Este trabajo esta bajo licencia CC BY-NC-SA 4.0© 2 por Gabach, Laura Alejandra



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/?ref=chooser-v1







COMISION DE TESIS

DIRECTOR: Dra. Mariefa Pérez
BROS:

Dra. Claudia Bregonzio

(P D~

Dra. Virginia Rivero

P o . Cérlos Arce

EVALUADOR EXTERNO: Dra. Alicia Brusco



El presente trabajo de tesis ha sido realizado en el Instituto de Farmacologia
Experimental de Cordoba (IFEC-CONICET), Departamento de Farmacologia de la Facultad
de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cdrdoba, de acuerdo a la reglamentacion

vigente para optar por el grado de Doctor en Ciencias Quimicas.

Para la realizacion de este trabajo la autora contd con una beca del Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) 2010-2015, ademas del
apoyo financiero de subsidios otorgados por CONICET, Fondo para la Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica (FONCyT), Secretaria de Ciencia y Tecnologia de la Universidad
Nacional de Cordoba (SECyT-UNC) y Ministerio de Ciencia y Tecnologia de la Provincia de
Cordoba (MINCyT).

Se deja constancia que se ha cumplimentado con los cursos requeridos, asi como
también se realizaron actividades docentes en asignaturas del Departamento de
Farmacologia de esta Facultad, contando para ello con un cargo de Profesor Asistente

(dedicacion simple) obtenido por concurso.






Agradecimientos

Quisiera expresar mis agradecimientos a todos aquellos que hicieron posible la realizacién de esta
tesis...

Al Departamento de Farmacologia y sus profesores, y esta Facultad, por permitirme seguir
creciendo en mi formacién académica, como también al CONICET por el apoyo econdémico.

A mi comision de Tesis, por sus ideas, contribuciones y por las discusiones generadas para aportar
a este trabajo. Al evaluador externo, por su tiempo y por aceptar ser evaluador de esta tesis.

A Mariela... que supo incentivarme en el camino de la ciencia, por creer en mi, por sus palabras de
aliento y por hacerme sentir el valor de mis opiniones, por sus correcciones siempre constructivas
que me ayudaron a aprender y mejorar cada dia, por hacer que estos afios de ciencia sean vividos
no solo como trabajo y estudio sino también como gratos momentos compartidos, pero por sobre
todas las cosas por su calidez humana..

A Lorena y a Estela, por la predisposicion, la infinita paciencia y valiosa contribucién en las tareas
practicas. A Valeria por su colaboracién y horas dedicadas a ayudarme en mis experimentos.

A Yani, Nico y Javi, porque su trabajo de cada dia contribuyd a cada parte de esta tesis y su buen
humor a entretener mis momentos en el bioterio.

A los secres, Maria José, Silvia y Pedro, por su trabajo de cada dia en aporte a mi tesis y mis tareas
docentes.

A Emilce, mi hermanita cientifica.. Gracias por divertirme cada dia con tus locuras, por estar
siempre dispuesta a ayudarme, por aguantar mis dias grises y no tanto, por estar siempre que te
necesité!! Gracias porque encontré en vos la hermana menor que nunca tuve!

A mis amigos y compafieros del laboratorio. Por cada dia compartido, por hacer que, a pesar de las
dificultades de hacer ciencia, cada dia tenga un tinte divertido y alegre, pero también por los
momentos de diversion post-laborales, juntadas, dias de paseo en el rio, cumpleafios y fiestas
varias. De cada uno aprendi algo y me llevo un pedacito, los voy a extrafar!

A mis compafieras de viajes, laborales y de vacaciones!! Marisa, Flor, Ale, Pato, Vane, Iva y Lauri.
Gracias por los hermosos momentas y experiencias vividas juntas!

A los chicos western... Noe, Vane, Pablo, Iva y Pato, por sus consejos y aportes tan valiosos con mis
aprendizajes para hacer western blot, por atender mis dudas con tanta paciencia, mil gracias!!

A Caro M y Lau M, por integrarme en el lab desde el momento en que llegué, por ensefiarme los
eternos LTP y por darme un lugarcito incluso del otro lado del mundo!. A Mercedes, por su paso
fugaz por el lab, pero lleno de alegria y ganas contagiosas.



A mis compafieras de Facultad, Lau C, Mery, Mara, Caro, Vicky, Flor, Ine, Cyn y Lau F, con algunas
compartimos el gusto por la ciencia, con otras las charlas de catarsis laboral y no tanto. Gracias a
todas porque a pesar de las distancias siempre estan presentes!

A mis amigas de la vida... Jesi, Inés y Marce. Mis hermanas del corazén! Porque con cada una de
ustedes creci y vivi hermosos momentos, que guardo como los mejores recuerdos del tiempo que
pasamos juntas. A Naty, por recibirme y hacerse siempre un tiempito para vernos y ponernos al
dia cada vez que viajo.

A mis abuelos, los dos dangeles mas lindos que me cuidan desde el cielo...
A mis nonos, mi debilidad... por ensefiarme la importancia de cada momento vivido.

A Matias, por su carifio puro e incondicional, por acompafiarme con tu paciencia y tus palabras
dulces, por construir juntos nuestro futuro.

A mi hermana Marina, mi compafiera desde mi primer dia en el mundo. Gracias por creer siempre
en mi, por ser mi apoyo y alentarme en cada decisidn, par estar incondicionalmente compartiendo
cada dia, aun a la distancia, por ser no solo mi hermana sino mi mejor amiga.

A mis padres, a quienes les debo no soclo mi vida sino todo lo que soy... Papa: gracias por darme
siempre la libertad de elegir y apoyarme en cada decision, por ensefiarme a que siempre se puede,
por darme al mismo tiempo lo que considero mi mejor virtud y mi peor defecto, la disciplina...
Mama: gracias por estar siempre para mi, por tu calidez y tu bondad infinita, por ensefiarme el
valor de los buenos gestos, por tu sensibilidad y por tu carifio que me abraza adn cuando estamos
lejos...

Gracias infinitas...!!






iNDICE

7 NEUPOGUITATCE nuusasevssvmssemnsasss e S sy s 5 e S oSSR S b SR AR ek 41
a.Actividadrde laenzimaNOS L i as o i T i isn s lhe et i st s don sl i, 2 iy 41
B AR SEo U TICA I AE NS oo samsimveimissas o aud56s 0T SR 4 F VoA 0 S8 VA Aa SO S RS 42

c. Expresion de NOSn por Western Blot........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeevee e 83
8. ANalTSIS ESEAISHICO s amisnis s i e s sae 0
RESULTADOS rnodainmm i i s R i i e e T el el L Bt St | B 46

1. Impacto de diferentes potenciadores o inhibidores de la via de sefalizacion

NOSn/NO/GCs/GMPc en el desarrollo de sensibilizacion conductual a cocaina. ....cccevveveeveeveeennnn. 47

2. Participacidn de la via NOSn/NO/GCs/GMPc en la transmisidn sindptica en el hipocampo,
durante la sensibilizacién a cocaina, y su contribucion al proceso patoldgico de aprendizaje

asociado ala adiCCION. s i G S s s s s s 55

2.1. Efecto de diferentes potenciadores o inhibidores de la via de sefializacion

NOSn/NO/GCs/GMPc en la transmisidn sindptica en el hipocampo. ....ccceeeevrieeiiececiec e 57

2.2. Impacto de una unica administracion de los diferentes potenciadores o inhibidores de la via

de sefializacion NOSn/NO/GCs/GMPc en la transmision sindptica en el hipocampo.................. 61
2.3. Efecto de la administracion cronica de cocaina sobre la retencion de la memoria.............. 62

3. Cambios en la expresion y funcionalidad de la enzima NOS en el hipocampo asociados a la

SENSIBIlZACIEN 3 OB vou it i L i b S s S i S s Sss e risysaniaa oo O
3.1. Actividad de NOS en la sensibilizacion a cocaing..........ccooveeeiiiieeiieciiciieeececieieecieeeeaeens 65
3.2. Numero de células positivas NOSNn en hipoCampo ......cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiansisinsnnnsneeeeass 67
3.3. Expresion: deNOSH en RIPOGaMPO . .occiie i ssanssss s isamssomsssassssiinsassassnnbonssnnnsstngensissnsesss OB

4. Participacion de la sefializacién por éxido nitrico en la expresion de la sensibilizacion conductual

a cocaina y en la transmision sindptica hipocampal asociada..........cccocceeciiiiiiiniiiciiniiiiciiesieenes 71
4.1. Efecto de la inhibicion de NOSn en la expresiéon de la sensibilizacion conductual ............... 72
4.2. Impacto de la inhibicién de NOSn en la plasticidad sindptica en el hipocampo................... 73

D T SHORE . s b i s s e B RS s 28 AN A A 5 S AR e i 76



iNDICE

EL OXIDO NiTRICO COMO INTERMEDIARIO EN LA PLASTICIDAD SINAPTICA Y LA SENSIBILIZACION
s a1 A 77

IMPLICANCIA DE LA ACTIVIDAD Y EXPRESION DE NOSn EN LA SENSIBILIZACION A COCAINA..... 81

RELEVANCIA DE LA ViA NOSn/NO/GCs/GMPc EN LA VULNERABILIDAD A LA ADICCION............. 83
BIBIIDGRAFIA .....os st st o sl e v ssse 86
PUBLICACIONES



ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

AMPc: -del inglés- cyclic adenosine monophosphate: Adenosin monofosfato ciclico
AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol

CaMKIl: Ca**/calmodulina quinasa

COC: cocaina

fEPSPs: -del inglés- field Excitatory Post-Synaptic Potentials: Potenciales Post-Sinapticos
Excitatorios de campo

GCs: guanilato ciclasa soluble

GMPc: -del inglés- cyclic guanosine monophosphate: Guanosin monofosfato ciclico.
LTP: -del inglés- Long Term Potentiation: Potenciacién a Largo Plazo

NAc: ndcleo accumbens

NADP: nicotinamida adenina dinucleotido fosfato

NMDA: N-methyl-d-Aspartate

NO: -del inglés- nitric oxide: 6xido nitrico

NOS: -del inglés- nitric oxide synthase: Oxido nitrico sintaza

0ODQ: 1H-[1,2,4]-oxadiazolo [4,3-a]lquinoxalin-1-one

PDEs: -del inglés- phosphodiestherase 5: Fosfodiesterasa 5

PP: -del inglés- perforant pathway: Tracto perforante

SAL: salina

SIL: sildenafil

SNK: Student-Newman-Keuls

VEH: vehiculo

VTA: -del inglés- ventral tegmental area: Area tegmental ventral

7-NI: 7-nitroindazole



RESUMEN

RESUMEN

La cocaina es una de las drogas de abuso mas utilizadas vy la adiccion a drogas una de las
patologias mads dificiles de tratar. A pesar de los numerosos esfuerzos para desarrollar
tratamientos eficaces que eviten la recaida a las drogas de abuso, la falta de los mismos radica en
el conocimiento relativamente incompleto acerca de los procesos neurobiolégicos que subyacen a
estos fendmenos. La sensibilizacion se refiere a cambios duraderos en determinadas conductas
que subyacen a los fenédmenos de compulsidn y recaida al uso de diferentes drogas de abuso, una
vez instaurada la adiccidn. Si bien muchos protocolos de administracién repetida de cocaina han
probado desarrollar sensibilizacidn, este fenémeno ocurre solo en una proporcion de los animales
expuestos al psicofarmaco. El 6xido nitrico es un neurotransmisor gaseoso que esta implicado en
la adquisicién y el mantenimiento de los efectos conductuales de la cocaina. Por otra parte, ha
sido reportada la utilizacién de inhibidores de PDEs, como sildenafil, que inhiben la hidrdlisis de
GMPc, en combinacién con drogas ilicitas como la cocaina en humanos. En este estudio
investigamos la contribucion de la via NOSn/NO/GCs/GMPc tanto en el desarrollo como en la
expresion de la sensibilizacién a cocaina, y su importancia en el proceso patoldgico de aprendizaje
que estd asociado a la adiccidn, a través de la evaluacién de los cambios pldsticos que ocurren en
el hipocampo. Demostramos que, la administracion repetida de cocaina induce sensibilizacidon
comportamental en el 50% de los animales tratados y ésta se correlaciona con un incremento en
la plasticidad sindptica hipocampal. También observamos un aumento en la actividad de la enzima
NOS y en los niveles de proteina NOSn en dicha estructura, solo en el grupo de animales
sensibilizados. En base a los resultados de esta investigacion la activacion de la via de sefializacion
NOSn/NO/GCs/GMPc podria ser considerada como uno de los mecanismos por el que NO participa
tanto en el desarrollo como en la expresidon de la sensibilizacion y en el fendmeno plastico
observado en el hipocampo luego de la administracion repetida de cocaina. Asi, podemos
especular que la regulacion positiva de la via mencionada en diferentes areas del cerebro, podria
iniciar, contribuir o exacerbar los comportamientos adictivos en los seres humanos incrementando
la vulnerabilidad al abuso de drogas. De esta manera, la interferencia de dicha via luego de que la
sensibilizacion a cocaina ha sido instaurada, podria ser una herramienta farmacolégica util para
reducir la susceptibilidad a |a recaida a la droga, restaurando funciones cerebrales en estructuras

que forman parte o modulan el circuito de recompensa.



