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Presentacion

La presente Tesis Doctoral se ha realizado en el Laboratorio de Analisis
Neuroconductual del Programa de Genes y Enfermedad del Centro de Regulacién
Genomica. Nuestro grupo esta interesado en identificar los factores genéticos y los
mecanismos patogénicos responsables de diferentes trastornos neuropsiquiatricos.
En los ultimos afios se han caracterizado en nuestro laboratorio varios genes
candidatos cuya disregulacién en modelos transgénicos in vivo en ratén da lugar a
un fenotipo ansioso. La validacién y caracterizacion detallada de algunos de estos
modelos permiti6 detectar alteraciones estructurales que sugerian una clara
relacién con el trastorno de abuso de sustancias. Esta Tesis Doctoral se ha
centrado por tanto en los mecanismos implicados en la comorbilidad entre el abuso
de drogas y los trastornos de ansiedad, asi como en las regiones cerebrales
responsables de la coexistencia de estos dos trastornos en modelos transgénicos.
Nos hemos centrado en dos grandes familias de genes, que podrian actuar como
interfaz genético en la comorbilidad entre trastornos de ansiedad y de abuso de
sustancias: neurotrofinas por su intervencion en el neurodesarrollo y en la
neuroplasticidad, y elementos de sistemas de neurotransmision concretos como son
los receptores nicotinicos, cuya implicacion en adiccion y ansiedad ha sido
previamente demostrada a través de estudios farmacolégicos. Nuestra hipotesis de
trabajo propone la existencia de un componente de desarrollo y un componente
funcional en la generacion de un cerebro “ansioso y adictivo”. Como aproximacién
experimental se han utilizado, pues, dos modelos: 1/ un raton con sobrexpresion del
receptor de la neurotrofina-3, TrkC (TgNTRKS3), ya que se ha visto implicado en
plasticidad, proliferacion y diferenciacion celular de un sistema con una posible
intervencién patogenética en patologia dual, como es el sistema noradrenérgico, y
2/ un modelo transgénico con sobrexpresion de las subunidades, a3, a5, 4 de
receptores nicotinicos (TgCHRNA3/A5/B4), que forman un cluster genético,
candidato para el desarrollo de trastornos psiquiatricos y adiccion. Para determinar
los efectos de la sobrexpresion de estos genes en la aparicion de la patologia dual
se han realizado estudios farmacol6gicos con drogas de abuso como la morfina o la
nicotina. Los resultados de esta Tesis Doctoral reflejan niveles diferentes de
caracterizacion para cada uno de los modelos estudiados. Ello es debido a que: 1/
el nivel de caracterizacion basal previamente realizada en el laboratorio era
diferente, y 2/ el papel funcional de cada una de las proteinas es diferente. Asi,

mientras que el modelo de sobrexpresion del receptor de la neurotrofina 3 (TrkC),
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habia sido caracterizado anteriormente como un modelo de ansiedad, en el caso
del modelo de sobrexpresion de los receptores nicotinicos ha sido necesario
realizar en una primera fase, la validacion comportamental (isomorfismo) y

farmacoldgica.

Parte de estos estudios se han realizado en colaboracion con otros laboratorios.
Asi, una parte de los estudios farmacoldgicos de esta Tesis se han realizado en el
Departamento de Neurofarmacologia de la Universidad Pompeu Fabra que dirige el
Dr. Rafael Maldonado, co-director de esta Tesis Doctoral, en colaboracién con la
Dra. Patricia Murtra, dada la amplia experiencia de este laboratorio en el ambito de
los estudios experimentales de drogodependencia. Por otra parte, los estudios
electrofisiologicos en el locus coeruleus del TgNTRK3, necesarios para determinar
la funcionalidad de esta region, se realizaron en el Departamento de Farmacologia
de la Universidad del Pais Vasco que dirige el Dr. Joseba Pineda en colaboracion
con la Dra Teresa Zamalloa, puesto que nuestro laboratorio no dispone del

equipamiento para realizar este tipo de experimentos.

Los resultados de la presente Tesis Doctoral estan pendientes de publicaciéon en
dos manuscritos originales que recogen la mayor parte de los resultados obtenidos.
Una parte de éstos sin embargo ha sido incluida en otros dos articulos originales
previamente publicados, en los que figuro como co-autor. Mi participacién concreta
queda reflejada en la seccién “Anexo”. Ademas durante esta Tesis he colaborado

en otros proyectos del laboratorio y he participado en la redaccién de tres articulos.

