo de dependencia a BZDs, en el que el
entorno contextual durante la administracion de drogas cumple un rol
fundamental en el establecimiento de la dependencia fisica y la abstinencia,
tanto en animales como en humanos (Griffiths & Weerts, 1997; Perez et al.,
2002). Teniendo en cuenta estas observaciones, en este trabajo se pudo evitar
la expresion de un comportamiento de "tipo ansioso" caracteristico del
sindrome de abstinencia a DZ al interferir con el proceso de aprendizaje
asociativo que subyace al desarrollo de dependencia a DZ. El protocolo de IL,
gue consistié en la pre-exposicion al contexto de administracion que formo
parte durante el tratamiento cronico a DZ, aplicado los ultimos dias de un
protocolo de administraciéon a largo plazo evitd con éxito la expresion del
comportamiento de “tipo ansioso” caracteristico del sindrome de abstinencia a
DZ.

Estudios previos han demostrado, que el efecto ansiogénico
caracteristico del sindrome de abstinencia a DZ se acompafa por una inmuno-
reactividad Fos positiva significativa aumentada en areas telencefélicas,
diencefalicas y mesencefélicas relacionadas con los circuitos de la ansiedad y
el miedo en el cerebro (Fontanesi et al., 2007), asi como por un incremento en
la actividad de las neuronas noradrenérgicas del Locus Coeruleus (Perez et al.,
2001) y serotoninérgicas del Nucleo del Rafe Dorsal (Almiron & Ramirez,
2005). Todos estos cambios pueden contribuir no solo a los sintomas de
abstinencia fisica que involucran la funcién autbnoma, sino también al aumento
de la plasticidad hipocampal que subyace al desarrollo de dependencia y
abstinencia a DZ (Perez et al., 2001; Shen et al., 2009; Monti et al., 2010). El
HP, a través de sus conexiones con estructuras como la amigdala o la corteza
prefrontal medial, entre otras, es una estructura cerebral implicada en la
modulacién contextual de las respuestas condicionadas en los paradigmas de
interferencia del aprendizaje (Bouton, 2002) y también en el condicionamiento

contextual (Maren, 2008). En el presente trabajo, se demostr6 que la

91



Emilce Artur de la Villarmois DISCUSION Y CONCLUSIONES

efectividad del protocolo de IL en la prevencién del comportamiento de "tipo
ansioso” durante la abstinencia a DZ, se asocia con la reversion de la
aumentada plasticidad sinaptica en el HP, ya que el umbral para generar LTP
en animales abstinentes a DZ es similar al del grupo control. Este resultado
confirmo informes anteriores que mostraron que el incremento en la plasticidad
hipocampal observada durante la tolerancia (Marin et al., 1999) y dependencia
a DZ (Perez et al.,, 2001; Perez et al., 2002; Monti et al., 2010) se asocia
positivamente a la expresion de algunos de los signos conductuales de
abstinencia de DZ; mientras que la ausencia de un comportamiento similar a la
ansiedad, como se describe en este estudio cuando se realiz6 el protocolo de
IL, se asocia a una transmision sinaptica hipocampal comparable a los valores
del control. De manera similar, otros protocolos de administracion crénica de
drogas, como los tratamientos repetidos de cocaina, han demostrado un efecto
modulador sobre la plasticidad sinaptica en el HP (Black et al.,, 2004;
Thompson et al., 2004; del Olmo et al.,, 2006). Particularmente, esta alta
eficiencia de la transmision sinaptica en el HP, evidenciada por una reducciéon
dramética en el umbral para generar LTP, caracteriza a las ratas sensibilizadas
al efecto hiperlocomotor de cocaina, mientras que los animales no
sensibilizados con cocaina mostraron valores de umbral mas altos (Perez et al.,
2010; Gabach et al., 2013; Artur de la Villarmois et al., 2019). Entonces, la
mejora de la transmision sinaptica del HP puede representar un mecanismo
comun reclutado por drogas con diferentes mecanismos de accion para
mantener los cambios estructurales que subyacen a las modificaciones
persistentes en la funcidén cerebral después de la exposicion repetida o durante

la abstinencia de drogas de abuso.