ABSTRACT

ABSTRACT

Cocaine is one of the most addictive drug and drug addiction one of the most difficult diseases
to treat. Despite several efforts to develop effective treatments to prevent relapse to drugs of
abuse, there is incomplete information about the neurobiological processes underlying these
phenomena. Sensitization refers to long lasting changes in certain behaviors that underlie
craving and relapse to different drugs of abuse, once addiction has been established. Although
sensitization can be induced by many chronic cocaine administration protocols, this
phenomenon occurs only in a proportion of animals exposed to the psychotropic drug. Nitric
oxide is a gaseous neurotransmitter that is involved in the acquisition and maintenance of the
behavioral effects of cocaine. On the other hand, PDEs inhibitors use, such as sildenafil, has
been reported, in combination with illegal drugs like cocaine in humans. We investigated the
contribution of the nNOS/NO/sGC/cGMP pathway in both the development and expression of
cocaine sensitization, and its importance in the pathological learning process associated with
addiction, through the exploration of plastic changes occurring in the hippocampus. We show
that repeated cocaine administration induces behavioral sensitization in 50% of treated
animals and this correlates with an increase in hippocampal synaptic plasticity. We have also
observed an increase in NOS enzyme activity and nNOS protein levels in this structure, only in
sensitized animals. These results lead us to propose that, the activation of this signaling
pathway nNOS/NQO/sGC/cGMP could be considered as one of the mechanisms by which NO is
involved in both the development and expression of sensitization and in the plastic
phenomenon observed in the hippocampus after repeated cocaine administration. Therefore,
we can speculate that up-regulation of the mentioned pathway in different brain areas, could
start, contribute or exacerbate addictive behaviors in humans and increase vulnerability to
drug abuse. Consequently, the interference of this pathway after cocaine sensitization has
been established, could be a useful pharmacological tool to reduce susceptibility to drug

relapse, restoring brain functions that modulate the reward circuit.
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INTRODUCCION

El abuso de drogas y el consiguiente fendmeno de la adicciéon son dos de los
problemas sociales mas serios y de mayor impacto en la salud publica (Cornish and
O'Brien 1996). Numerosas investigaciones se han llevado a cabo en las Gltimas décadas
intentando explicar los mecanismos neurales que subyacen a este fendmeno a fin de
que estos conocimientos puedan contribuir al desarrollo de terapias efectivas. A pesar
de estos esfuerzos, son pocas las opciones disponibles para tratar con éxito la
dependencia a las drogas de abuso. La adiccién a una droga se puede considerar como
una enfermedad mental que afecta al sistema de recompensa del cerebro y produce
una pérdida de control sobre el uso de la misma, lo que induce su busqueda vy
consumo compulsivo a pesar de las consecuencias adversas que ello implique.

En los seres humanos, el inicio del consumo de drogas puede deberse a
multiples causas. Sin embargo, no todos los individuos que consumen o han sido
expuestos a alguna droga de abuso desarrollan una adiccion a dicha sustancia (O'Brien
and Anthony 2005). La capacidad de una droga de generar adiccion varia en funcién de
las caracteristicas de la droga. Asimismo, la adiccidn no se desarrolla tras una primera
administracion, sino que es un proceso extenso, que empieza con el uso social de la
droga y transita luego a una segunda etapa en la que se va perdiendo progresivamente
el control sobre la droga y posteriormente se convierte en una conducta adictiva. A
pesar de ello, el uso social de la droga no conlleva, por si solo, a una adiccion. Para que
ésta se instaure deben confluir en el sujeto factores de vulnerabilidad, propios del
individuo como factores genéticos, y factores ambientales que, al operar juntos,
facilitaran el desarrollo del trastorno (Mohn et al. 2004). Si bien existe una amplia
conciencia social sobre el potencial adictivo de diferentes drogas, en particular de
psicoestimulantes como la cocaina, el abuso de esta droga ilegal constituye uno de los
principales problemas de salud en nuestra sociedad y en el mundo.

La adiccion incluye procesos complejos de indole comportamental y
neurobiologico. Todas las drogas de abuso producen efectos de reforzamiento
responsables de la iniciacion del desorden adictivo. Aunque los determinantes
neurobiolégicos que contribuyen al comportamiento adictivo siguen siendo

desconocidos, se ha establecido que las drogas de abuso usurpan el circuito de
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por un menor nimero de espinas dendriticas y la falta de mielinizacién de axones
durante la adolescencia (Sowell et al. 2004; Casey et al. 2005). Estas alteraciones
probablemente contribuyan a los comportamientos caracteristicos, tales como la falta
de control de la impulsividad y errores en la toma de decisiones, situando a los
adolescentes en un mayor riesgo de desarrollar trastornos por el uso de sustancias
(Chambers et al. 2003). Otra regién que sufre cambios durante la adolescencia es el
hipocampo, el cual estd especialmente implicada en los procesos de memaria y
aprendizaje y desempefia un papel importante en el aprendizaje “patolégico” que
subyace al comportamiento relacionado con la adiccion (Nestler 2002). Estas areas del
cerebro alcanzan la madurez mas tarde que las areas cerebrales sensoriales y motoras
primarias, que limitan la capacidad inhibitoria de motivacién durante este periodo del
desarrollo. El abuso de las drogas puede afectar estos procesos de maduracion y
modificar la funcidn cerebral en areas relacionadas con la motivacion, la memoria, el
aprendizaje y el control del comportamiento. En estudios en roedores, el modelo de
recaida al consumo conocido como modelo de preferencia condicionada a un sitio o
"Conditioned Place Preference" (CPP) ha demostrado que las ratas "adolescentes"
demoran mas tiempo en extinguir una conducta y una mayor preferencia por claves
asociadas a la exposicion a cocaina, lo que sugiere un mayor riesgo de recaida en los

adolescentes en comparacion con los adultos (Brenhouse and Andersen 2008).

CIRCUITO DE RECOMPENSA

La activacion del circuito de recompensa es una caracteristica comin en
respuesta a la administracion de distintas drogas de abuso. Este circuito es el sitio de
convergencia de la informacion motivacional, emocional, contextual y afectiva.
Formando parte del mismo se encuentra el nicleo accumbens (NAc) o estriado ventral,
el cual, basandose en sus conexiones funcionales y sus fenotipos neuronales, puede
ser subdividido en Core y Shell (Zahm and Brog 1992). El NAc Core es la porcion central
del estriado ventral que rodea a la comisura anterior y es una continuacion funcional
del estriado dorsal. Se ha demostrado que es particularmente importante en el
aprendizaje instrumental como en la reinstalacion de la conducta de auto-
administracion inducida por claves asociadas al consumo de la droga (McFarland and

Kalivas 2001). EI NAc Shell comprende la porcion mas ventral y medial y cumple un rol
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importante en la recompensa, las conductas motivacionales, la sensibilizacion
conductual y los cambios en el estado afectivo (Zahm and Brog 1992).

Una antigua concepcién denomina al NAc como la interface entre los sistemas
limbico y motor, por lo cual, el NAc seria el sitio clave para la transferencia de las
sefiales motivacionales y emocionales a las respuestas conductuales adaptativas. A
pesar de su calificacion como el "centro de recompensa" del cerebro, cada vez mas
pruebas apoyan la idea de que el NAc es una estructura bivalente que procesa
estimulos emocionales positivos y negativos tanto en el acercamiento como en el
comportamiento de evitacion (Reynolds and Berridge 2002; Roitman et al. 2005;
Carlezon and Thomas 2009). Esto tiene consecuencias importantes para la
comprension de la adiccion, ya que las drogas de abuso proporcionan sefiales
emocionales positivas (droga, "high") y negativas (abstinencia adrogas, "crash") en el
NAc.

Ademas de este nucleo, el circuito de recompensa esta formado por otras
estructuras tales como el area tegmental ventral (VTA, -del inglés- Vental Tegmental
Area), y la corteza pre-frontal. Las interconexiones entre estas areas constituyen los
principales circuitos neuronales implicados en la neurcbiclogia de la adiccion. Sin
embargo, otras areas del cerebro, tales como la amigdala y la formacién del
hipocampo, estan implicados en la iniciaciéon y mantenimiento de la adiccién a drogas
(Eisch and Mandyam 2004).

El NAc actia como una puerta de entrada para estimulos recompensantes o
aversivos y ademas recibe aferencias que provienen de regiones cerebrales que se
sabe son importantes para el procesamiento de estimulos emocionales tanto positivos
como negativos, como la amigdala basolateral (Kelley et al. 1982), y para las conductas
voluntarias, como la corteza orbitofrontal, la insula, la corteza cingulada (Berendse et
al. 1992), y los nucleos del talamo (Berendse and Groenewegen 1990). Ademas, el NAc
recibe abundante inervacion del subiculo ventral del hipocampo (Kelley and Domesick
1982) que proporciona informacion espacial y contextual acerca de diferentes
estimulos (Brog et al. 1993; Sesack and Grace 2010). La gran mayoria de las conexiones
aferentes que recibe el NAc son de tipo glutamatérgicas, provenientes del hipocampo,
corteza pre-frontal y amigdala, que proporcionan la unidad excitadora necesaria para

evocar el comportamiento. El NAc también recibe aferencias inhibidoras GABAérgicas
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activacion de receptores glutamatérgicos en esta drea (Taepavarapruk et al. 2000), o
indirectamente via subiculo-NAc-VTA (Kelley and Domesick 1982; Kelley et al. 1982;
Floresco et al. 2001). Estudios electrofisiolégicos y neuroquimicos indican que la
exposicion repetida a psicoestimulantes en ratas, produce un incremento de la
neurotransmision glutamatérgica excitatoria en VTA y en NAc (Pierce et al. 1996;
Kalivas and Duffy 1998), como asi también en el hipocampo (Thompson et al. 2004).
De esta manera cambios generados a nivel neuroquimico y/o en la actividad neuronal
en el hipocampo pueden modificar o modular la funcionalidad del sistema
dopaminérgico mesolimbico, teniendo un rol critico tanto en diversas formas de
plasticidad sinaptica (Hernandez et al. 2002), como en el comportamiento patologico
que subyace a la adiccion. Ha sido descripto también que diferentes drogas adictivas
tienen la capacidad de aumentar la expresion del factor de transcripcion AFosB en el
gyrus dentado hipocampal (Perrotti et al. 2008). Este factor es el encargado de
modular ciertas proteinas que inducen cambios morfolégicos en las neuronas,
formacion de espinas dendriticas y alteraciones de la plasticidad neuronal, que podrian
ser responsables, en parte, de las alteraciones que se producen en trastornos
adictivos.

Asimismo, las drogas de abuso pueden disminuir la neurogénesis en la zona
subgranular del hipocampo (zona donde es posible la generacion de nuevas neuronas)
durante la edad adulta y estos cambios pueden alterar la funcidon de esta estructura de
manera tal que contribuyen tanto al mantenimiento del comportamiento adictivo,
como a la recaida luego de la abstinencia a la cocaina (Eisch and Harburg 2006;
Arguello et al. 2008; Noonan et al. 2008).

En el hipocampo se distinguen diferentes poblaciones neuronales:

-neuronas granulares, glutamatérgicas, cuyos axones son denominados fibras
musgosas.

-neuronas polimdrficas, ubicadas debajo de las células granulares, en esta capa es
donde ocurre la proliferacion celular caracteristica del hipocampo (Reznikov 1975).
-neuronas piramidales, también glutamatérgicas, que constituyen el tipo principal de
neuronas en esta estructura

- interneuronas de tipo GABAérgicas, que se encuentran ampliamente distribuidas por

todo el hipocampo y que expresan oxido nitrico sintasa (Amaral et al. 1991)
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El hipocampo presenta un circuito trisindptico en el cual estan involucrados: el
tracto o via perforante, las células granulares del gyrus dentado, las fibras musgosas,
las neuronas piramidales de CA3, las fibras colaterales de Schaffer, las neuronas
piramidales de CA1, y la via de salida. En este circuito el tracto perforante procedente
de la corteza entorrinal se dirige hacia las células granulares del gyrus dentado
(primera sinapsis). Luego los axones de estas células establecen sinapsis con las
dendritas apicales de las neuronas piramidales en el drea CA3 (segunda sinapsis).
Finalmente, los axones de las neuronas piramidales en CA3 salen del hipocampo por el
fornix pero ademas envian colaterales hacia las mismas neuronas piramidales de CA3 y

las colaterales de Schaffer hacia las neuronas de CA1 (tercera sinapsis) (Figura 2).
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Figura 2: A la izquierda ubicacidn del hipocampo en el cerebro humano. A la derecha conexiones principales desde la

corteza entorrinal hacia las dendritas de las neuronas piramidales de las regiones CA1 y CA3 del hipocampo.

PLASTICIDAD SINAPTICA: POTENCIACION A LARGO PLAZO

En diferentes dreas del circuito tri-sindptico hipocampal se observa una forma
de plasticidad sinaptica que es requerida para la formacién de la memoria y ciertos
aprendizajes de tipo asociativo, 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 fenomenos de plasticidad
en la funcionalidad de un sistema son multiples. Unas son de caracter neuroquimico;
por ejemplo, el incremento en la liberacién de neurotransmisores o mediadores en el
espacio sinaptico, cambios en la actividad de neuronas que influyen sobre la liberacién
pre-sindptica de los neurotransmisores, aumento del nimero de receptores post-

sindpticos, cambios en la velocidad de inactivacién del mediador y cambios en las
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cascadas de mensajeros intracelulares, entre otros eventos. Otras son de cardcter
anatémico, la cuales pueden ser mas perdurables e incluso involucran cambios
estructurales permanentes, por ejemplo, modificaciones en las espinas dendriticas y
traslocacion de contactos sinapticos (Bi and Poo 1998).

En los mamiferos los mecanismos sindpticos implicados en los procesos de
aprendizaje son muy complejos. Las primeras sinapsis identificadas en cerebro de
animales donde fue posible explicar los cambios que acontecen y son base de la
plasticidad sinaptica propia de algunos procesos de memoria, fueron las conexiones
excitatorias entre el tracto perforante y las células granulares del gyrus dentado
hipocampal. Por primera vez, en el afo 1973, Bliss y Lomo trabajando en hipocampo
de conejos demostraron que un breve tren de estimulacién de alta frecuencia en esta
via excitatoria del hipocampo causa un incremento sostenido en la eficiencia de la
transmisién sinaptica (Bliss and Lomo 1973; Bliss and Collingridge 1993). Este efecto
descripto como Potenciacion a Largo Plazo o “Long Term Potentiation” (LTP) ha sido
estudiado en diferentes especies, desde roedores hasta primates (Nosten-Bertrand et
al. 1996) y puede generarse en todas las sinapsis excitatorias del hipocampo asi como
también en otras estructuras cerebrales como amigdala, cerebelo, corteza, etc,
presentando caracteristicas particulares en cada una de ellas. Estudios posteriores in
vivo mostraron que, utilizando multiples electrodos, las magnitudes relativas de los
potenciales post-sinapticos excitatorios de campo (fEPSPs-del inglés- field Excitatory
Post Synaptic Potentials) registrados en varias sinapsis dentro del hipocampo y
evocados por un unico electrodo de estimulacidén, son modificadas durante el
aprendizaje (Whitlock et al. 2006). Dicha LTP en el hipocampo requiere de la
participaciéon de glutamato en las sinapsis de gyrus dentado y CA1l. El glutamato es el
principal neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso central que, una vez
sintetizado, se almacena en vesiculas en las terminales pre-sindpticas de neuronas
glutamatérgicas hasta la llegada de un potencial de accion, el cual provoca la fusién de
dichas vesiculas a la membrana pre-sinaptica y la liberacidn del neurotransmisor al
espacio sindptico. Posteriormente el glutamato liberado actua en las células blanco por
union a receptores ionotroépicos especificos que son de tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-
isoxazol (AMPA), N-methyl-d-aspartate (NMDA) y kainato; o a través de receptores