-16 -



indice

PRESENTACION .......ooiiiiiiiiiieieeieee et 13
1] 0] o =SOSR 17
INTRODUCCION ...ttt 25
1.COMORBILIDAD ENTRE TRASTORNOS DE ANSIEDAD Y ABUSO DE
DROGAS ...ttt e e ettt e e e e a e e e ettt e e e e et e e e e ataeeeeabeeeeeanraaeeean 27
2.REGIONES CEREBRALES COMUNES A LOS TRASTORNOS DE ANSIEDAD Y
DE ABUSO DE DROGAS ...ttt e e e st e e e sntneeeesnneeeeanes 31
2.1. Regiones del troncoencéfalo: EILC..........cccovieeiiiiiiiiiiiiceee e 32
2.2, Laamigdala..........uuuueieiiiiiiiiiiiiiiiiii bbbt tntnrnrnrnrnrnrnre 35
2.3. La corteza prefrontal (PFC).......cccuuiiiiiiiiieiieeeeee et 36
2.4, EINAC oottt ettt e et et eeneeans 38

B T = T = N £ OSSP 39
2.6. ElhIPOtAlamO. ..o 40
3.MECANISMOS CELULARES Y MOLECULARES IMPLICADOS EN LA
PATOLOGIA DUAL ..ottt ee e en e ennanas 41
4. FENOMENOLOGIA DE LA PATOLOGIA DUAL........ouiiriiieiieieieieieeeieeie e 46
4.1. Sistema opioide y ansiedad ...........cccveiiieiiiiiiiieiiee e 48
5.GENES CANDIDATOS PARA EXPLICAR LA PATOLOGIA DUAL .........cccc......... 49
5.1. HIPOTESIS NEUROTROFICA: Neurotrofinas y sus receptores................ 51
5.1.1. Neurotrofinas en el LC ... 52

5.2. HIPOTESIS FUNCIONAL: Sistema Nicotinico Colinérgico......................... 55
5.2.1. Nicotina y ansiedad...........cccoviiiiiiiiiii e 57

5.2.2. El papel de la nicotina en el sistema de recompensa y el aprendizaje
CONAICIONAAO ... e e e 58

5.2.3. nAChRs y trastornos neuropsiquiatriCos ..........ccccceeeeeeeiiiiiirieeeeeeeennnns 59

5.2.4. Cluster gendmico candidato a la comorbilidad entre trastornos

adictivos, ansiedad y epilepsia .......oooceeiieiie i 60
HIPOTESIS Y OBUJETIVOS .......ooiiiiceeeeeeeeeeeee e 63
T HIPOTESIS .ot n e e e 65
2.0BUETIVOS ..ottt et et e e s 65

-19-



indice

MATERIALES Y METODOS ..........ooiiieieieeeeeeeeeeeee e en s 67
TLANIMALES ...ttt e e e e et e e e e st e e e e st e e e e nbeeeeenneas 69
2.CONDICIONES GENERALES DE EXPERIMENTACION .......c.coovieccceceees 70
3.ANIMALES CON SOBREEXPRESION DEL GEN NTRK3........ccccoceveveieieeieieiennes 71
3.1. Colocalizacion de neuronas TH/TrkC positivas en el LC..........cccceeeeeeenns 71
3.1.1. Inmunofluorescencia doble...........ccceeiiiiiiiiiiiie e 71