En este escenario, el ON parece jugar un rol importante no solo en los
procesos de aprendizaje y memoria (Park et al., 1998) y en el mantenimiento
del LTP en el HP (Bon & Garthwaite, 2003), sino también en la expresion de la
abstinencia de BZDs en ratones y ratas, ya que la inhibicion farmacoldgica de
NOS-1 impidi6 la expresion de algunos sintomas caracteristicos del sindrome
de abstinencia (Talarek et al., 2011). En esta tesis, se demostr6 que la
expresion del comportamiento de “tipo ansioso” caracteristico del sindrome de

abstinencia a DZ no afecta los niveles de proteina NOS-1 en el HP (dorsal o
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ventral), aunque no es posible descartar que aumentos en su actividad puedan
contribuir a la mayor plasticidad en el HP y a la expresion del comportamiento
de “tipo ansioso”. Por otro lado, los animales que recibieron DZ con el protocolo
de IL mostraron niveles reducidos de proteina NOS-1 y probablemente
presenten una menor disponibilidad de ON dentro del HP dorsal, tal vez como
un mecanismo compensatorio para reducir la plasticidad sinaptica en el HP y
evitar la expresién de un comportamiento "ansioso”. Ademas, la inhibicion
farmacolégica sistémica de NOS-1 mostré resultados conductuales vy
electrofisiolégicos similares a los observados en animales sometidos al
protocolo de IL, lo que indica que una disponibilidad reducida de ON podria ser
responsable de los efectos inducidos por la IL. Estos resultados concuerdan
con hallazgos anteriores que indican que la inhibicion aguda de la sintesis de
ON disminuye la ansiedad en la prueba del LCE en ratas (Faria et al., 1997).
Por ultimo es importante sefalar que la reduccion en los niveles de proteina
NOS-1, cuando se realizdé la interferencia del aprendizaje (IL), solo se
observaron en el HPd, una region involucrada principalmente en el proceso
cognitivo de aprendizaje y memoria (Fanselow & Dong, 2010). Sin embargo, no
se descarta la posibilidad que el protocolo de IL sea capaz de inducir cambios
en la transmision sinaptica, o en los niveles de NOS-1, incluyendo alguna de
sus tres variantes a, B Oy, en otras estructuras cerebrales que puedan explicar

también su participacion en la expresion de la abstinencia a DZ.

La dependencia es un fendmeno que presenta una notable variabilidad
inter-individual y la intensidad de la necesidad o compulsién por consumir varia
entre las diversas personas. Cuando se logra diagnosticar la dependencia en
pacientes que fueron sometidos a un tratamiento terapéutico con BDZs, el
cambio a un estado de dependencia solo ocurre en una fraccion de los
usuarios (Wagner & Anthony, 2002). Se ha descripto que aproximadamente el
35% de los pacientes tratados durante mas de 4 semanas con BZDs
desarrollan dependencia, y cuanto mayores hayan sido las dosis utilizadas y
mas prolongado el tratamiento, mas intenso es el sindrome de abstinencia
(Hurlé et al., 2008). Actualmente se propone que estas vulnerabilidades
interindividuales a la predisposicién de desarrollar adiccién se debe en parte a

factores genéticos, ya que se demostré que en pares de gemelos idénticos y no
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idénticos, cuando un gemelo era adicto al alcohol, el otro gemelo idéntico
también tenia una alta probabilidad de volverse adicto. Sin embargo, cuando un
gemelo no idéntico era adicto, el otro gemelo no necesariamente desarrollaba
una adiccion (Prescott & Kendler, 1999; Enoch & Goldman, 2001; Goldman et
al., 2005). Otro estudio investigd a los familiares de primer grado (padres,
hermanos o hijos) de 231 adictos y 61 no adictos. Este analisis mostrd que si
un padre presentaba adiccion a drogas o alcohol, la posibilidad de que el hijo
desarrollara una adiccion era de 8 veces mayor (Merikangas et al., 1998).
Aunque los factores genéticos parecen estar implicados, las influencias
ambientales no deben subestimarse. Hasta el momento no hay una respuesta
clara sobre cuéles son los genes sensibles responsables de la adiccion, pero
las mutaciones genéticas especificas se han relacionado con la sensibilidad al
consumo de alcohol y BZDs (lwata et al., 1999; Schuckit et al., 1999; Hu et al.,
2005).