metabotropicos acoplados a proteinas G activando segundos mensajeros. Durante la
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transmisién sindptica normal, o de baja frecuencia, los receptores AMPA son los
responsables del nivel de despolarizacién de la membrana, ya que los canales de los
receptores NMDA se encuentran bloqueados por Mg'. Solamente cuando la
membrana de la célula post-sinaptica es adecuadamente despolarizada por accion
cooperativa y simultanea de varias neuronas pre-sindpticas, estos receptores son
desbloqueados desplazando al ion Mg”‘ del interior del canal, el cual queda libre para
permitir un aumento de la conductancia al Ca’"hacia el interior celular. Esta entrada
masiva de Ca’** en la célula post-sinaptica desencadena una cascada de reacciones
bioquimicas de gran trascendencia para la generacién del LTP. La concentracion
intracelular elevada de calcio activa diversas quinasas; protein-quinasa A (PKA),
protein-quinasa C (PKC), quinasas dependiente de calcio como la Ca**/calmodulina
quinasa (CaMKIl) y protein-quinasa de tirosina (fyn), entre otras (Martin et al. 2000).
Las quinasas mencionadas son las encargadas de fosforilar proteinas y activar ciertos
factores de transcripcion los cuales activan genes de accidn tardia, de inicio mas lento
y mayor duracion, capaces de codificar diversas proteinas, tales como fosfolipasa C
(PLC), sinaptofisina, TrkA, TrkB (receptores para tirosina-quinasa) y la subunidad 2B del
receptor NMDA. Existen ademas mecanismos que, iniciados en el compartimento post-
sindptico, actuan retrégradamente en la terminal pre-sinaptica facilitando la liberacién
sostenida de glutamato desde la neurona pre-sindptica. Se ha postulado que uno de
estos mecanismos es la produccién de éxido nitrico. La activacién de la CaMKII induce
la activacion de la oxido nitrico sintasa y por consiguiente la sintesis de NO, este
mediador difunde al espacio sindptico y penetra en la pre-sinapsis para facilitar la
liberacion de glutamato, ademas de generar eventos post-sindpticos como la
produccién de guanosin monofosfato ciclico (GMPc) luego de la activacion de

guanilato ciclasa (GC), adenosin monofosfato ciclico (AMPc), o nitrosilar proteinas.

COCAINA

La cocaina (Ci7H21NQO4), metiléster de benzoilecgonina, es un alcaloide que se
extrae de las hojas de dos especies de arbustos (Erythroxylum coca lamy Erythroxylum
novogranatense) (Figura 3A), cultivados en las regiones tropicales de los Andes y
consumido ya por las civilizaciones preincaicas. Los aborigenes andinos masticaban las

hojas de coca para disminuir las sensaciones de hambre y de fatiga, mezclandolas con
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placentero mayor que cualquier reforzador natural. En otras palabras, mimetizan los
efectos de los estimulos reforzadores naturales y falsean el papel normal de las
neuronas dopaminérgicas.

La cocaina es una de las drogas de abuso mas adictiva que se conoce debido a
la alta capacidad de producir dependencia, siendo también una de las drogas que mas

dafio fisico produce ante la administracion repetida (Nutt et al. 2007)(Figura 4).
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Figura 4: Escala de clasificacidn de los dafios originados por las diferentes drogas. Fuente: Articulo de David Nutt,
Leslie A King, William Saulsbury, Colin Blakemore. "Development of a rational scale to assess the harm of drugs of

potential misuse" The Lancet 2007; 369:1047-1053.2007.

MODELOS PARA EL ESTUDIO DE LA ADICCION: La Sensibilizacién Comportamental

Existen diversos tipos de ensayos comportamentales que se utilizan como modelos
de adiccidon a drogas, tanto para estudiar la vulnerabilidad como los diferentes
aspectos de la naturaleza progresiva de la adiccion. Estos incluyen la medicion de la
respuesta aguda ante la administracion de una sustancia, la sensibilizacion, la
preferencia condicionada, la tolerancia, la abstinencia, la adquisicion de auto-
administracion, la extincion y la recaida al consumo.

Ciertos estimulos del medio exterior, presentados de manera repetida, pueden
generar modificaciones a largo plazo en el funcionamiento del sistema nervioso. La

plasticidad anatémica y funcional desempefia un papel esencial en la adaptacién
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comportamental al medio, puesto que permite al organismo modificar su
comportamiento en funcién de experiencias pasadas. Sin embargo, en algunas
situaciones donde la capacidad de ajuste del organismo se encuentra sobrepasada
(stress, consumo de droga), dicha plasticidad puede generar o contribuir a conductas
erroneas de adaptacion. El uso repetido de ciertas drogas puede generar disminucion
de algunos efectos (“tolerancia”) con las administraciones repetidas, mientras que
otros pueden potenciarse (“sensibilizacion”). El que ocurra uno u otro fendmeno
depende, en parte, del patron de administraciéon de la droga. Numerosos trabajos
demostraron que, los animales que reciben varias inyecciones de droga espaciadas en
intervalos de tiempo de dias 0 mas, tienden a mostrar una mayor actividad locomotora
y estereotipia, que aumentan progresivamente con cada inyeccion (sensibilizacion). En
cambio, aquellos que reciben la droga de manera continua a través de una bomba
osmotica, o por administraciones repetidas a intervalos cortos de tiempo, muestran
una respuesta locomotora disminuida cuando se les re-expone a la droga (tolerancia)
(Kuribara 1996; Pudiak et al. 2014). Sin embargo, se sabe que los cambios neuronales
responsables de |a tolerancia y la sensibilizacion pueden coexistir.

La sensibilizacién comportamental inducida por cocaina o anfetamina, es un buen
ejemplo de una conducta errénea de adaptacion. Uno de los modelos experimentales
con animales mas conocido y aceptado para evaluar la sensibilizacién comportamental
es el modelo de sensibilizacion a la actividad locomotora. La exposicion repetida a
psicoestimulantes como la cocaina induce un aumento progresivo de la actividad
motora en numerosas especies, incluido el ser humano (Robinson and Becker 1986;
Kalivas and Stewart 1991; Vanderschuren and Ka_livas 2000; Robinson and Berridge
2003). Este fendmeno se asocia a cambios plasticos en circuitos nerviosos que, ademas
de incrementar el valor motivacional de las drogas, subyacen al fendmeno de ansia
por la droga o craving una vez que se discontinua el consumo. La sensibilizacion se
asocia, a nivel experimental, con cambios conductuales y de plasticidad molecular y
celular que perduran en el tiempo, incluso por afios en roedores y se asemeja a
algunas de las caracteristicas relacionadas con la adiccion en los seres humanos
(Everitt and Wolf 2002; Robinson and Berridge 2003; Kalivas and Volkow 2005;
Steketee and Kalivas 2011).
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La sensibilizacion comportamental esta directamente relacionada a la expresion del
estado de preocupacion/anticipacion, por lo cual es un modelo animal validado para
estudiar el estado de busqueda o craving, y el desarrollo de la adiccién (Robinson and
Berridge 1993). El craving ha sido propuesto como uno de los elementos claves en la
recaida de individuos adictos (Koob and Volkow 2010), y dentro del proceso de
sensibilizacion, el tiempo de abstinencia constituye un factor determinante para la
consolidacion de los cambios neurales asi como también para la incubacion del craving
(Kalivas and Duffy 1993; Pierce and Kalivas 1997).
El proceso de sensibilizacién conductual incluye dos fases distintas: la induccién o
desarrollo y la expresion. La fase de induccion o desarrollo se refiere al periodo en que
se observa el aumento de la respuesta del comportamiento después de cada
administracion de cocaina, mientras que los cambios que aparecen semanas después
de la discontinuacion del consumo o tratamiento estan asociados con la expresion, ya
que la sensibilizacion comportamental continia aumentando después de la suspension
de la administracion de cocaina por periodos prolongados (Kalivas and Stewart 1991;
Vanderschuren and Kalivas 2000; Steketee and Kalivas 2011). A pesar de que este
fendmeno ha sido estudiado principalmente en animales de experimentacion, la
plasticidad neuronal que subyace a la sensibilizacion comportamental sugiere la
existencia de neuroadaptaciones que contribuyen al ansia compulsiva por la droga en
humanos (Kalivas and Duffy 1990; Robinson and Berridge 1993; Kalivas et al. 1998). En
otras palabras, podria decirse que la induccion o desarrollo de |a sensibilizacién esta
definida como la secuencia transitoria de eventos moleculares y celulares activados
por la administracion de psicoestimulantes que llevan a fijar los cambios en la funcién
neuronal, y la expresion es la manifestacion de las alteraciones celulares a largo plazo
que surgen de la fase de induccion y se muestran directamente mediante |a respuesta
comportamental aumentada.

Ha sido descripto que la iniciacion de la sensibilizacion se debe principalmente
a las acciones de diferentes drogas en el VTA y corteza pre-frontal medial, mientras
que los efectos de las mismas en NAc serian responsables de la expresion de la
sensibilizacion (Kalivas and Weber 1988). Ademas del sistema mesocorticolimbico
(VTA, NAc y corteza pre-frontal medial), otras estructuras como el pdlido ventral, el

hipocampo, la amigdala, el tegmento dorsolateral (LDT), y el nlcleo paraventricular
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(PVN) del tdlamo desempefian un papel importante en el desarrollo de la
sensibilizacion. La participacion del hipocampo en el desarrollo de sensibilizacion es
controversial, ya que algunos estudios mostraron que esta estructura no participaria
en dicho desarrollo (Wolf et al. 1995; Young and Deutch 1998); mientras que otros
demostraron que la inactivacién del hipocampo dorsal pero no del hipocampo ventral
es capaz de bloquear la expresion de sensibilizacion (Degoulet et al. 2008). En
contraposicion con este hallazgo, otro estudio demostrd que la sensibilizacion a
anfetamina depende de una mayor activacién de neuronas del hipocampo ventral, las
cuales incrementan la actividad de las neuronas dopaminérgicas de VTA (Lodge and
Grace 2008).

Los cambios producidos por la sensibilizacion en las distintas areas cerebrales
incluyen alteraciones de la morfologia y densidad de dendritas y espinas dendriticas
(Robinson and Kolb 1999), cambios en la densidad de receptores post-sinapticos
(Pierce and Kalivas 1997), aumento de la transmisién dopaminérgica mesolimbica
(Fernandez-Espejo 2006)y alteraciones en las proyecciones glutamatérgicas limbicas y

corticales hacia el NAc (Kalivas 2004; Wolf 2010).

@

",

Figura 5: Circuito neuronal implicado en la sensibilizacidn. El nicleo accumbens (NAc) sirve como un output a los

Dopamina
Glutamato
GABA

circuitos motores. El NAc es modulado por la entrada de la dopamina desde el drea tegmental ventral (VTA) que
proyecta directamente o lo hace indirectamente a través de la amigdala basolateral (BLA). El NAc también recibe
aferencias glutamatérgicas directas desde el hipocampo (HP) y corteza pre-frontal (CPF) o indirectas via el tegmento

dorsolateral (LDT) y VTA. El VTA también recibe proyecciones glutamatérgicas desde el hipocampo.

Experimentalmente, en los animales que reciben dosis repetidas de drogas adictivas,

se observan dos tipos de cambios neuroadaptativos diferentes:
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- adaptaciones neuronales, las cuales son, principalmente, respuestas homeostaticas a
una estimulacion excesiva
- plasticidad sinaptica, la cual conduce a la asociacién de estimulos relacionados con la

droga y comportamientos de aprendizaje especificos (Berke and Hyman 2000)

OXIDO NITRICO

El descubrimiento de la funcion del oxido nitrico (NO-del inglés- nitric oxide)
como una molécula de sefializacion en el sistema nervioso cambié radicalmente el
concepto de la comunicacién neuronal (Esplugues 2002). Las propiedades fisicas del
NO impiden su almacenamiento en vesiculas celulares y su metabolismo mediante
enzimas hidroliticas, a diferencia de los neurotransmisores “clasicos”. El NO se
sintetiza por accion de la enzima éxido nitrico sintasa (NOS-del inglés- nitric oxide
synthase) dependiendo de su demanda y difunde desde las células donde se produce.
Aunque su vida media es de unos pocos segundos, es capaz de difundir ampliamente
(distancia de difusién entre 10 — 300 um de diametro; (Lancaster 1994), lo cual
conlleva a que las estructuras en la vecindad de las células que lo producen, tanto
neuronas como glia, vasculatura, etc., estén influenciadas por su liberacion, ya que
puede atravesar las membranas celulares con facilidad. Esto implica que, ademas de
actuar como un neurotransmisor, el NO tiene un papel neuromodulador (Garthwaite
and 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
recaptacion o por degradacién enzimatica, la inactivacion del NO se produce cuando
éste reacciona con un sustrato (Esplugues 2002). La sintesis de NO es el resultado de
varios eventos de éxido—reduccion enzimatica que necesitan una gran cantidad de
cofactores, que tienen sitios de unién especificos en la proteina. Este proceso se lleva a
cabo por la NOS en dos pasos sucesivos en los que se consume O; y NADPH y, como
resultado, la L-arginina se transforma en L-citrulina (Figura 6). Los cofactores para la
reaccion no tienen un papel secundario, sino que su disponibilidad es crucial para la

actividad de la enzima (Palmer et al. 1988).
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Figura 6: Sintesis de NO por la dxido nitrico sintasa (NOS). Mediante la accion de la NOS la L-arginina se transforma
en L-citruling, liberando NO. Para ello se emplea nicotinamida adenin-dinucledtido fosfato reducido (NADPH) yO,,
ademds de diversos cofactores como la calmodulina (CaM), el flavin-adenin-dinucledtido (FAD), el flavin

mononucledtido (FMN), la protoporfirina IX (el grupo hemo) y la tetrahidrobiopterina (BHy).

Se han identificado 3 isoformas principales de la NOS que, dependiendo del
orden cronolégico en el que se aislaron o el tejido en el que se localizan
principalmente, se denominan NOSn o NOS1 y NOSe o NOS3, ambas de expresion
fundamentalmente constitutiva, y NOSi o NOS2, de expresion inducible
principalmente (Forstermann et al. 1991; Knowles and Moncada 1994). Sin embargo, a
pesar de su nomenclatura, tanto la NOSn como la NOSe pueden ser expresadas bajo
determinadas condiciones fisiologicas, mientras que la NOSi puede encontrarse de
forma constitutiva en algunos tipos celulares (Moncada 1997). Todas las isoformas de
la NOS tienen las mismas propiedades cataliticas, pero difieren en la localizacion
cromosdmica de sus genes, en sus secuencias primarias, en la fortaleza de la union
entre los mondmeros, en su dependencia de Ca’* y en su regulacién (Knowles and
Moncada 1994).