3.2. Estudio farmacolOgiCO . ........coiuiiiiiiiiii i 72
3.2, FAIMACOS .ttt e e et e e e e e e et e e e e e e e ann 72

3.2.2. Efectos agudos de la morfinaen el TNTRKS ..., 73

3.2.2.1. Test de inmersion de Cola ..........ccceeeiiiiiiiiiiii e 73

3.2.2.2. Testde la placa caliente...........c.uuuueeuereriieiiiniiiiiiiiiiieeieieieeeieens 73

3.2.2.3. Actividad l0COMOLOra ........cooiiiiriiiiiiieiieiee e 73

3.2.3. Desarrollo de la tolerancia y sensibilizacion a los efectos de la
morfina en el TgNTRKS ... e 74

3.2.4. Estudio del sindrome de abstinencia a la morfina en el TQNTRK3...74
3.2.4.1. Provocacion del sindrome de abstinencia en el TJNTRK3
tras desarrollar dependencia mediante dosis crecientes de
MOMTING 1. 75
3.2.4.2. Efecto de la clonidina sobre el sindrome de abstinencia en el
TgNTRK3 tras desarrollar dependencia mediante dosis
constantes de Morfina .........ccoceeviiiiiiiiiic 75
3.2.4.3. Electrofisiologia: Estudio de la funcionalidad de los receptores
a2 adrenérgicos del LC durante la dependencia a morfina en el
TONTRKS e e e e enreeeeanes 76
3.2.4.4. Provocacion del sindrome de abstinencia en el TJNTRK3
tras desarrollar dependencia mediante dosis constantes de
MOMTING 1. 76
3.2.4.5. Laberinto circular elevado (O-Maze): Estudio de la
respuesta ansiosa en ratones TgJNTRKS durante la abstinencia
= 0 To] o[- TS 77
3.2.5. Hibridacién in situ: Estudio de la expresion de TrkC, TrkB y sus
ligandos NT-3 y BDNF en el LC ... 77
3.2.6. Western Blot: Cuantificacion de los niveles de TH durante la

dependencia a morfinaen el TGNTRKS3 .........cccoviiiiiiiiiiiieeeeees 78

-20-



indice

4. TRANSGENICOS DE SOBREEXPRESION DE LAS SUBUNIDADES a3, a5 y B4

DE NACKORS ...ttt e et e e e et e e e ettt e e s st eeesanteeeeeanraeeeeans 80
4.1, WeSTErn BlOt.... ..o 81
4.2. Caracterizacion conductual............cccceiiiiiiiiiiiie e 82

4.2.1. Pruebas neurosensoriales (Protocolo SHIRPA)........ccccccoovvivvieeeeennn. 82
4.2.2. Pruebas SensoriomMOtOras ...........ceuieiiiiiiiiiiiiee e 84
4.2.2.1. Prueba de eqUIliDrio........cooeiiiiiee e 84
4.2.2.2. Pruebade la percha ........cccoo i 84
4.2.3. Actividad l0COMOLOra. ......ceii i 84
4.2.4. CampPO @DIEIO ......cuviiiiiiee et 85
4.2.5. Paradigma [uz-0Scuridad ..........ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 85
4.2.6. Test de miedo condiCioNAdO .........c.coiiiiiiiiiiiiie i 86
4.3. Estudio farmacolOgiCO...........ueiiieiiiiiiiiiieee et 86
G Tt B o 0 0 = Lo o 1 USSP 87
4.3.2. Estudio del efecto convulsivante de la nicotina en el
TGCHRNASBIASL/BA ...ttt 87

4.3.3. Estudio del efecto reforzador de la nicotina en el
TGCHRNASB/IASL/BA ...t 87
4.3.4. Reconocimiento de objetos en el campo abierto tras administracion
A€ MICOTING ... 88
RESULTADOS ... ..ottt ettt et e e e sttt e e e sttt e e e snba e e e e snbeeeeeabaeeeeans 91

1.CARACTERIZACION DE LA CO-MORBILIDAD DE TRASTORNOS DE
ANSIEDAD Y ABUSO DE SUSTANCIAS EN EL MODELO DE SOBREXPRESION

D I S S 93
1.1. Caracterizacion morfolégica y funcional de estructuras clave en la co-
MOrbilidad: Bl LC ..o 94

1.1.1. Caracterizacién morfométrica del LC en el ratén TgNTRKS ............. 94

1.1.2. El TgNTRK3 muestra un incremento de neuronas TH/TrkC positivas
BN I LC s 94
1.1.3. La sobrexpresion de NTRKS3 incrementa la actividad basal de
neuronas noradrenérgicas del LC y altera las adaptaciones
funcionales producidas en este nucleo como consecuencia de la

administracion cronica de morfina........ccooooeveiiiiieieei i 96

-21-



indice

2.CARACTERIZACION CONDUCTUAL DEL PERFIL DE RESPUESTA A LA
MORFINA EN EL RATON TGNTRKS3 .....oooiiiiieeeeeceee e 97
2.1. El raton TgNTRK3 mostrdé una menor sensibilidad a los efectos agudos de
F= T 4oL ] o = U UUUPPRTRPR 97
2.2. La sensibilizacion locomotora inducida por la morfina y el desarrollo de la
tolerancia a su efecto antinociceptivo no se modificaron por la
sobrexpresion de TrkC ... ... e 99
2.3. El sindrome de abstinencia no se modificé en el TgNTRK3 cuando la
dependencia se indujo mediante dosis crecientes de morfina ................. 100
2.4. Efecto de la clonidina sobre la respuesta conductual del TgNTRK3 durante
la abstinencia a morfina tras desarrollar dependencia mediante dosis
crecientes de 12 droga.........coovvviviiiiiiii 101