En esta tesis, la diferenciacion conductual entre animales DZ-D y DZ-ND
gue se realizé con el objetivo de estudiar el impacto de los protocolos de
administracion de DZ en la distribucion poblacional, reproduce la variabilidad
inter-individual observada en humanos en relacion al desarrollo de
dependencia a BZDs. Los resultados mostraron que cuando se administro DZ
utilizando el protocolo control el 38% de los animales expresaron “ansiedad”,
mientras que cuando se utilizo el protocolo de IL se observo una tendencia a la
disminucién de animales dependientes ya que el 18,75 % pertenecio al grupo
DZ-D. En el caso del protocolo con 7-NlI, la disminucion en la poblacion de
animales dependientes fue aun mayor, ya que solo el 8,34 % fueron
considerados “dependientes” a pasear de haber recibido DZ de manera
cronica. Estas evidencias confirman que los protocolos de administracion de
Dz utilizados en este trabajo tienen un impacto en la expresion de un
comportamiento de “tipo ansioso” caracteristico del sindrome de abstinencia a
DZ.

El NAc es un componente central del estriado ventral que se posiciona
como una interfaz para integrar sefiales que surgen de las areas limbicas y
corticales y asi modular la salida motora relacionada con comportamientos
dirigidos a un objetivo (Mogenson et al., 1983; French & Totterdell, 2002). El
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NAc recibe y envia proyecciones de distintas aéreas del SNC, por ejemplo,
recibe conexiones aferentes excitatorias del tipo glutamatérgicas, provenientes
del HP, corteza pre-frontal y amigdala, que proporcionan la unidad excitadora
necesaria para evocar el comportamiento. EI HP proporciona informacion
espacial y contextual acerca de diferentes estimulos (Brog et al., 1993; Sesack
& Grace, 2010) y las conexiones directas e indirectas entre el HP y el NAc
pueden permitir que dichas sefales contextuales influyan en el comportamiento
de busqueda de drogas (Jentsch & Taylor, 1999). Ademas, funcionalmente
estas estructuras se regulan de forma bi-direccional. Por ejemplo, el NAc esta
involucrado en la modulacion de la plasticidad sindptica hipocampal, ya que la
estimulacion eléctrica del NAc core evita todas las formas de LTP, incluida su
induccion, en las células granulares del GD en el HP (Lopez et al., 2008). Por
otro lado, la potenciacion de la actividad sinaptica en las aferencias
provenientes del HP potenciarian la inhibicion GABAérgica de las interneuronas
del NAc, reduciendo la actividad de las MSN (Mulder et al., 1998). En
concordancia con estos antecedentes funcionales, en esta tesis se describe por
primera vez que el tratamiento crénico con DZ o que el incremento del
comportamiento de “tipo ansioso” luego de la discontinuacion de la
administracion cronica con DZ (grupo DZ-D), generarian una disminucién de la
excitabilidad, acompafiada por una reduccion de la plasticidad estructural en
las células principales del NAc. Estos cambios observados en las MSN también
fueron descriptos para otras drogas de abuso, por ejemplo hay reportes que
demostraron una disminucion en la excitabilidad de las MSN del NAc en ratas
abstinentes luego de un tratamiento crénico con cocaina (Perez et al., 2011),
en este sentido es importante destacar que se observd nuevamente que el DZ
induce cambios similares a otras drogas de abuso en el HP y en el NAc,
indicando la presencia de mecanismos plasticos adaptativos similares entre las
drogas que inducen comportamientos de busqueda. Otro actor importante en la
modulacién de la actividad y arborizacion dendritica de las MSN es el ON
(West & Grace, 2004; Nikonenko et al., 2008; Yoshihara et al., 2009), donde la
disminucién de la disponibilidad de ON en el NAc luego de la interrupcion de la
administracién de DZ podria explicar en parte estos resultados. En conjunto,

estos hallazgos indican que tanto el aumento de la transmision sinaptica en el
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HP podria potenciar la inhibicibn GABAérgica en el NAc, produciendo una
disminucion de la excitabilidad de las MSN, como la inhibicion del NAc podria
contribuir con el aumento de la plasticidad sindptica hipocampal. La
neurotransmision nitrérgica pareceria tener un rol preponderante en los
cambios observados en ambas estructuras. Sin embargo, la complejidad del
circuito involucrado en la dependencia a DZ y los experimentos realizados en
este trabajo no permiten establecer una relacién directa entre la funcionalidad
de ambas estructuras, ni descartar la participacion de otras areas cerebrales

involucradas en este fendmeno.
CONCLUSIONES FINALES:

Los resultados presentados en esta tesis indican que la IL podria ser una
estrategia no farmacoldgica util para prevenir la expresion de “ansiedad” como
sintoma caracteristico del sindrome de abstinencia de BZDs cuando se pueda
disefiar adecuadamente para humanos, como se demostro para el tratamiento
de otras patologias dependientes del contexto (Hall et al., 2016). En este
sentido, los resultados obtenidos apoyan la utilidad de modelos traslacionales
como enfoques pre-clinicos para patologias humanas. De esta forma se
confirma la primera parte de la hipotesis la cual postula que, “a interferencia
del proceso de aprendizaje asociativo que subyace al desarrollo de
dependencia a DZ puede revertir los cambios plasticos dependientes del ON en
el HP evitando la expresion de un comportamiento de “tipo ansioso” durante la
abstinencia a DZ”, ya que el protocolo de IL fue capaz de evitar la expresion del
comportamiento de “tipo ansioso” durante la abstinencia a DZ. Ademas, la IL
pudo inducir cambios funcionales y moleculares en el HP, como la
normalizacion de la transmision sinaptica y la reduccion de la expresion de
NOS-1. También, se puede confirmar que estos procesos son dependientes de
ON ya que la inhibicion farmacoldgica de NOS-1 fue capaz de reproducir los
cambios conductuales y plasticos en el HP observados con la IL. Teniendo en
cuenta que recientemente se ha descripto que la sefalizacion de ON en el HP
es crucial para el desarrollo y expresion de la sensibilizacion al efecto
hiperlocomotor de cocaina (Artur de la Villarmois et al., 2019), seria interesante

estudiar el efecto de la administracion de 7-NI (inhibidor selectivo de NOS-1) de

96



Emilce Artur de la Villarmois DISCUSION Y CONCLUSIONES

manera intra-hipocampal para confirmar la participacion de esta estructura en
la expresion de “ansiedad” caracteristica del sindrome de abstinencia a DZ y de
la plasticidad sinaptica asociada mediante un mecanismos dependientes de
ON. De esta manera, se podria proponer a la via del ON en el HP como un
blanco terapéutico en comun para prevenir o reducir la susceptibilidad a la
recaida de distintas sustancias adictivas.

Por ultimo, el final de este trabajo de tesis estuvo dirigido a caracterizar
adaptaciones moleculares y plasticas relacionadas con la expresién de la
abstinencia a DZ, luego de su administracion crénica, en el NAc. Aqui,
verificamos la segunda parte de la hipétesis que postula que “debido a la
participacion del NAc en los efectos reforzantes de las BZDs, la abstinencia a
DZ induce cambios en la plasticidad celular y en la transmision nitrérgica en
esta estructura”, ya que se observd que aquellos animales que expresaron un
comportamiento de “tipo ansioso” luego del tratamiento crénico con DZ
presentaron una disminucion en la plasticidad funcional y estructural en las
principales células del NAc (MSN), ademas se caracterizd que este grupo de
animales “ansiosos” presentaron una disminucién en la expresion y actividad
de NOS-1. Estos resultados describen por primera vez el impacto de la
administracion cronica de DZ o de la expresion de abstinencia sobre

alteraciones funcionales, anatdmicas y moleculares en el NAc.

Finalmente es posible destacar que un aspecto central del desarrollo de
dependencia, a pesar de la importancia de los numerosos factores
psicosociales, es que implica un proceso biolégico. Sin embargo, llama la
atencion que la mayoria de las formas de plasticidad relacionadas con la
adiccion son muy similares y comparten las mismas regiones del cerebro, que
los tipos de plasticidad que se han asociado con las formas mas clasicas de
conductas que evidencian procesos de aprendizaje y memoria, lo que refleja tal
vez el repertorio limitado de los mecanismos de adaptacion del que disponen
las neuronas cuando se enfrentan con las exigencias del medio ambiente
(Nestler, 2013). En este sentido, los resultados de este trabajo caracterizan
algunas adaptaciones moleculares y celulares que ocurren en regiones

especificas del cerebro y que median alteraciones conductuales asociadas con
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la dependencia a DZ, verificando mecanismos homdlogos con otros