En el SNC, la isoforma de la NOS més caracteristica es la NOSn, aunque la NOSe
y la NOSi también estan presentes (Esplugues 2002). Ademas, todos los tipos celulares
del sistema nervioso central pueden contener la enzima: la NOSn se expresa
fundamentalmente en determinadas poblaciones neuronales y astrogliales; la NOSe,
aparte del endotelio de los vasos sanguineos, se puede localizar en ciertas neuronas,
mientras que la expresion de la NOSi se localiza en la microglia y los astrocitos.

Principalmente, la expresion de la NOSi puede ser inducida en determinadas
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condiciones patoldgicas tanto en neuronas como en células gliales (Knowles and
Moncada 1994; Heneka and Feinstein 2001).

La NOSn es una enzima dimérica que contiene un dominio oxigenasa y otro
reductasa, cada uno con su propia actividad catalitica (Figura 7). El dominio oxigenasa
contiene los sitios de unién de la protoporfirina IX (el grupo hemo) y la
tetrahidrobiopterina (BH,), y tiene un sitio de unidén a la calmodulina (CaM). Esta
proteina ancla el dominio oxigenasa al reductasa, el cual contiene los sitios de unién de
flavin-mononucledtido (FMN), de flavin-adenin-dinucleétido (FAD) y de NADPH
(Alderton et al. 2001; Bruckdorfer 2005). Tanto la NOSn como la NOSe contienen un
inserto en medio de la zona de unién a FMN que sirve de regidn auto-inhibitoria,
desestabilizando la unién de CaM a bajas concentraciones de Ca®" y, como
consecuencia, inhibiendo la transferencia de electrones desde el FMN al grupo hemo.
La NOSn contiene ademas un dominio PDZ (Figura 7) que participa en la formacion de
los dimeros, ademas de interaccionar con diversas proteinas en regiones especificas de
la célula (Kone et al. 2003). Las proteinas que contienen los dominios PDZ se localizan
tipicamente en contactos célula a célula especializados y, usualmente, anclados a
componentes de diversas vias de transduccién de sefiales, formando complejos
ternarios. Las interacciones del dominio PDZ de la NOSn influyen en la actividad y/o en
la distribucion sub-celular de la proteina (Kone 2000). Entre las proteinas a las que
puede anclarse por su dominio PDZ en las neuronas, se encuentra la proteina de
densidad post-sindptica que contiene también el dominio PDZ (PSD-95 -del inglés PDZ-
containing post-synaptic density protein-95). El receptor NMDA estd acoplado a la
NOSn por medio de la proteina PSD-95 formando un complejo; cuando este receptor
se activa, el Ca®* que entra a la célula a través de él activa especificamente a la NOSn.
Otra proteina a la que la NOSn se puede unir es CAPON, un ligando PDZ que se une al
sitio terminal COOH- de la NOSn (-del inglés- COOH-terminal PDZ ligand of NOSn) y la
libera de su unién a PSD-95, regulando de esta forma la produccién de NO (Jaffrey et

al. 1998).
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Figura 7: Estructura general de los mondmeros de las tres isoformas principales de la enzima dxido nitrico sintasa

(NOS), con las zonas de unidn de los diferentes cofactores: la calmodulina (CaM), el flavin-adenin dinucledtido(FAD),
el flavin-mononucledtido (FMN), el grupo hemo, el nicotinamida adenin-dinucledtido fosfato reducido (NADPH) y la
tetrahidrobiopterina (BH,). La NOS tiene un dominio reductasa y otro oxigenasa, por el que, ademds, se produce la
dimerizacién, que es una condicion imprescindible para su activacién. La NOSn posee una longitud de 1433
aminodcidos, la NOSi tiene 1203 y la NOSe 1153, Ademds de las zonas de unidn de los diferentes cofactores, la NOSn
contiene un dominio PDZ, mientras que la NOSe tiene una zona de miristoilacion y otra de palmitoilacidn. Fuente:

modificado de Bruckdorfer R, “The basics about nitric oxide”. Mol Aspects Med 26:3-31 (2005)

El gen de la NOSn es el mas complejo de los descriptos en humanos, tanto en su
estructura como en la regulacion de su expresion (Wang et al. 1999). El analisis de la
secuencia de ADN ha revelado que su transcripcion puede ser regulada por gran
cantidad de elementos, entre ellos la proteina de union al elemento de respuesta al
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) o proteina CREB (-del inglés-cyclic-AMP-

response-element-binding)(Sasaki et al. 2000).

EL OXIDO NITRICO EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

En el sistema nervioso, el NO se produce principalmente en interneuronas
nitrérgicas locales ubicadas en diversas estructuras cerebrales (Bredt et al. 1990) y en
células gliales, pero también en otros tipos celulares, como en las células endoteliales
de los vasos sanguineos y en las neuronas del plexo mientérico del sistema nervioso
periférico, entre otros (Guix et al. 2005). La activacion de receptores glutamatérgicos

de tipo NMDA y AMPA promueven la sintesis de NO (Garthwaite 1991; Boehning and
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Snyder 2003), y puede ser liberado tanto por las terminales nerviosas como por los
axones y el soma. El NO puede activar diferentes vias de sefalizacion (Garthwaite
2008; Mustafa et al. 2009): activa la enzima GCs estimulando la produccién de GMPc
(Karatinos et al. 1995; Mustafa et al. 2009; Garthwaite 2010); también puede estimular
la produccion de 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).

Las acciones bioldgicas mas significativas del NO se deben a su unién a metales
de transicion (Yun et al. 1996). El NO se une con el hierro presente en los grupos hemo
de gran cantidad de proteinas, regulando su actividad. Se ha comprobado que puede
inhibir a diversas enzimas que emplean el grupo hemo para ejercer su funcién, como la
propia NOS, regulando de esta manera su produccién (Assreuy et al. 1993; Rengasamy
and Johns 1993). Otras proteinas diana que contienen el grupo hemo son la catalasa, la
citocromo ¢ oxidasa, la hemoglobina y la peroxidasa, ademas de la GCs, su principal
diana bioldgica (Ignarro 1991).

El NO se une al hemo de la GCs de forma reversible e induce un cambio
conformacional que activa la enzima, incrementando los niveles de GMPc (Yun et al.
1996; Bruckdorfer 2005). La actividad basal de la GCs puede incrementarse mds de 200
veces por la union de NO, aunque este complejo NO-GCs tiene una vida media de solo
0,2 segundos (Bruckdorfer 2005). A pesar de que se le denomine como “soluble”, se ha
demostrado que la GCs puede unirse a la proteina PSD-95, por lo que también estd
asociada a las membranas sinapticas en células del encéfalo (Russwurm et al. 2001).
Ademas, como se menciond anteriormente, la PSD-95 forma complejos con NMDA vy
NOSn. Esto permite que la entrada de Ca** mediante el receptor NMDA active la NOSn,
y el NO producido interaccione rapidamente con su principal diana fisiologica, la GCs
(Christopherson et al. 1999; Russwurm et al. 2001). Por otro lado, también se ha visto
que la GCs puede localizarse pre-sindpticamente, mientras que la NOSn esta situada
post-sindpticamente, por lo que el NO actuaria como un neurotransmisor retrogrado
(Burette et al. 2002)(Figura 8). Asimismo, la NOSn puede localizarse en prolongaciones
muy proximas a otras sinapsis, pudiendo modular tanto la liberacion de
neurotransmisores por parte del terminal pre-sindptico como la respuesta de la célula

post-sinaptica (Kiss and Vizi 2001; West et al. 2002).
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Figura 8: Acoplamiento funcional del receptor NMDA con la NOSn y las vias de sefializacion de NO. La interaccion de
los receptores NMDA con NOSn través PSD-95 facilita la sintesis de NO luego del influjo de co”, La proteina
odaptadora CAPON regula el complejo supramolecular de sintesis de NO, vinculando la NOSn a objetivos especificos
(por ejemplo, las proteinas G pequenias, coma Dexras). Las vigs de sefalizacion intra e intercelular estan mediadas
por la interaccion con GCs y los grupos tiol. El receptor NMDA es regulado negativamente por S-nitrosilacion de un

residuo critico de cisteina. Fuente: Laranjinha J, Molecular Aspects of Medicine 25 (2004) 75-89.

En el sistema nervioso central, el NO participa en distintos procesos, como en el
desarrollo embrionario (Bredt and Snyder 1994), en la neurotoxicidad asociada a
diversos procesos neurodegenerativos y en la transmision sinaptica (Yun et al. 1996;
Bruckdorfer 2005; Guix et al. 2005).

Por otra parte, el NO tiene un papel controvertido en la apoptosis celular,
aunque los estudios mas recientes tienden a asignarle un papel anti-apoptotico en
condiciones fisiolégicas (Guix et al. 2005). La induccion de la apoptosis por el NO se
debe fundamentalmente a la formacién de peroxinitritos, que producen dafios en
diversos sistemas celulares, como las mitocondrias y el ADN celular. Ademas, el NO
también puede activar proteinas quinasas relacionadas con el dafio debido al estrés
oxidativo. Finalmente, estos procesos activan la via de las proteinas caspasas,
induciendo la apoptosis (Guix et al. 2005). Por estas razones, el NO se ha relacionado

con el desarrollo de diversas enfermedades neurodegenerativas, entre ellas los dafos
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1993; Haracz et al. 1997). Por otra parte, también se sabe que el NO participa en la
dependencia a opioides a través de la via de sefializacion NOS/GCc (Garthwaite 1991,
Buccafusco et al. 1995; Machelska et al. 1997; Javadi et al. 2013), de alcohol (Rezvani
et al. 1995), nicotina (Pogun et al. 2000; Weruaga et al. 2002), cafeina (Kayir and Uzbay
2004), anfetaminas (Itzhak et al. 2004), y cannabinoides (Azad et al. 2001).

VIA DE SENALIZACION NOSn/NO/GCs/GMPc

La activacién de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA y AMPA promueve
la sintesis de NO, que activa a la enzima GCs promoviendo la via de sefalizacién por
GMPc. El GMPc es un segundo mensajero, que lleva a la activacion de diversas
proteinas quinasas dependientes de él (como PKC o PKG), facilitando la fosforilacion de
diversas proteinas y disminuyendo las concentraciones del Ca*" intracelular por medio
de diversos mecanismos (Murad 1994). La disponibilidad de GMPc no depende solo de
su formacion, sino que también estd criticamente determinada por la actividad de
enzimas responsables de su degradacion: las fosfodiesterasas (PDE) (Koesling et al.
2005). La enzima PDE de tipo 5 (PDEs) degrada especificamente a GMPc en el
hipocampo, regulando su actividad. Por todo ello, la interaccidon del NO con la GCs
puede influir en gran cantidad de procesos intracelulares. Otras proteinas diana del NO
incluyen a aquéllas que tienen residuos de cisteina y tirosina, sobre las que actua por
medio de nitrosilacion (Yun et al. 1996). Asi, por ejemplo, se ha sugerido que el NO
puede modular a los receptores NMDA mediante su nitrosilacion y disminuir su
actividad (Lipton et al. 1993).

Por otra parte, inhibidores de PDEs como el citrato de sildenafil (SIL), u otros
como vardenafil o tadalafil, son farmacos ampliamente prescriptos para la disfuncién
eréctil, entre otras enfermedades, que producen acumulacion o elevacién de los

niveles de GMPc (Figura 9).
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importante destacar que el uso de inhibidores de PDEs estaria vinculado con el uso
ilicito de cannabinoides en USA (Eloi-Stiven et al. 2007) y con otras drogas
recreacionales como cocaina (Aldridge and Measham 1999; Musacchio et al. 2006;
Lowe and Costabile 2011) tanto en hombres como en mujeres, con efectos
neurolégicos tales como disturbios emocionales, amnesia, pérdida de la conciencia y
comportamiento agresivo (McCambridge et al. 2006), como asi también con una
mayor incidencia de contraer enfermedades de transmision sexual (Fisher et al. 2011).
Recientemente, en nuestro pais, se realizd un estudio en adultos jovenes sanos
demostrando que el uso recreacional de los inhibidores de PDEs, sin prescripcion
médica,se asocia al uso concomitante con alcohol u otras drogas (Bechara et al. 2010).

Por lo tanto, considerando el amplio uso terapéutico de los inhibidores de PDEs
(desde el tratamiento de la impotencia sexual hasta el tratamiento de afecciones
cardiovasculares) y el probable solapamiento de la activacion de la via
NOSn/NO/GCs/GMPc durante el uso concomitante con otras drogas de abuso, resulta
relevante farmacolégicamente el estudio de las vias activadas durante el desarrollo de
sensibilizacion a cocaina y sus posibles implicancias en el uso concomitante con otros
farmacos legales, utilizados en la terapéutica, que activen las mismas vias de
sefializacion. Es por esta razon que, en este trabajo de tesis se utilizo al sildenafil, por
una parte como herramienta para inhibir la PDEs y potenciar la via incrementando los
niveles de GMPc; y por otro lado, para evaluar la importancia que tiene este farmaco
respecto al uso concomitante con cocaina, u otras drogas de abuso, a lo cual se ha

hecho referencia anteriormente.
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Las neuroadaptaciones que resultan de la exposicidn crénica a drogas de abuso
estarian relacionadas con procesos de aprendizajes asociativos, en los que el
hipocampo tiene un rol fundamental. El dxido nitrico participa en el desarrollo de
sensibilizacion conductual a cocaina, sin embargo, muy poco se conoce sobre los
mecanismos a través de los cuales dicho neurotransmisor participa en el desarrollo de
las neuroadaptaciones producidas por la administracion repetida de este
psicoestimulante. Hasta el momento, no se encuentran debidamente clarificadas las
vias de sefializacion responsables del desarrollo de sensibilizacidn, ni la participacion
del hipocampo como estructura moduladora del circuito de recompensa en dicho
fenémeno.

Si bien muchos protocolos de administracion repetida de cocaina han probado
desarrollar sensibilizacion, este fendmeno ocurre solo en una proporcion de los
animales expuestos al psicofirmaco, no obstante, poco se conoce acerca de los

cambios moleculares diferenciales en la proporcién de animales que no sensibiliza.

Los antecedentes descriptos previamente nos llevan a postular nuestra
HIPOTESIS, la cual supone que tanto el desarrollo como la expresion de la
sensibilizacion conductual a cocaina, y la transmisidon hipocampal asociada, serian
consecuencia de un aumento en la expresion y funcionalidad de la enzima NOSn y la

consecuente activacion de la via NO/GCs/GMPc.