2.5. Efecto de la clonidina en la actividad del LC durante la abstinencia

a morfina tras desarrollar dependencia mediante dosis crecientes de la

2.6. El sindrome de abstinencia se intensifico en el TgNTRK3 cuando la
dependencia se indujo mediante dosis constantes de morfina ................ 103

2.7. Modificaciones en el comportamiento ansioso en el TgNTRK3 durante la
abstinencia @ morfina ..o 105
3.DISREGULACION DE LOS NIVELES DE mRNA DE NT-3, BDNF Y SUS
RECEPTORES TRKC Y TRKB DESPUES DE LA ADMINISTRACION CRONICA
CON DOSIS CRECIENTES DE MORFINA Y DURANTE EL SINDROME DE

ABSTINENCIA EN LOS RATONES TGNTRKS3......coiiiiiiiiiiee e 106
4.LA DISREGULACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE NTRK3 NO
MODIFICA LAEXPRESIONDE THEN EL LC ..o 109
5.CARACTERIZACION DE UN MODELO MURINO DE SOBREXPRESION DE LAS
SUBUNIDADES 03, a5y B4 DE NACHhRS ......coiiiiiiiieee e 111
5.1. Caracterizacion del ratdn TQCHRNAS/AS/BA ........cccoccvvvvveieeeeecieeeeae 111
5.1.1. Expresién de las subunidades a3, a5, y B4 en el raton
TGCHRNASBIASL/BA ... 111

5.1.2. El TJCHRNAZ3/A5/B4 presenta un incremento en los sitios de fijacion

para NICOtING .........ooooeiiiiii i, 113

5.2. Caracterizacion conductual del raton TQCHRNAS3/A5/B4...........ccvveeee... 114

-22 -



indice

5.2.1. EI TgCHRNA3/A5/B4 no muestra alteraciones neurolégicas
SIGNIfICAtIVAS ... 114

5.2.2. Alteraciones de la conducta relacionada con la ansiedad en los

ratones TQCHRNASB/AS/B4 .........vvveeieeeeieeeeeeee e 116

5.2.3. La actividad locomotora del TJQCHRNA3/A5/B4 se incrementa en un
ENEOINO NOVEAOSO ..ottt ettt e e 118

5.2.4. El TgCHRNA3/A5/B4 mostrd alteraciones en memorias de miedo
condicionado bajo condiciones no contextuales ................cccceeeee. 119

5.3. Caracterizacion farmacoldgica del ratdn TQCHRNA3/A5/B4.................... 119
5.3.1. La sobrexpresiéon de CHRNA3/A5/B4 produce hipersensibilidad a los
efectos convulsivantes de la nicotina ..........cccccooiiiiiii i, 119

5.3.2. Estudio del efecto adictivo de la nicotina en el
TGCHRNASB/IAS/BA ...t 120
5.3.3. Reconocimiento de objetos en el campo abierto tras administracion
aguda de NICOLINGA. ....coii i 121
5.4. Alteraciones en la expresion de las subunidades NR1 y NR2B de

receptores glutamatérgicos en la corteza cerebral de los animales

TGCHRNASB/ASL/BA ...ttt 122
DISCUSION.........ooimiiiiiiiieeie e 125
1.CARACTERIZACION DE ELEMENTOS DE LA PATOLOGIA DUAL EN EL

TGONTRIKS .ottt e e e s e e e e et e e e e st e e e e sntee e e e anseeeeeensaeeeeanees 127
1.1. La sobrexpresion de TrkC provoca una disfuncién noradrenérgica.......... 128

1.2. La sobrexpresion de TrkC modifica la actividad de neuronas del LC en el
sindrome de abstinencia a OPIACEOS .........oicuuiiiiiieiiiieee e 130
1.3. El TgNTRKS3 presenta modificaciones en la manifestaciones somaticas de
la abstinencia a opiaceos y cambios en la sensibilidad a clonidina ......... 132
1.4. El desarrollo de la dependencia mediante dosis constantes de morfina
altera las modificaciones somaticas y conductuales asociadas a la
abstinencia en el ratdn TgNTRKS ........oooiiii e 133
1.5. La sobrexpresiéon de TrkC podria modular comportamientos asociados a la
recaida de la droga tras periodos prolongados de abstinencia................ 134
1.6. Regulacion de la expresién de neurotrofinas y sus receptores en el ratén
TONTRKS L.t e e e e 135