psicofarmacos.
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Abstract

Benzodiazepines are usually prescribed for anxiety and sleep disorders in long-term
schedules that may cause drug dependence. Discontinuation after prolonged adminis-
tration may lead to withdrawal expression, being anxiety the most predominant sign.
The context-dependent associative learning process that underlies diazepam depend-
ence can be interfered by pre-exposure to the drug administration context, an effect
known as latent inhibition. Considering this background, the primary aim of the pre-
sent investigation is to develop a therapeutic strategy to prevent diazepam withdrawal
in male Wistar rats by interfering with this learning process. Nitric oxide is a crucial
player in learning and memory, hippocampal synaptic transmission and in diazepam
withdrawal. Then, a secondary goal is to determine how latent inhibition could alter
functional plasticity and neuronal nitric oxide synthase enzyme (NOS-1) expression
within the hippocampus, by using multi-unitary cell recordings and Western blot,
respectively. Our results indicate that chronic diazepam treated animals under latent
inhibition did not show anxiety, or changes in hippocampal synaptic transmission,
but a significant reduction in NOS-1 expression was observed. Accordingly. pharma-
cological NOS-1 inhibition resembles behavioral and electrophysiological changes
induced by latent inhibition. Contrary, diazepam treated animals under Control pro-
tocol expressed anxiety and evidenced an increased hippocampal-plasticity, without
alterations in NOS-1 expression. In conclusion, manipulation of the contextual cues
presented during diazepam administration may be considered as an effective non-
pharmacological tool to prevent the withdrawal syndrome. This behavioral strategy
may influence hippocampal synaptic transmission, probably by alterations in nitric
oxide signaling pathways in this structure.

KEYWORDS
anxiety, diazepam, latent inhibition paradigm, long-term potentiation, neuronal nitric oxide synthase,

nitric oxide
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Diazepam Withdrawal Expression
is related to Hippocampal NOS-1
Upregulation
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Background: Benzodiazepines are usually prescribed for anxiety and sleep disorders in a long-term
fashion that may cause drug dependence. Discontinuation after prolonged administration may lead to
withdrawal expression, being anxiety the most predominant sign. It has been described that a context-
dependent associative learning process underlies diazepam dependence. Nitric oxide is a crucial player
in learning and memory processes, hippocampal transmission, as well as in benzodiazepines withdrawal.
Considering that previous results from our laboratory showed an increase in hippocampal functional
plasticity only in diazepam dependent rats, the aim of the present investigation is to determine whether
diazepam dependence could alter neuronal nitric oxide synthase enzyme (NOS-1) expression within the
hippocampus, by using western blot.

Results: chronic diazepam-treated animals that developed dependence showed increase in NOS-1
expression in dorsal, but not in ventral hippocampus, while no-dependent or control animals presented
similar NOS-1 protein levels.

Conclusion: withdrawal from long-term diazepam exposure could be associated to increased nitric
oxide neurotransmission within dorsal hippocampus induced by NOS-1 over-expression. This mechanism
could underlie the improved hippocampal synaptic transmission previously observed in diazepam
withdrawn animals. Confirmatory experiments need to be addressed to determine the mechanisms by
which nitric oxide participates in benzodiazepines withdrawal in order find new molecular targets to
develop pharmacological tools to prevent the withdrawal syndrome.

Introduction

Benzodiazepines are commonly prescribed for the treatment of anxiety and sleep
disorders. However, prolonged treatment may lead to dependence with evident
withdrawal syndrome [1-3]. Long-lasting neuroadaptations resulting from repeated
drug exposure involve an associative learning process [4-7]. These learning and
cognitive aspects of addiction suggest the existence of common neurobiological
mechanisms mediating drug addiction and memory [5,8-10]. Both phenomena are
accompanied by alterations in synaptic plasticity at glutamate synapses in the reward
pathway, involving the ventral tegmental area, nucleus accumbens, and frontal cortex
[8,11]. In addition to the relevance of the reward circuitry in the development of
addiction, other brain areas such as the hippocampus (HP) have been implicated [12].
This brain structure plays a great role in processing the associations between the
environmental context and unconditioned stimuli such as drugs of abuse [13]. Within
the HP, the long-term potentiation (LTP) characterized by an enduring increase in the
efficacy of glutamatergic synaptic transmission is a major form of synaptic plasticity.
This phenomenon is accepted as a molecular mechanism for learning and memory in
the brain in which contextual cues are relevant [14,15]. We have previously described
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Abstract