Es por ello que el OBJETIVO GENERAL del presente trabajo es establecer si los

cambios funcionales y neuroquimicos generados por cocaina en el hipocampo son
dependientes de oxido nitrico, evaluando la participacion de la via

NOSn/NO/GCs/GMPc.
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Abordamos este estudio desde tres perspectivas distintas, utilizando
herramientas conductuales, electrofisioldgicas y bioquimicas. Siendo los objetivos

especificos de esta tesis doctoral:

OBJETIVO 1: Evaluar el rol de la via NOSn/NO/GCs/GMPc en el desarrollo de la
sensibilizacion conductual a cocaina utilizando herramientas farmacolégicas que
permitan su activacion o inactivacion en diferentes puntos de la via de sefializacion

propuesta.

OBIJETIVO 2: Estudiar la dependencia de la via NOSn/NO/GCs/GMPc en la transmision
sinaptica en el hipocampo, asociada al desarrollo de sensibilizacion a cocaina, que
podria contribuir al proceso patolégico de aprendizaje que esta relacionado a la

adiccion.

OBIJETIVO 3: Determinar posibles variaciones en la expresion y funcionalidad de la

enzima NOS en el hipocampo asociadas a la sensibilizacion a cocaina.

OBJETIVO 4: Evaluar la importancia de la sefializacion por 6xido nitrico en la expresion
de la sensibilizacion conductual a cocaina y en la transmision sinaptica hipocampal

asociada a la misma.

Consideramos que los resultados obtenidos en esta tesis contribuyen a una
mejor comprension de los mecanismos implicados en la adiccion a la cocaina.
Concretamente, este estudio proporciona un conocimiento mads profundo de la
importancia de la via NOSn/NO/GCs/GMPc en la sensibilizacion a cocaina, como asi
también enfoca su atencién en la diferencias que puedan estar asociadas a una
vulnerabilidad particular en cada individuo. Asimismo, el estudio de los cambios
neurobioldgicos que subyacen a la sensibilizacion a cocaina es crucial, dado que su
prevencion o su reversion podrian ser una herramienta fundamental en el tratamiento
de la adiccion a esta droga, que es el fin Ultimo que persiguen los aportes que intenta

brindar este trabajo de investigacion.
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Dicho actografo consiste en cajas individuales de 30,5 X 19,5 X 46,5 cm,
equipadas con dos fotocélulas paralelas entre si, ubicadas a 3 cm del piso y conectadas
a una interface y una computadora que registra la interrupcion de un haz de luz entre
las fotocélulas debida al movimiento horizontal del animal y lo contabiliza como una
cuenta de actividad ("cuentas horizontales"). Todos los animales fueron testeados bajo

luz fluorescente de 350-400 lux de intensidad.

Se considerd a un animal en condicion de SENSIBILIZADO cuando se observo un
incremento superior al 20% en el tltimo dia de inyeccion (dia 5 en el disefio 1 o dia 11
en el disefio 2) respecto al primer dia en la actividad locomotora. Aquellos animales
que no superaron dicho incremento fueron considerados NO SENSIBILIZADOS. Este
criterio fue adoptado considerando el trabajo de Pierce et al (Pierce et al. 1996) en
donde se mostraron alteraciones diferenciales en la liberacion de aminoacidos
excitatorios después de la exposicion repetida a cocaina, segun los diferentes patrones

de actividad locomotora.

4. Diseiio experimental

Disefio 1: El esquema de administracion consistié en la administracion intraperitoneal
(i.p.) de cada uno de los inhibidores por separado, 7-NI, SIL, ODQ o VEH, y luego de 30
minutos cocaina (COC; 15 mg/kg) o salina (SAL; 1 mg/kg) una vez al dia durante 5 dias
consecutivos. Por consiguiente los grupos experimentales fueron: VEH+SAL; VEH+COC;

7-NI+SAL; 7-NI+COC; SIL+SAL; SIL+COC; ODQ+SAL; y ODQ+COC (Figura 10).

VEH
7-NI
\ il GRUPOS:
opQ VEH+SAL
1 7-NI+SAL
30 minutos | 7 | SIL+SAL
ODQ+SAL
\ coc VEH+COC
1 7NI+COC
SIL+COC
0DQ+COC

Act. Locomotora Act. Locomotora

Figura 10: Esguema que muestra el disefio experimental utilizado: Disefio 1
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field Excitatory Post Synaptic Potentials) fueron evocados con un electrodo de
estimulacion colocado en el tracto perforante (PP -del inglés- perforant pathway) y
conectado a un generador de pulsos (A310 Accupulser-World Precision Instruments
Inc.,, EE.UU.), y el electrodo de registro fue colocado en la capa de células granulares
del gyrus dentado, y conectado a un amplificador que envié las sefiales a un
osciloscopio donde se observaron y registraron los fEPSPs generados (Figura 12A).Los
fEPSP 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 (para tomar el registro
basal). Sélo los cortes que mostraron una respuesta estable fueron incluidos. Una vez
que se observé una sefial estable en la amplitud del fEPSP, se aplicd el protocolo de
estimulacion de frecuencia variable para determinar el umbral para la generacién de
LTP. El protocolo de estimulacion de frecuencia variable consistid en un tren de pulsos
de 2 segundos de duracién (0,5 ms; 10 mA cada uno), de frecuencia creciente (5-200
Hz), que fue otorgado al PP, por el generador de pulsos. Diez minutos después de cada
estimulo, a una determinada frecuencia se realizé un nuevo registro de la sefial a 0.2
Hz, y cuando no se observd potenciacion en la amplitud de fEPSP, un nuevo estimulo
en la siguiente frecuencia fue aplicado. Se considera que el LTP fue generado cuando
se produce un aumento en algin parametro del fEPSP superior al 30% con respecto a
los mismos parametros del fEPSP obtenido previo al estimulo (basal), y que persiste
durante 60 min (Figura 12B). Una vez que se genero el LTP, ningun otro estimulo fue
otorgado y se continuo registrando el fEPSP a 0,2 Hz para evaluar la persistencia del

incremento observado en el fEPSP al menos durante una hora.
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Figura 12:A) Imagen que muestra la ubicacion de los electrodos en el
corte de hipocampo de cerebro de rata. El electrodo de estimulacidn
se coloca en el tracto perforante y el electrodo de registro en el gyrus

dentado. B) A la izquierda, representacion de un fEPSP en estado

basal, previo al estimulo. A la derecha, lo sefial representativa

obtenida luego del estimulo, mostrando el incremento respecto a la
Basal Post-Estimulo

sefial basal que demuestra la potenciacion a largo plazo (LTP).

Adicionalmente, para cada grupo experimental una nueva rebanada por animal, y
con fEPSP estable tal como se describid, recibié un estimulo de alta frecuencia
utilizando el protocolo de estimulacion supra-maxima que consiste en 3 trenes de
pulsos de 0,5 ms y frecuencia de 100 Hz con una duracién de 2 segundos cada uno.
Dicho protocolo se utilizé con el objeto de demostrar si un estimulo de alta frecuencia
es capaz de generar LTP en todos los grupos experimentales y si existen variaciones en
el grado potenciacion de los fEPSP generados entre los distintos grupos

experimentales.

6. Test de evitacion inhibitoria (step down)

El aparato utilizado para realizar el test de evitacion inhibitoria consiste en una
caja de 50 x 25 x 25 c¢cm con una plataforma de 2,5 cm de alto y 7 cm de ancho en el

lado izquierdo de la caja. La superficie del mismo consta de barras paralelas de acero
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inoxidable de 0,1 cm de didmetro separadas por 1 cm de distancia entre si (Figura 13).
En el dia de entrenamiento cada animal fue colocado en la plataforma registrandose el
tiempo de demora para descender de la plataforma colocando las cuatro patas en las
barras paralelas. Cuando el animal descendioé y piso las barras paralelas, recibié un
shock de 0,36 mA, por 2 segundos en las patas, y se lo retiré de inmediato
devolviéndolo a su caja hogar. Veinticuatro horas después de la sesion de
entrenamiento se realizo el test con el objeto de medir la retencién de la memoria en
los diferentes grupos de animales. El procedimiento en el dia del test fue idéntico a la
sesion de entrenamiento, excepto que el animal no recibié shock, y se midié el tiempo
que el animal demord en bajar a la grilla, al que se denomind “tiempo de latencia”
(Bernabeu et al. 1995), el cual es utilizado como una medida de retencién de la

memoria.

plataforma

Figura 13: Aparato utilizado para realizar el test de evitacidn inhibitoria o step down.

. 7. Neuroquimica

a. Actividad de la enzima NOS

La actividad de la enzima se determiné mediante |a cuantificacion de la conversion
de L—[U—MC}—arginina marcada radioactivamente, en L-['C]-citrulina utilizando una
modificacion del método descripto por Bredt et al (Bredt et al. 1990). Dado que la
enzima NOS produce cantidades equimolares de L-[*C]-citrulina y NO, es posible
determinar la actividad de la enzima, la cual se refleja en la cantidad de producto,

midiendo la cantidad de L-[**C]-citrulina formada (Knowles and Salter 1998).
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48 hs a 4°C y en agitacion constante con un anticuerpo policlonal NOSn de conejo (Cell
Signaling Technology) en una dilucién 1:500 en PBS 0,1M, conteniendo 1% BSA y 0,1%
de triton X-100. Luego, los cortes fueron lavados e incubados por 2 horas en agitacion
con anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, dilucién 1:800 en 0,1 M PBS), seguido por la incubacién con el complejo avidina—
biotina—peroxidasa (Vector ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA) por 1 h a
temperatura ambiente y en agitacion. Como cromaégeno se utilizdé diamino-benzidina
(DAB, Sigma Aldrich) por 4 a 5 minutos en una solucién conteniendo 0,05% DAB vy
0,0006%de perdxido de hidrégeno en PB. De este modo el producto final desarrollé un
color marrén. Una vez finalizado el revelado se realizaron lavados con PB 0,1 M. Las
secciones fueron posteriormente montadas en portaobjetos con una solucién de
gelatina de (1,5% gelatina, 80% alcohol) y una vez secos cubiertos con liquido de

montaje (DPX, Fluka) y cubreobjetos para su visualizacion.
Cuantificacion de células positivas para NOSn

Las células positivas para NOSn fueron identificadas y fotografiadas usando
microscopio de campo claro (Leica DM 4000B, Cambridge, UK) con cdmara montada
(Leica DFC 300 FX) y el programa computacional IM50 (Leica) con una magnificacion de
20X. Se seleccionaron cuatro campos visuales de cada drea del hipocampo
(correspondientes a gyrus dentado, CAl y CA3) por cada cerebro de rata y se
promediaron estos cuatro valores constituyendo un N=1. Entre 4 y 5 animales fueron
cuantificados por condicién. El recuento de células positivas para NOSn, se realizd a
doble ciego, utilizando el programa IMAGE J (Instituto Nacional de Salud de Estados

Unidos, NIH).

¢. Expresion de NOSn por Western Blot

Esta técnica se utilizd para identificar niveles de proteina NOSn en base a su
capacidad para unirse a su anticuerpo especifico. Los animales fueron sacrificados para
la diseccion del hipocampo que luego fue homogeneizado en 500 pl de buffer RIPA
(Tris 50 mM, NaCl 150 mM, Tritén-X100 1%, deoxicolato de sodio 0,5%, dodecilsulfato
de sodio (SDS) 0,1%, pH 7,5) conteniendo inhibidores de proteasas y fosfatasas
(cocktail de inhibidores de proteasas Halt (Thermo Cientific), EDTA, NaF 10 mM,
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8. Andlisis Estadistico

El analisis estadistico fue realizado utilizando el software STATISTICA 8.0. Se utilizé
el test de Analisis de Varianza (ANOVA, -del inglés- ANalysis Of VAriance) de medidas
repetidas para la actividad locomotora, ANOVA de dos vias para el andlisis de los
resultados electrofisiolégicos y de una via para los resultados de inmunohistoquimica y
western blot. En todos los casos se recurrid a Student-Newman-Keuls (SNK) como test
a posteriori. Para el analisis de asociacidn entre el tratamiento recibido por cada grupo
y la condicién (sensibilizado o no sensibilizado) se utilizéd el test multiple 2x2 Chi-
Cuadrado. Para las determinaciones de actividad de NOS se recurrio a ANOVA de dos
vias y Least Significant Difference (LSD) como test a posteriori. La correlacion de
Pearson fue utilizada para analizar la correlacion entre la actividad locomotora y los
niveles de NO. Los datos comportamentales correspondientes al test de evitacion
inhibitoria fueron analizados utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y
Mann—-Whitney debido a que las variables analizadas no siguen una distribucion
normal y su varianza no cumple el supuesto de homocedasticidad. En todos los casos

las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05.
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1. Impacto de diferentes potenciadores o inhibidores de la via de
sefializacion NOSn/NO/GCs/GMPc en el desarrollo de sensibilizacion

conductual a cocaina.

ANTECEDENTES

Las neuroadaptaciones que se producen en el cerebro de individuos adictos
podrian ser la base de los fendmenos comportamentales que caracterizan a la
conducta adictiva. Dentro de estos procesos complejos, se observa el fendmeno de
sensibilizacion al efecto locomotor, definido como el aumento en la actividad
locomotora luego de la administracion repetida de la droga. Dicho modelo ha sido
ampliamente validado para explicar el craving o la busqueda de la droga como
conducta adictiva (Segal et al. 1981; Robinson and Becker 1986; Post et al. 1988;
Kalivas and Stewart 1991). Dado que la sensibilizacion es un fendmeno que permanece
por muchos afios, incluso a pesar de periodos prolongados de abstinencia, este
modelo se ha utilizado como paradigma de las neuroadaptaciones inducidas por la
exposicion cronica a drogas y por tanto, como elemento fenotipico de la adiccion.
También se ha visto que la sensibilizacién puede asociarse a un contexto (locomocion
condicionada), es decir, la induccion de respuestas contextuales asociadas a la
administracién de cocaina y que se manifiestan como un incremento en la actividad
locomotora del animal al ubicarlo en un espacio/ambiente relacionado a la
administracion de la droga (Itzhak et al. 1998).

Ha sido demostrado que posteriormente a la administracion crénica de cocaina,
solo una parte de los animales expuestos a dicha droga sensibilizan (Pierce et al. 1996;
Churchill et al. 1999; Boudreau and Wolf 2005), y esto ha sido asociado con
alteraciones diferenciales en la liberacién de dopamina y glutamato (Kalivas and
Stewart 1991; Pierce et al. 1996). Ademas se conoce que la neurotransmision
glutamatérgica en el NAc modula la liberacion de dopamina (Wu et al. 1993) y estd
relacionada con la hiperlocomocidn y con el comportamiento de busqueda inducido
por cocaina (Pulvirenti et al. 1992). Estos descubrimientos sugieren que la interaccion
glutamato-dopamina esta implicada en el desarrollo de la sensibilizacion
comportamental y en las propiedades de refuerzo de la cocaina (Yamaguchi et al.