-23-



indice

1.7. La sobrexpresion de TrkC produce cambios adaptativos a nivel celular

frente a la exposiCiON @ OPIACEOS ... .. .uuuiiiiieiiiiiiiee e 137
2.CONCLUSION DEL TGNTRKS......oovitieieiiceeeeeee et 138
3.CARACTERIZACION DE ELEMENTOS DE LA PATOLOGIA DUAL EN EL

TGCHRNAS/ABLIBA ...ttt ettt et e e e e e 139
3.1. Validacion del modelo TJCHRNAS/AS/BA ........cooveeeieiciiiiiiee e 140
3.2. Validacion conductual del TgCHRNAS3/A5/B4 como modelo de

= 7 [T - Lo SRR 142

3.3. La sobrexpresiéon de las subunidades a3, a5, y 4 de nAChRs incrementa
las conductas relacionadas con adiccion a la nicotina en el ratén ........... 144

3.4. Elementos cognitivos en el perfii comportamental del ratén
TgCHRNAS/A5/B4: componentes glutamatérgicos ..........ccccvveeeeeeicnnnneee. 145
3.4.1. La sobrexpresion de las subunidades a3, a5, y B4 de nAChRs
disregula la expresion de subunidades de receptores NMDA en la

corteza cerebral y modifica la memoria de reconocimientos de

ODJELOS .. 146

3.4.2. La sobrexpresion de CHRNA3/A5/B4 disminuye la respuesta de

miedo condicionado dependiente de contexto e incrementa la

respuesta de miedo no-contextual..............coooeeiiiii e, 147

3.4.3. La sobrexpresiéon de CHRNA3/A5/B4 produce hipersensibilidad a los

efectos convulsivantes de la nicotina ...........ccccoeeeeeeiiiiiiiieiec e, 147
4.CONCLUSION DEL TGCHRNAS/AS/BA ... 151
CONCLUSIONES. ...... ..ot e e e e e e e nees 153
BIBLIOGRAFIA ... 157
ANEXO ... e e e e 191
TABREVIATURAS ...ttt e e et e e e et e e e e nree e e enees 193
2.ARTICULOS DERIVADOS DE ESTA TESIS ....cooiiiicceeeeeeeee e 196

-24 -



Introduccién

Desde hace afios, se ha venido observando un aumento significativo de los
diagnosticos de comorbilidad entre diversas enfermedades psiquiatricas vy
trastornos relacionados por el consumo de sustancias, que mas comunmente se
conoce como “patologia dual” (Rounsaville et al., 1982b; Rounsaville et al., 1982a).
Esta situacion clinica no es una excepcion sino una realidad mayoritaria para todas
las conductas adictivas tanto a sustancias integradas (alcohol y tabaco) como no
integradas (opiaceos, cocaina, cannabis, etc.) y es también muy frecuente en las
enfermedades mentales en las que se presentan conductas adictivas con una
prevalencia mucho mayor que en la poblacion general. Los pacientes duales
constituyen el 30-50% de la poblacion psiquiatrica y mas del 80% de la poblacion
toxicbmana. En concreto, la comorbilidad de trastornos de ansiedad y trastornos de
abuso de sustancias es muy frecuente en el campo de la psicopatologia. Se ha
planteado que ambos trastornos pueden ser primarios o secundarios (inducidos) por

lo que los mecanismos que dirigen su comorbilidad son controvertidos.

En los casos en que el abuso de sustancias es primario, se debe demostrar que los
sintomas aparecen durante la intoxicacion o tras el primer mes de abstinencia y/o
que son secundarios al consumo de la sustancia. El trastorno de ansiedad inducido
por sustancias incluye entidades nosologicas en las que la ansiedad es
predominante, como las crisis de angustia o trastornos compulsiones. En el caso de
trastorno de ansiedad primario, se ha determinado que ésta constituye un factor

predisponente, desencadenante y de estabilizacion del consumo.