Behavioral sensitization to psychostimulants hyperlocomotor effect is a useful model of addiction and craving. Particularly,
cocaine sensitization in rats enhanced synaptic plasticity within the hippocampus, an important brain region for the associative
leaming processes underlying drg addiction. Nitric oxide (NO) is a neurotransmitter involved in both, hippocampal synaptic
plasticity and cocaine sensitization. It has been previously demonstrated a key role of NOS-1/NO/sGC/cGMP signaling pathway
in the devel opment of cocaine sensitization and in the associated enhancement ofhippocampal synaptic plasticity. The aim of the
present investigation was to determine whether NOS-1 inhibition after development of cocaine sensitization was able to reverse
it, and to characterize the involvement of the hippocampus in this phenomenon. Male Wistar rats were administered only with
cocaine (15 mg/kg/day i.p.) for 5 days. Then, animals received 7-nitroindazole (NOS-1 inhibitor) either systemically for the next
5 days or a single intra-hippocampal ad t of sensitization and its expression after withdrawal were
tested, as well as threshold for long-term potentiation in hippocampus, NOS-1, and CREB protein levels and gene expression.
The results showed that NOS-1 protein levels and gene expression were increased only in sensitized animals as well as CREB
gene expression. NOS-1 inhibition after sensitization reversed behavioral expression and the highest level of hippocampal
synaptic plasticity. In conclusion, NO signaling within the hippocampus is criical for the development and expression of cocaine
sensitization. Therefore, NOS-1 inhibition or NO signaling pathways interferences during short-term withdrawal after repeated
cocaine administration may represent plausible pharmacological targets to prevent or reduce susceptibility to relapse.

inistration. Dev*‘lrr

Keywords Cocaine - CREB gene expression - Hippocampus - Long-term potentiation - Nitric oxide synthase - Sensitization

Introduction development and maint e of addiction, including access
to drugs, social environment, genetic predisposition, and psy-
chiatric comorbidities [2]. While extensive investigations
about the neural mechanisms of addiction have been per-
formed continuously, it is still unclear why users remain vul-

nerable to relapse following extended periods of abstinence

Substance abuse is a chronic disease that represents a serious
public health problem [1]. Many factors may influence the
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[3]. Furthemmore, despite the considerable effort devoted to
treat addiction [4-6], there are not effective treatment options
available to treat dug dependence and relapse.

Repeated administration of psychostimulants such as
cocaine in rats causes progressive increases in locomotor
activity, called behavioral sensitization, that are correlat-
ed to differential neurcadaptations in a proportion of an-
imals exposed to the drug, independently of the admin-
istration protocol used [7, 8]. Because sensitization can
be context dependent, long lasting, and can increase sub-
sequent drug self-administration [9], it is a useful animal
model of relapse [10].
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ABSTRACT: Photoinduced antibacterial gold nanoparticles
were developed as an alternative for the treatment of one-stop
antibiotic-resistant bacteria. Thanks to the amoxicillin coating, mynthesks
they possess high in vivo stability, selectivity for the bacteria wall,
a good renal clearance, and are completely nontoxic for
eukaryotic cells at the bactericidal concentrations. A simple

amoxi@AuNP Q@
one-step synthesis of amoxi@AuNP is described at mild 00
temperatures using the antibiotic as both reducing and stabilizing : 3 :
agent. Time-resolved fluorescence microscopy proved these "] 0 0
e - |
Q Q@ '

novel nano-photosensitizers, with improved selectivity, are
bactericidal but showing excellent biocompatibility toward
eukaryotic cells at the same dose (1.5 ug/mL) when co-cultures
are analyzed. Their stability in biological media, hemocompat-
ibility, and photo-antibacterial effect against sensitive and
antibiotic-resistant Staphylococcus aureus were evaluated in vitro, whereas toxicity, renal clearance, and biodistribution were
studied in vivo in male Wistar rats. The use of these nanoparticles to treat antibiotic-resistant infections is promising given their
high stability and cytocompatibility.

L]
blocompatible non-toxle antibacterial

B INTRODUCTION stimulated the present work to explore the selectivity toward
prokaryotic cells in cell co-cultures and the biocompatibility
and distribution of the particles in vivo.