2002).
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Por otra parte, se sabe que el NO juega un papel importante en la iniciacion y el
mantenimiento de los efectos comportamentales de drogas psicoestimulantes (Kim
and Park 1995; Itzhak 1996). De hecho, el bloqueo farmacoldgico (por medio de
inhibidores de la enzima) o genético (mediante ratones knockout) de NOSn atenua el
desarrollo de sensibilizacién, el condicionamiento de preferencia al lugar y la
autoadministracion de psicoestimulantes (Itzhak et al. 1998; Orsini et al. 2002; Itzhak
et al. 2010).

En base a estos antecedentes y con el objeto de estudiar el impacto de la
activacion/inactivacion de la via NOSn/NO/GCs/GMPcen el desarrollo de
sensibilizacién a cocaina, se utilizaron distintas estrategias farmacoldgicas que
permitieron activar (inhibiendo la metabolizacion del GMPc) o inactivar la via

(inhibiendo la enzima NOSn o GC con inhibidores especificos).

PROCEDIMIENTO

Los animales recibieron una inyeccion i.p. de cada uno de los distintos
inhibidores (Figura 14), 7-NI, ODQ, SIL o VEH, y luego de 30 minutos COC o SAL, cada
dia durante 5 dias consecutivos. En el primer y quinto dia los animales fueron
evaluados conductualmente utilizando un test que permite medir la actividad
locomotora. La medicidn de este pardmetro permitié discriminar a los animales en la
condicién de sensibilizado y no sensibilizado segun el criterio del 20% de incremento

de la actividad locomotora previamente descripto.

VEH

7-NI
\ SIL

obDQ

30 minutos \

SAL
\ coc

Act. Locomotora Act. Locomotora

Disefio Experimental 1
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Figura 15: Resultados comportamentales mostrando la actividad locomotora acumulada (50 min) en los dias 1y 5
para: A) el grupo total de animales tratados con VEH+COC (n=51) y VEH+SAL (n=18); B) animales que sensibilizaron a
la administracion repetida con VEH+COC (n=25), y C) animales que no sensibilizaron a la administracion repetida con
VEH+COC (n=26); ”p<0, 05 comparado con dig 1; *p<0,05 comparado con VEH+SAL. Los circulos representan las

medias * SE

Cuando los animales tratados con VEH+COC fueron analizados
diferencialmente, teniendo en cuenta el criterio de sensibilizacion (es decir, si
mostraron un incremento superior al 20% en la actividad locomotora del dia 5
comparado con el dia 1), se observé que 49,02% de los animales cumplieron dicho
criterio (grupo sensibilizados, VEH+COC-S; Tabla 1). La actividad locomotora en el dia 5
fue significativamente mayor en comparacién con el dia 1, cuando el grupo VEH+COC-S
se compard con el grupo VEH4SAL [F(159=92,26; p<0,001; post hoc SNK *p<0,05 en
comparacion con el dia 1; *p<0,05 en comparacién con VEH+SAL] (Figura 15B). Los
animales que no cumplieron el criterio fueron considerados como no sensibilizados
(50,98%, VEH+COC-NS; Tabla 1). En este grupo, no se encontraron diferencias
significativas en la actividad locomotora en el dia 5 comparado al dia 1 [F1,60)=3,63;
p>0,05], pero si un aumento significativo en la actividad locomotora del grupo
VEH+COC-NS comparado con VEH+SAL [F1,60=163,05; p<0,05; post hoc SNK *p<0,05]
(Figura 15C), esto ultimo pone de manifiesto el efecto de cocaina sobre la actividad

locomotora, pero no sobre la sensibilizacion.

Se ha demostrado que la administracion del inhibidor selectivo de NOSn (7-NI)
bloquea el desarrollo de sensibilizacion conductual cuando es suministrado previo a la
administracion de cocaina (ltzhak 1996; Haracz et al. 1997). De la misma manera, en
este trabajo se observd que la administracion de 7-NI 30 min antes de la

administracién de cocaina impidié el desarrollo de sensibilizacion, ya que no se
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evidenciaron cambios en la actividad locomotora en el dia 5 comparado al dia 1
[Fi1,72=1,09;p>0,05]. Si bien, no se observo sensibilizacion, los resultados arrojaron un
incremento significativo de la actividad locomotora en el grupo total de 7-NI+COC para
ambos dias comparado con el grupo 7-NI+SAL [F173=22,74; p<0,001; post hoc SNK
*p<0,05], lo que indica un efecto modesto de cocaina en la locomocién a pesar de la

presencia del inhibidor de NOSnh (Figura 16A).
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Figura 16: Resultados comportamentales mostrando la actividad locomotora acumulada (50 min) en los dias 1y 5
para: A) el grupo total de animales tratados con 7-NI+COC (n=58) y 7-NI+SAL (n=18); B) animales que sensibilizaron
a la administrocion repetida con 7-Ni+COC (n=18), y C) animales que no sensibilizaron a la administracion repetida
con 7-NI+COC (n=40); r’,'::‘:0, 05 comparado con dia 1; *p<0,05 comparado con 7-NI+SAL. Los circulos representan las

medias + SE.

A pesar de que ciertos trabajos citados anteriormente, muestran el bloqueo del
desarrollo de sensibilizacion con dicho tratamiento, en nuestra investigacion
analizamos diferencialmente a los animales tratados con 7-NI+COC y descubrimos un
grupo de animales que sensibiliza a pesar de haber recibido el inhibidor de NOSn. En
este grupo experimental también se analizé el impacto de la administracion de 7-NI
previa a cocaina en el desarrollo de sensibilizacion considerando el criterio de 20% de
incremento en la actividad locomotora, y por lo tanto, definimos un grupo de animales
sensibilizados (7-NI+COC-S) y otro grupo no sensibilizados (7-NI+COC-NS). La figura 168
muestra un aumento significativo en la actividad locomotora en el dia 5 en
comparacion con el dia 1 en el grupo 7-NI+COC-S comparado con el grupo 7-NI+SAL
[Fi1,331=22,73; p>0,001; post hoc SNK *0<0,05 en comparacion con el dia 1; *p<0,05 en
comparacion con 7NI+SAL].La figura 16C muestra una disminucién significativa de la
actividad locomotora en el dia 5 en comparacion con el dia 1 del grupo 7-NI+COC-NS

[Fi1,55=11,35; p<0,05; post hoc SNK ”p<0,05]. Curiosamente, con el tratamiento de 7-
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NI+COC, solo el 31,04% de los animales sensibilizaron. La prueba de chi-cuadrado
revelé una asociacién entre el tratamiento otorgado a los animales (VEH+COC o 7-
NI+COC) y el nuimero de ratas en cada condicion (sensibilizado y sensibilizados)

[°(0.95=3,67; gl = 1; Tabla 1].

Por otra parte, se evalud si la reduccion de la disponibilidad de GMPc podria
bloquear o al menas disminuir la sensibilizacion. Para ello utilizamos ODQ, un inhibidor
competitivo de GCs, selectivo e irreversible. Los resultados obtenidos muestran que la
administracién de ODQ 30 min antes de cocaina impide la sensibilizacién, mostrando
que no hay cambios en la actividad locomotora en el dia 5 respecto al dia 1
[F(1,251=0,42; p>0,05]. Sin embargo, se observo un aumento significativo en la actividad
locomotora del grupo ODQ+COC total en comparacion con el grupo ODQ+SAL
[Fi1,26=113,4; p<0,001; post hoc SNK *p<0,05] (Figura 17A) lo cual denota el efecto
propio de cocaina. Una vez mads, se detectaron dos grupos de animales, sensibilizados

(ODQ+COC-S) y no sensibilizados (ODQ+COC-NS).
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Figura 17: Resultados comportamentales mostrando la actividad locomotora acumulada (50 min) en los dios 1y 5
para: A) el grupo total de animales tratados con ODQ+COC (n=18) y ODQ+SAL (n=10). B) animales que sensibilizaron
a la administracion repetida con ODQ+COC (n=5), y €) animales que no sensibilizaron a la administracion repetida
con 0DQ+COC (n=13); ”pcﬂ, 05 comparado con dia 1; *p<0,05 comparado con ODQ+SAL. Los circulos representan las

medias * SE.

La figura 17B muestra un aumento significativo de la actividad locomotora en el
dia 5 respecto al dia 1 cuando el grupo ODQ+COC-S se comparéd con ODQ+SAL
[Fi113=22,51; p<0,001; post hoc SNK "p<0,05 comparado con dia 1; *p<0,05
comparado con ODQ+SAL]. La figura 17C muestra que no hay diferencias en la
actividad locomotora en el dia 5 respecto al dia 1 en el grupo ODQ+COC-NS
[Fi1,21=0,46; p>0,05]. Tal como se predijo, con el tratamiento ODQ+COC, sélo un
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cuadrado revelé una asociacion entre el tratamiento recibido por los animales
(VEH+COC o SIL+COC) y el numero de ratas en ambas condiciones (sensibilizados y no

sensibilizados) [x%0.e5)= 3,24; gl = 1; Tabla 1].

Tratamiento %Sensibilizados % No Sensibilizados

VEH + COC 49,02 50,98
7-NI + COC 31,04* 68,96
0DQ + COC 27,78* 72,22
SIL + COC 67,44* 32,56

TABLA 1: Distribucion de animales sensibilizados y no sensibilizados expuestos a distintos tratamientos. *Distinto de

VEH+COC, Test 2x2 Chi-cuadrado multiple.

CONCLUSION

Estos resultados indican que cocaina produce sensibilizacién en una proporcién
de los animales tratados, proxima al 50%. La inhibicion de la enzima NOS y de GC es
capaz de atenuar el desarrollo de sensibilizacion conductual reduciendo el porcentaje
de animales que sensibilizan luego del tratamiento repetido con cocaina. De manera
opuesta, el aumento de la disponibilidad de GMPc, mediante el bloqueo de su
degradacion (con un inhibidor de PDEs, SIL), favorece la sensibilizacién, ya que el
porcentaje de animales sensibilizados se ve incrementado. Estos resultados sugieren la
participacion de la via NOSn/NO/GCs/GMPc en el desarrollo de la sensibilizacién
conductual a cocaina.

Por otra parte, el aumento obtenido en el porcentaje de sujetos tratados con
SIL+COC nos permiten sefialar que los inhibidores de PDEs aumentarian la
vulnerabilidad a la adiccién a cocaina en roedores, activando las mismas vias de
sefializacion cerebrales que utiliza cocaina y de esta manera podemos suponer que la
estmulacién sostenida de la via de sefializacion NOSn/NO/GCs/GMPc contribuiria al
desarrollo de adicciéon futura o podria exacerbar la misma en pacientes adictos, siendo
los inhibidores de PDEs candidatos para estas acciones ya que incrementarian la

vulnerabilidad al abuso de drogas cuando se utilizan de manera concomitante.
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Tal como se ha expresado anteriormente, muchas de las adaptaciones
moleculares y celulares involucradas en la adiccion también se han observado en
modelos de aprendizaje y memoria. Adicionalmente, las vias glutamatérgicas que se
originan en hipocampo parecen estar especificamente involucradas en los aspectos
motivacionales de la adiccidn a drogas, ya que son importantes para una recaida luego
de periodos de discontinuacion de las mismas. Sin embargo, los efectos de cocaina
sobre el aprendizaje y la memoria han sido estudiados en una variedad de paradigmas,
con resultados opuestos. Algunos estudios han comprobado que cocaina produce
déficits de memoria y aprendizaje (Melnick et al. 2001; Quirk et al. 2001; Santucci et al.
2004), en concordancia con aquellos que muestran que cocaina induce deterioros en la
LTP (Smith et al. 1993; Mackowiak et al. 2008). Por otra parte, se ha demostrado que la
auto-administracion de cocaina es capaz de producir facilitacion de la memoria vy el
aprendizaje en el desempefio de roedores expuestos al laberinto acudtico (morris
water maze) frente a tareas de alta exigencia (Del Olmo et al. 2007). Otros estudios
han informado que una sola exposicién a cocaina inmediatamente después del
entrenamiento en el paradigma de evitacion inhibitoria, mejora la retencién de la
memoria en ratones (Introini-Collison and McGaugh 1989).

Por lo tanto, teniendo en cuenta por un lado la importancia del hipocampo
tanto en los procesos de aprendizaje y memoria, como en la adiccion a drogas y los
mecanismos neurobioldgicos comunes entre ambos procesos, y por otra parte, los
antecedentes acerca de la participacion del NO en la plasticidad sindptica y la
sensibilizacién a cocaina, planteamos el segundo objetivo para evaluar la contribucién
de la via NOSn/NO/GCs/GMPc en los cambios plasticos que ocurren en el hipocampo
durante la sensibilizacion a cocaina, y su importancia en el proceso patologico de

aprendizaje que esta asociado a la adiccidn.

PROCEDIMIENTO

Se determind si existen diferencias en la facilitacion para generar LTP en
hipocampo en los distintos grupos tratados. Veinticuatro horas después de la
medicidn de la actividad locomotora en el dia 5, (segun Disefio 1) los animales fueron

sacrificados y se midié el umbral para generar LTP en cada uno de los grupos
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Figura 20: Porcentaje de incrementos en fEPSP, después de un estimulo de aita frecuencia (100 Hz), que es capaz de
generar LTP en los grupos VEH+SAL (n=8), VEH+COC-S (n=7) y VEH+COC-NS (n=7). La flecha indica el momento en

que fue otorgado el estimulo.

Cuando se inactivé la produccién de NO utilizando 7-NI, 30 minutos antes de
cada administracion diaria de cocaina (7-NI+COC), se observé un aumento significativo
del umbral para generar la LTP cuando se comparé con el grupo VEH+COC [F(1 25=8,38;
p<0,01; post hoc SNK *p<0,05] (Figura 21B), revirtiendo de manera parcial la

facilitacion observada en el grupo VEH+COC.
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Figura 21: A) Trazos representativos de fEPSP correspondientes a los grupos VEH+SAL, VEH+COC, 7-NI+SAL, y 7-
NI+COC antes (linea continua) y después (linea de puntos) del estimulo. B) Umbral para generar LTP en animales
tratados con VEH+COC (n=10) y 7-NI+COC (n=10) y sus respectivos controles, VEH+SAL (n=6) y 7-NI+SAL (n=4);

*p<0,05 comparado con sus respectivos controles; #p<0,05 comparado con VEH+COC. Las barras representan las

medias * SE.
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Tal como fue expresado en los experimentos conductuales, a pesar de haber
recibido 7-NI, se encontré un grupo de animales sensibilizados (31,04%). Los animales
pertenecientes al grupo 7-NI+COC-SENS evidenciaron una reduccion significativa en el

umbral para generar LTP respecto al grupo 7-NI+COC-NO SENS (datos no mostrados).