Many in vivo studies on the biodistribution and toxic effects
of AuNPs show that they are controlled by the nanomaterial
size, shape, and coating."in The limited pore size of the
endothelial wall in the tissue is the primary delivery barrier for
nanoparticles, but it also allows selective accumulation in
certain tissues. When nanoparticles are administered through
intraperitoneal (IP) or intravenous injection, a variety of serum
proteins bind to their surface, which are recognized,

Antibiotic-resistant (AR) bacteria and the lethal infections they
can cause are a subject of public concern."”” Indeed, the World
Health Organization has described antibiotic resistance as “a
problem so serious that it th the achi of

modern medicine”.’ Thus, there is an urgent need for the
development of novel strategies and drugs. In recent year,
nanoparticles have been tested as potential antibacterial agents;
particularly, gold nanoparticles (AuNPs) were chosen to act as
photosensitizers because of their inert nature and Eﬁfcﬁveness
in spite of their polymorphism and dispersity.” Further,
AHNP;’ plasmons czn :Eo:{ visible ]igMPqu?:voi;ing the useJ irrlema]ize:]? E‘Fd carried to the liver or ?P]?E"‘Id It 15 known
of highly energetic wavelengths that cause cell photodamage, that the majority of the AuNPs a.flsr IP injection are distributed
proving useful for cancer treatment’ Additionally, we have to the liver and spleen in 2—=3 h'” and that AuNPs had a high
shown the photoinduced bactericidal properties of AuNPs blood-clearance rate being m“"'ﬂYm distributed in the liver,
utilizing green light, even on AR clinical strains. ~'° Thus, followed by the spleen and lungs."” No matter the pathway
plasmon excitation of the AuNPs can produce highly reactive used, AuNPs seemed to migrate into the circulatory system first
oxygen species (ROS) levels causing oxidative stress after 4 h of

photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT), leading to Received: November 12, 2017
bacterial death. Furthermore, in vitro studies suggest that these Accepted:  Janoary 17, 2018
AuNPs are nontoxic for eukaryotic cells. These results Published: January 30, 2018
ACS Publications — © 2018 American Chemical Sodety 1220 DOL 101021 /acsomega Tho1 779
< ACS Omega 2018, 3, 1220-1230
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Abstract

Rationale Angiotensin I1, by activation ofits brain AT} -recep-
tors, plays an active role as neuromodulator in dopaminergic
transmission. These receptors participate in the development
of amphetamine-induced behavioral and dopamine release
sensitization. Dopamine is involved in cognitive processes
and provides connectivity between brain areas related to these
processes. Amphetamine by its mimetic activity over dopa-
mine neurotransmission elicits differential responses after
acute administration or after re-exposure following long-
term withdrawal periods in different cognitive processes.
Objective The purpose of this study is to evaluate the AT)-
receptor involvement in the acute and long-term amphet-
amine-induced alterations in long-term memory and in
cellular-related events.

Methods Male Wistar rats (250-300 g) were used in this study.
Acute effects: Amphetamine (0.5/2.5 mg/kg i.p.) was adminis-
tered after post-training in the inhibitory avoidance (IA) re-
sponse. The AT,-receptor blocker Losartan was administered
i.c.v. before a single dose of amphetamine (0.5 mgkg i.p.).
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Long-term effects: The AT,-receptors blocker Candesartan
(3 mg/kg p.o.) was administered for 5 days followed by 5
consecutive days of amphetamine (2.5 mg/kg/day, ip.). The
neuroadaptive changes were evidenced after 1 week of with-
drawal by an amphetamine challenge (0.5 mg/kg ip.). The IA
response, the neuronal activation pattern, and the hippocampal
synaptic tr; ission were evaluated

Results The impairing effect in the IA response of post-
training acute amphetamine was partially prevented by
Losartan. The long-term changes induced by repeated am-
p i e to acute interference in
the A response, neurochemical altered response, and in-
creased hippocampal synaptic transmission) were prevented
by AT-receptors blockade.

Conclusions AT,-receptors are involved in the acute alter-
ations and in the neuroadaptations induced by repeated am-
phetamine associated with neurocognitive processes.
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Introduction

The role of brain renin-angiotensin system (RAS) is complex,
and its main active peptide, angiotensin 11 (Ang II), was ini-
tially described as a modulator of autonomic and hormonal
systems, sensorial and cognitive processes, and it also partic-
ipates in the regulation of cerebral blood flow. Ang Il exertsits
known actions principally by activation of the angiotensin
receptors type 1 (AT-R) (Saavedra 1992; Saavedra et al.
2005). Locally produced brain Ang I1 plays an important role
in the modulation of central dopaminergic neurotransmission.
Dopamine (DA) innervated areas such as caudate putamen
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