Para determinar la selectividad de la via NOSn/NO/GCs/GMPc se redujo la
disponibilidad de GMPc utilizando un inhibidor de GC (ODQ). Los resultados obtenidos
evidenciaron que ODQ, al igual que 7-NI, es capaz de revertir parcialmente el aumento
en la transmisidn sinaptica observado con cocaina [F(125=15,99; p<0,001; post hoc SNK
*p<0,05](Figura 22A).

Por el contrario, cuando se activo la via de sefalizacion NOSn/NO/GCs/GMPc
reduciendo la hidrolisis de GMPc (con SIL), se observd un aumento en la plasticidad
sindptica en el grupo que recibié SIL+COC, mientras que no se hallaron diferencias en
el umbral para generar LTP entre SIL+COC y VEH+COC. Interesantemente, la
administracion repetida de SIL+SAL indujo una reduccién en el umbral para generar
LTP en comparacion con el grupo VEH+SAL [F1:6=28,40; p<0,001; post hoc SNK
*p<0,05](Figura 22B).
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Figura 22: Umbral para generar LTP en animales tratados con A)VEH+COC (n=10) y ODQ+COC (n=8) y sus
respectivos controles, VEH+SAL (n=6) y ODQ+SAL (n=5);*p<0,05 comparado con el grupo VEH+SAL; #p<0,05 en
comparacién con VEH+COC; B) VEH+COC (n=10) y SIL+COC (n=7) y sus respectivos controles, VEH+SAL (n=6) y

SIL+SAL (n=7) *p<0,05 comparado con el grupo VEH+SAL. Las barras representan las medias + SE.

En estos ultimos experimentos, a pesar de haber recibido ODQ, o SIL, también

se encontraron los grupos de animales sensibilizados y no sensibilizados. En todos los
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casos, los grupos de animales que cumplen el criterio de SENS (independientemente
del inhibidor recibido) muestran una reduccion en el umbral para generar LTP

respecto a los grupos NO SENS (datos no mostrados).

2.2. Impacto de una Unica administracion de los diferentes potenciadores o
inhibidores de la via de sefalizacién NOSn/NO/GCs/GMPc en la transmision sindptica

en el hipocampo.

Para determinar si los cambios observados en la transmision sindptica fueron
consecuencia del tratamiento crénico y no de la exposicion aguda al psicofarmaco, se
administraron nuevos grupos de animales con una Unica dosis (administracion aguda)
de SAL, COC, 7-NI1,0DQ o SIL. Los animales que recibieron una tUnica administracién de
COC, no evidenciaron incrementos en la transmision sindptica respecto a su control
SAL, lo cual afirma el hecho de que la reduccion observada luego de la administracion
repetida de cocaina es producto del tratamiento crénico. Asimismo, no se observaron
diferencias en aquellos animales que recibieron una unica inyeccion de 7-NI u ODQ.
Sin embargo, resulta importante destacar la reduccion significativa en el umbral para
generar LTP observada en aquellos animales que recibieron una Unica inyeccion de

sildenafil [Fi421)=25,19; p<0,05; pos hoc SNK *p<0,05](Figura 23).
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Figura 23: Umbral para generar LTP en animales que recibieron una tnica administracion de VEH+SAL, VEH+COC,

VEH+7-NI, VEH+ODQ y VEH+SIL (n=5 para cada grupo). Las barras representan las medias + SE.

61



Laura A. Gabach RESULTADOS PARTE Il

2.3. Efecto de la administracién crénica de cocaina sobre la retencion de la memoria.

Dado que los resultados electrofisiologicos demuestran que la administracion
sistémica y repetida de cocaina aumenta la transmision sinaptica en el hipocampo, nos
propusimos evaluar el rendimiento de los animales en el test de evitacion inhibitoria
(step down), un test comportamental que permite medir la retencion de una memoria
dependiente del hipocampo. La prueba de Kruskal Wallis revelé que la administracion
repetida de cocaina indujo un aumento significativo en el tiempo de latencia cuando se
compara a VEH+SAL [H=5,10; dp=1; *p<0,05] (Figura 24A). Cuando se analizé la
performance teniendo en cuenta la separacion de los animales segun el criterio de
sensibilizacion, los resultados mostraron que solo los animales sensibilizados
(VEH+COC-S) evidenciaron un aumento significativo en el tiempo de latencia, mientras
que los no sensibilizados no mostraron diferencias respecto a los controles [H=15,05;

df=2; #p<0,05) (Figura 24B).

A B
#
* —
T 180 85 180 =
k) k3
(1] L .E E
= (%]
§ 1204 $ 120 -
-—
m m
-l -
% -y % L
S 60 I- 2 60 - ‘
£ E
w L .9 L
| % |1
0 ] 0 L
VEH+ VEH+ VEH+ VEH+ VEH+
SAL coc SAL COC-S COC-NS

Figura 24: Efecto de la administracicn repetida de cocaina en la retencion de la memoria. Se cuantifico el tiempo de
latencia (en segundos) en el test de evitacion inhibitoria (o step down) en animales: A) que recibieron tratamiento
repetido con VEH+SAL o VEH+COC y B) VEH+SAL (n=8), VEH+COC-5 (n=8) y VEH+COC-NS (n=7). Los resultados se
expresan come mediana y rango intercuartil; *p<0,05 en comparacion con el grupo VEH+SAL, #p<0,05 en

comparacion con VEH+SAL y VEH+COC-NS.

CONCLUSION
Estos resultados nos permiten afirmar que cocaina es capaz de aumentar la
plasticidad sinaptica en el hipocampo, medido como una disminucién en el umbral

para la generacion del LTP. Esta alta eficacia de la transmisidon sindptica seria el
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resultado de los cambios estructurales y neuroquimicos que subyacen a las
modificaciones persistentes de la funcion cerebral después de la exposicion repetida o
durante el sindrome de abstinencia a drogas de abuso. El aumento en el tiempo de
latencia en el test de evitacion inhibitoria condice con estos resultados, indicando que
existe un aumento en la retencién de la memoria (memoria dependiente de
hipocampo) sélo en aquellos animales que sensibilizan a la droga. Estos resultados
indicarian que los cambios plasticos que se desarrollan en el hipocampo durante la
sensibilizacion a cocaina podrian influenciar la adquisicién de una memoria
dependiente de hipocampao, y esta mejora en los mecanismos de almacenamiento
podria ser “patolégicamente” usurpada para instalar y mantener el comportamiento
adictivo.

En contraposicion, la inhibicion de la enzima NOSn y de GC son capaces de prevenir el
aumento en la plasticidad sinaptica observados con cocaina, mientras que la inhibicién
de la hidrolisis de GMPc (con SIL) genera niveles de plasticidad sindptica comparables
con los observados con cocaina, manteniendo la disminucién en el umbral para la
generacion de LTP. Estos resultados enfatizan la importancia de la via estudiada en los
fendmenos plasticos que ocurren en el desarrollo de la sensibilizacién. No menos
importante resulta el hecho de observar que una Unica administracién de sildenafil es
capaz de promover un incremento en la plasticidad sindptica hipocampal por
activacion directa de la via en un eslabon cascada abajo, lo cual sugeriria que los
inhibidores de PDEs activarian vias de sefializacion utilizadas por cocaina, y si estas
drogas se utilizan de manera concomitante, los PDEs aumentarian la vulnerabilidad a la

adiccion a este y probablemente a otros psicoestimulantes.
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segun el disefio 1. Asimismo, para evaluar si los cambios que pudieran observarse en la
actividad de la enzima, son producto de variaciones en los niveles de proteina NOSn,

se determind, en los grupos antes mencionados, |a expresion de NOSn en hipocampo,

por medio de la técnica de Western Blot. Se adicionaron, ademas, tres grupos de
animales: un grupo de animales “naive”, es decir, que no recibié ningun tipo de
inyeccion ni estimulo, otro grupo que recibié una sola inyeccion de VEH+SAL y un
tercer grupo que recibié una unica administracién de VEH+COC, estos dos ultimos
denominados como “agudos” y utilizados como controles del tratamiento repetido.
Veinte minutos post-inyeccion se procedié a sacrificar a los animales y preparar la

muestra tal como se explico en |a seccion Materiales y Métodos: Generalidades.

RESULTADOS

3.1. Actividad de NOS en la sensibilizacion a cocaina

La figura 25A muestra un aumento significativo en los niveles de NO en el grupo
VEH+COC-S respecto a los demas grupos evaluados, y resulta importante destacar que
en los animales que mostraron sensibilizacién conductual adn en presencia de 7-NI
previo a cocaina (7-NI+COC-S) se impidi¢ dicho incremento [F(235=9,49; p<0,05; post
hoc SNK *p<0,05]. La figura 25B muestra el porcentaje de incremento en los niveles de
NO en animales que recibieron una administracion aguda de cocaina (VEH+COC-
Agudo) o animales que sensibilizaron después de recibir el tratamiento repetido de
cocaina (VEH+COC-S) con respecto a sus controles (VEH+SAL-Agudo y VEH+SAL
respectivamente). Si bien los niveles de NO en ambos grupos incrementaron en
relacion a sus respectivos controles, se observé un aumento significativo en el grupo

VEH+COC-S en comparacion con VEH+COC-agudo [F(1.13=11,36; *p<0,05.
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3.2. Numero de células positivas NOSn en hipocampo

No se observaron diferencias en el nimero de células positivas para NOSn en el
gyrus dentado [F.0=1,30; p>0,05], CA1 [F:5=0,57; p>0,05], y CA3 [F2=0,34;
p>0,05] del hipocampo de animales sensibilizados y no sensibilizados luego de la

administracion de cocaina (Figura 27 y 28).
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Figura 27: Numero de células positivas para NOSn en los grupos VEH+SAL (n=4), VEH+COC-S (n=4) y VEH+COC-NS

(n=4) en gyrus dentado, CA1 y CA3 de hipocampo.
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Figura 29: Expresion de la proteina NOSn en hipocampo de sujetos tratados con VEH+SAL (n=5), VEH+COC-S {n=5) y
VEH+COC-NS (n=5). A la derecha, imagenes representativas del revelado de western blot de la enzima en los

distintos grupos experimentales.

Por otra parte, en el grupo de animales naive, es decir, que no recibieron
tratamiento alguno, y en aquellos grupos que recibieron una unica inyeccion de
VEH+SAL o VEH+COC, el test estadistico no evidencié diferencias significativas en la

expresion de NOSn en la estructura estudiada [F5=0,058; p=0,94] (Figura 30)
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Figura 30: Expresion de la proteina NOSn en hipocampo de sujetos NAIVE (n=4), VEH+SAL agudo (n=4) y VEH+COC
agudo (n=4). A la dereche, imdgenes representativas del revelado de western blot de la enzima en los distintos

grupos experimentales.
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CONCLUSIONES PARCIALES

En relacién a la actividad de la enzima NOS, los resultados mostraron un
incremento significativo en su actividad Unicamente en los animales que desarrollan
sensibilizacion conductual a cocaina. Ademas, el porcentaje de aumento en este grupo,
luego del tratamiento crénico, es considerablemente mayor que después de una Unica
administracion de cocaina. Esto indicaria que la enzima NOS sufre un proceso
neuroadaptativo luego del tratamiento cronico, lo cual podria deberse a
modificaciones de la regulacion de la actividad o aumentos en la expresion de la
proteina en el hipocampo. Los experimentos de western blot indicarian que la causa
del incremento en la actividad de la enzima NOS serfa producto del incremento en la
cantidad de proteina NOSn en células que expresan dicha enzima en la estructura
estudiada, ya que no se observaron variaciones en el numero de células positivas para
NOSn mediante inmunohistoquimica. Estos cambios no se observaron cuando se
administré un inhibidor de la NOS, indicando que probablemente la sintesis de NOSn
se autorregula positivamente por producto final durante la administracion repetida de
cocaina, dando lugar al proceso de sensibilizacion expuesto anteriormente.

Por otra parte, podemos afirmar que el desarrollo de la sensibilizacion
conductual esta asociado con altos niveles de produccion de NO en el hipocampo, ya
que existe una correlacion positiva, estadisticamente significativa, entre el porcentaje

de aumento de la actividad locomotora en el dia 5 y la actividad de NOS.
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4. Participacion de la sefalizaciéon por 6xido nitrico en la expresién de la
sensibilizacion conductual a cocaina y en la transmision sinaptica

hipocampal asociada.

En este cuarto objetivo, desarrollamos un protocolo que permite modelar una
situacion comparable a lo que ocurre en la clinica donde se busca la rehabilitacién de
un paciente adicto, apuntando hacia un uso terapéutico de la intervencion de las vias

activadas por 6xido nitrico. Para ello, inhibimos la enzima NOSn posteriormente a la

administracion repetida de cocaina, con el objeto de interferir la sefializacion por éxido
nitrico en la expresidn de la sensibilizacion conductual como también en la transmisién

sindptica asociada.

PROCEDIMIENTO

Los animales fueron administrados via i.p. con SAL o COC (15 mg/kg) durante 5
dias (dias 1 al 5) y VEH o 7-NI via i.p. en los 5 dias subsiguientes (dias 6 a 10). En el dia
11 se administrd una dosis desafio de COC o SAL. En los dias 1 y 11 se registro la
actividad locomotora. Por consiguiente los grupos experimentales considerados

fueron: SAL/VEH; COC/VEH; SAL/7-NI y COC/7-NI.

SAL/COC
::f :_Ii:: Challenge
I | l o desafio
R ] ) [ \
o m— T T TN
\ v

Act. Locomotora Act. Locomotora

Disefio Experimental 2

Inmediatamente después de la medicion de la actividad locomotora en el dia
11, los animales fueron sacrificados y los hipocampos disecados con el fin de obtener
los registros electrofisiologicos, previa preparacion del tejido tal como fue descripto en

la seccion de Materiales y Métodos: Generalidades.
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Si comparamos el porcentaje de animales sensibilizados entre los dos disefios
experimentales utilizados en este trabajo de tesis, la prueba estadistica de Chi-
cuadrado revela una reduccién del porcentaje de animales sensibilizados en el disefio
2 con respecto al disefio 1 [’ (0,9s)= 1,399; gl=1; Figura 32; COC/7-NI vs 7-NI+COC] en los

animales tratados con 7-NI (Figura 32B).
A B

COC/ VEH COC/ 7-NI

41,94 % 19,35%
VEH+ COC 7-Nil + COC
NO SENS

9,02% o 19 31,03%
0 \ o
g 8.
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58,06 % 80,65 % 50,98% 68,69%

Figura 32: Porcentaje de animales sensibilizados y no sensibilizados luego de la administracién de: A) COC/VEH o
COC/7N| (Disefio 2); B) comparacion con animales que recibieron tratamiento conjunto con VEH+COC o 7-NI+COC
por 5 dias (Disefio 1)

4.2. Impacto de la inhibicién de NOSn en la plasticidad sindptica en el hipocampo

En el grupo que recibio tratamiento con COC/VEH, seguido de un challenge de
COC, se observd que la administracion repetida de cocaina facilita la transmision
sinaptica en el hipocampo (expresado como una reduccién en el umbral para generar
LTP), demostrando una vez mas que cocaina es capaz de aumentar la plasticidad
sinaptica. Por otra parte, en los animales que recibieron tratamiento con COC/7-NI, y
luego un challenge de COC, se observo una reversion parcial en el umbral para generar
LTP en comparacion con COC/VEH [F(1,2¢=5,09; p<0,05; Post hoc SNK *p<0,05] (Figura
33).
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Figura 33: Umbral para generar LTP en animales tratados con COC/VEH (n=10) y COC/7-NI (n=10) y sus respectivos
controles, SAL/VEH (n=4) y SAL/7-NI (n=6); *p<0,05 comparado con sus respectivos controles; #p<0,05 comparado

con COC/VEH. Las barras representan las medias + SE.

CONCLUSIONES PARCIALES
La inhibicion de NOSn tanto conjuntamente a la administracion de cocaina

como posteriormente al tratamiento con el psicofirmaco es capaz de reducir el

porcentaje de animales sensibilizados.

Estos resultados demuestran que la interferencia en la actividad de la enzima
NOSn después de la instauracion de la sensibilizacion a cocaina previene la expresion
conductual de la misma, y revierte parcialmente la facilitacion en el umbral obtenida
con COC/VEH.

Este hecho resulta sumamente valioso ya que proporciona una herramienta
terapéutica mas proxima a lo requerido para evitar o reducir la recaida al consumo de

este tipo de psicoestimulantes
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cocaina han mostrado desarrollar sensibilizacion (Pierce et al. 1996; Yamaguchi et al.
2005), este fendmeno sélo se da en una proporcion de los animales tratados, incluso
cuando los protocolos utilizados varian en |la duracion del tratamiento repetido con
cocaina y las dosis administrada (Pierce et al. 1996; Boudreau and Wolf 2005), por lo
que, al parecer, la proporcion de sujetos sensibilizados y no sensibilizados es
independiente del protocolo de administracion utilizado (Perez et al. 2010). Es
importante destacar, que en todos los casos, incluido este estudio, los animales no
sensibilizados mostraron una mayor actividad locomotora luego de la primera
exposicion a cocaina en comparacién con el primer dia de expaosicion en los animales
sensibilizados. Los mecanismos que subyacen a esta respuesta diferencial entre sujetos
sensibilizados y no sensibilizados aun se desconocen.

En este estudio demostramos que, la administracion repetida de cocaina induce
sensibilizacion comportamental aproximadamente en el 50% de los animales tratados
y ésta se correlaciona con un incremento en la plasticidad sinaptica hipocampal, Ia cual
es mayor en aquellos animales que desarrollan sensibilizacion. También hemos
observado un aumento en la actividad de la enzima NOS, y en los niveles de proteina
NOSn en este mismo grupo de animales.

El hecho de poder discriminar entre individuos sensibilizados y no
sensibilizados, y estudiar las diferencias que pueden existir en cada grupo, es de suma
importancia para dilucidar los mecanismos que determinan la vulnerabilidad a Ia
adiccion, y esto permite hacer una comparacion con lo que ocurre en los humanos,
donde se sabe que, no todos los sujetos que se exponen a una droga de abuso, como

cocaina, desarrollan adiccion.

EL OXIDO NITRICO COMO INTERMEDIARIO EN LA PLASTICIDAD SINAPTICA Y LA
SENSIBILIZACION A COCAINA

El dxido nitrico, es un neurotransmisor gaseoso que estaria involucrado tanto
en la adquisicion como en el mantenimiento de los efectos comportamentales de
cocaina y otras drogas psicoactivas. Se ha demostrado que el bloqueo de la produccién
de 6xido nitico mediante la administracion sistémica de inhibidores de NOS interfieren

con el desarrollo de sensibilizacion a la activacion locomotora inducida por
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depende de la transmisidn glutamatérgica en esta estructura (Steketee and Kalivas
2011). El hipocampo envia aferencias glutamatérgicas hacia el NAc (Kelley and
Domesick 1982; French and Totterdell 2002), y los cambios sinapticos que se producen
en esta estructura pueden afectar los niveles de actividad neuronal en el NAc. La LTP
ha sido postulada como el mayor mecanismo de almacenamiento de informacién en el
cerebro que consiste en la facilitacion de la transmision sinaptica en ciertas regiones
como el hipocampo. A fin de que la activacion post-sinaptica sea mantenida, el 6xido
nitrico ha sido postulado como mensajero retrégrado, capaz de comunicar dicha post-
sinapsis con el componente pre-sinaptico (Lancaster 1994). Numerosos estudios
respaldan el rol del 6xido nitrico en la plasticidad y la LTP (Schuman and Madison 1991;
Prast and Philippu 2001; Bon and Garthwaite 2003) y muestran que promueve la
liberacion de glutamato por medio de una via dependiente de GMPc (O'Dell et al.
1994; Son et al. 1996), como asi también regula la liberacion de dopamina (Schulman
1997).

De la misma manera, se ha postulado que la LTP en el hipocampo puede jugar
un papel en el aprendizaje asociativo complejo que contribuye al comportamiento de
bldsqueda de la droga y la recaida (Wolf 2002). Asimismo, ha sido descripto que el
tratamiento crdnico con cocaina incrementa la magnitud de la potenciacion del LTP en
hipocampo luego de una estimulacion de 100 Hz (Thompson et al. 2002) y que la
estimulacion del subiculum ventral del hipocampo reinstala el comportamiento de
blisqueda a cocaina en ratas (Vorel et al. 2001). En nuestro trabajo, se observé que el
tratamiento crénico con cocaina genera una disminucién en el umbral para generar
LTP, y esta disminucion es considerablemente menor en los animales que desarrollan
sensibilizacién. A pesar de que se sabe que el oxido nitrico es una pieza importante en
la inducciéon del LTP, no existen antecedentes que demuestren la participacion de
dicho neurotransmisor en los cambios plasticos inducidos por cocaina en el
hipocampo. Nuestros resultados indicarian que la inhibicion de NOSn revierte
parcialmente el efecto de cocaina sobre la plasticidad sindptica (Figura 21B), indicando
que la sefializacion por oxido nitrico es importante, en parte, para la expresion de este

fendomeno.
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En este trabajo observamos que la sensibilizacion a cocaina indujo un aumento
en la transmisién sindptica del hipocampo (observado como una reduccion en el
umbral para generar LTP). Esta mejora se previno con la inhibicion de NOSn (Figura
21B). Resultados similares se observaron cuando se inhibié GCs con la administracion
de ODQ durante el tratamiento con cocaina (Figura 22A). Por otro lado, cuando se
incremento la disponibilidad de GMPc con el uso de SIL, |a facilitacion de la transmision
sindptica producida por cocaina se mantuvo (Figura 22B). Esta facilitacion podria
indicar una mayor susceptibilidad a estimulos capaces de activar sinapsis
glutamatérgicas. Por lo tanto, la activacion de la via NOSn/NO/GCs/GMPc por cocaina
puede facilitar la generacion de la LTP en el hipocampo, activando vias glutamatérgicas
que proyectan hacia el NAc, finalmente responsables del control motor y la ejecucién
de conductas que llevan a la sensibilizacion. Sorprendentemente, tanto la
administracion aguda como repetida con sildenafil facilitoé la transmision sindptica en
el gyrus dentado del hipocampo, indicando una posible mejora en la fuerza de las
sinapsis glutamatérgicas con solo una administracion. Estos resultados concuerdan con
estudios anteriores que muestran que sildenafil es capaz de inducir retencién de la
memoria a largo plazo y reconsolidacion (Puzzo et al. 2008; Boccia et al. 2011) vy
consigue recuperar la plasticidad sindptica en la enfermedad de Alzheimer en un
modelo de ratdn (Puzzo et al. 2009).

Si se considera al hipocampo como una estructura fundamental en los procesos
de aprendizaje asociativos que subyacen a la adiccién a drogas, los resultados
observados el presente estudio indicarian que la plasticidad sinaptica en dicha
estructura resulta relevante, y evidenciarian un rol importante del gyrus dentado
hipocampal en el desarrollo de sensibilizacion a cocaina. Considerando de manera
conjunta estos resultados, los mismos apoyarian la hipotesis planteada que sostiene
que la activacion de la via de sefalizacion NOS/NO/GCs/GMPc podria ser considerada
como uno de los mecanismos por el cual el 6xido nitrico participa en el desarrollo de
sensibilizacion y en el fendmeno plastico observado en el gyrus dentado hipocampal

luego de la administracion repetida de cocaina.
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fosforilacion en ciertas serinas como la S1412 en la cola C-terminal de la molécula de
NOSn o la S847 en el a-hélice del dominio reductasa son capaces de aumentar o
disminuir la actividad de dicha enzima (Rameau et al. 2004).

Si bien ha sido reportado que dentro de la formacién hipocampal, los mayores
niveles de células inmunoreactivas para NOS se encontrarian aparentemente en las
células granulares del gyrus dentado (Bredt et al. 1991) en el presente estudio no se
encontraron variaciones entre los grupos en el nimero de células positivas para NOSn
en esta sub-area del hipocampo, ni tampoco en otras como CAl y CA3. Los
mecanismos moleculares que subyacen al incremento en la sintesis de proteina NOSn
todavia no se conocen, sumado al hecho que, la regulacidon de la sintesis de éxido
nitrico es compleja. Sin embargo, nuestros resultados no contradicen lo expuesto
anteriormente, ya que el incremento en los niveles de proteina o de actividad de la
enzima puede no necesariamente ir acompafiado de un aumento en el nimero de
células NOSn en dicha estructura. Al parecer, la regulacion de la expresion y la
actividad de la enzima NOS jugarian un papel significativo en los efectos de la
administracion repetida de cocaina, ya que la sensibilizacién conduce a incrementos en
estos dos aspectos (expresion y actividad de la enzima).

La administracion sistémica de diferentes moduladores de la via
NOSn/NO/GCs/GMPc, como 7-NI, ODQ o SIL, afectan la disponibilidad de éxido nitrico
o GMPc en todo el sistema nervioso central. Asi, los cambios observados en el
hipocampo pueden deberse a un efecto primario de tales inhibidores en las zonas del
cerebro relacionadas con el circuito de recompensa que proyectan a hipocampo, tales
como el VTA, modulando la actividad neuronal. No puede descartarse un efecto local
en el hipocampo, ya que la administracion de una dosis unica o el tratamiento repetido
de cocaina induce incrementos en la actividad de NOSn en esta area (Figura 25B). Seria
interesante verificar si la administracién intra-hipocampal del inhibidor de NOSn
reproduce los resultados conductuales y electrofisiolégicos observados con la
administracion sistémica para corroborar la implicancia directa del hipocampo en este
fendmeno, asi como el estudio de la participacion del 6xido nitrico en los cambios
generados por la sensibilizacién a cocaina en la actividad de otras estructuras

cerebrales.
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En resumen, este trabajo muestra un papel clave de la via de sefalizacidon
NOSn/NO/GCs/GMPc en el desarrollo de la sensibilizacion a cocaina y en el aumento
de la transmision sindptica en el hipocampo, ya que la manipulacion de esta via puede
afectar significativamente tanto la proporcion de animales sensibilizados como el
umbral para generar LTP. Sin embargo, las razones por las cuales esta via esta
comprometida de manera diferencial en animales sensibilizados o no sensibilizados

aun no se ha dilucidado.

RELEVANCIA DE LA VIiA NOSn/NO/GCs/GMPc EN LA VULNERABILIDAD A LA ADICCION

En el presente trabajo de tesis, el sildenafil fue utilizado como una herramienta
para incrementar la disponibilidad de GMPc durante la administracion repetida de
cocaina, sin embargo, el mal uso y el uso recreativo de los inhibidores de la PDEs se
han descripto en diferentes poblaciones humanas (Smith and Romanelli 2005; Tahsili-
Fahadan et al. 2006) y se ha vinculado al uso ilicito de drogas de abuso (McCambridge
et al. 2006). Ademas, el sildenafil se utiliza bajo prescripcién médica en casos de
patologias cronicas como la hipertensiéon pulmonar, cardiopatias coronarias, y la
disfuncién eréctil, entre otras, incluso en pacientes en programas de desintoxicacion
de drogas.

Teniendo en cuenta los resultados de la presente investigacion, se puede
especular que la regulacion positiva de |a via de sefalizacién NOSn/NO/GCs/GMPc en
diferentes areas del cerebro podria iniciar, contribuir o exacerbar los comportamientos
adictivos en los seres humanos, y los inhibidores de PDEs ser candidatos potenciales
para estas acciones, porque podrian aumentar la vulnerabilidad al abuso de drogas.
Asimismo, en base a los antecedentes descriptos en investigacion basica y la evidencia
del uso recreacional de los inhibidores de PDEs, proponemos que el uso no controlado
de estos farmacos podria contribuir al desarrollo de adiccion a éstos u otros farmacos
administrados de forma concomitante, potenciar una adiccion pre-existente o
favorecer el riesgo de recaida luego de una potencial recuperacion. Es por ello que
creemos importante el estudio de los efectos de sildenafil, a nivel del sistema nervioso

central, y en el monitoreo de la prescripcion de esta droga por su potencial adictivo
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con el uso concomitante con otras drogas no necesariamente ilegales, como también
la recomendacion de un uso supervisado en pacientes con historia previa de adiccion.
Los resultados obtenidos podrian ser de suma importancia para la
caracterizacién de nuevas vias de sefializacion que pudieran ser intervenidas, mediante
la exploracion de nuevos farmacos con potencial terapéutico para el tratamiento de la
adiccion a diferentes psicofarmacos, que permitan la restauracion de una funcion

cerebral normal.
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