1. COMORBILIDAD ENTRE TRASTORNOS DE ANSIEDAD Y ABUSO DE
DROGAS

Un gran numero de estudios han demostrado la comorbilidad entre el abuso de
drogas y algunas enfermedades psiquiatricas (Barlow, 1997; Regier et al., 1998)
(Tabla 1), y estan comenzando a mostrar la dimension del problema de forma que
se estima que mas de 8 de cada 10 personas que abusan de drogas sufren alguna
enfermedad mental. Sin embargo, el trastorno por consumo de sustancias no esta
especialmente asociado a un determinado trastorno psiquiatrico, ni tampoco el
abuso de determinadas drogas esta limitado a un diagnostico psiquiatrico

especifico. La sustancia de abuso mas comun es el alcohol, seguido de la
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marihuana y la cocaina. Los medicamentos que requieren receta médica, como los
ansioliticos y los hipnéticos, también estan incluidos. Esta robusta comorbilidad
claramente refleja la posible existencia de factores ambientales, genéticos y/o
neurobioldégicos comunes en ambas patologias. Sin embargo, no necesariamente
implica que exista una relacion causa-consecuencia, sea 0 no su aparicion
simultanea. De hecho, no en todos los casos las manifestaciones psicopatolégicas
mejoran cuando los pacientes se mantienen abstinentes. Esto, unido al hecho de
que muchos consumidores prefieran determinadas sustancias, sugiere la posibilidad
de que algunos individuos intenten automedicarse de su trastorno psiquiatrico con
el consumo concomitante de drogas. Es por ello que, el término de patologia dual
puede significar tanto que ambos diagnosticos son independientes y ocurren
simultdneamente, como que el sindrome psiquiatrico puede haber sido inducido por
sustancias o incluso que el trastorno de consumo es secundario a un trastorno
psiquiatrico. Asi, podria ser que el abuso de drogas tuviera como consecuencia la
aparicion subsiguiente de enfermedades mentales, que los trastornos psiquiatricos
dieran lugar a conductas de abuso de sustancias, o que tanto los trastornos
psiquiatricos como el abuso de drogas aparecieran como consecuencia de factores

de susceptibilidad o de riesgo comunes.

Uno de los casos mas frecuentes de comorbilidad, es el que asocia el abuso de
drogas con trastornos de ansiedad, siendo la relacion entre ambos trastornos
bastante compleja desde el punto de vista fenomenoldgico. Es bien conocido el
hecho de que personas con trastornos de ansiedad tienden al consumo de drogas
para paliar la ansiedad, y que, a su vez, el consumo de ciertas drogas y el sindrome
de abstinencia provocan episodios de ansiedad o angustia (Lopez et al., 2005). Asi,
la ansiedad se manifiesta de forma muy frecuente durante periodos de abstinencia
a alcohol, benzodiazepinas, y opiaceos, pero también puede aparecer durante la
intoxicacién con estimulantes, marihuana y alucinégenos (Lopez et al., 2005). De
hecho, la falta de identificacion y tratamiento de la sintomatologia ansiosa pueden
empeorar las conductas adictivas y sus consecuencias (Brown et al., 1995; Shrier et
al., 2003).
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Comorbilidad en cualquier tipo de trastorno de ansiedad, caracter y consumo

de drogas
Prevalencia % con trastorno % con trastorno % con consumo % con los
(s.e.) de ansiedad (s.e.)  de caracter (s.e.) de drogas (s.e.) tres (s.e.)
Cualquier tipo de
trastorno de 12.6(0.3) - 26.1(1.2) 14.0 (1.0) 5.4 (0.6)
ansiedad
Cualquier tipo de
trastorno de 9.5(0.3) 34.5(1.5) - 17.3 (1.2) 7.1(0.8)
caracter
Cualquier tipo de
9.5 (0.3) 18.6 (1.4) 17.5(1.2) - 7.2 (0.8)

consumo de drogas

Tabla 1. Porcentaje de comorbilidad entre trastorno de ansiedad, caracter y consumo de drogas.
Adaptado de Regier et al., 2001.

Se han propuesto diferentes hipétesis para explicar la comorbilidad entre abuso de
drogas y trastornos de ansiedad: (1) que el trastorno psiquiatrico sea primario con
abuso de sustancias secundario. En este modelo las drogas intentarian revertir las
anomalias basales de la patologia ansiosa; (2) que el trastornos por abuso de
sustancias sea primario y el trastorno psiquiatrico, secundario. Este grupo se
basaria en que la administracion continuada de drogas provocaria cambios
neuroadaptativos, que llevarian a un ftrastorno de ansiedad; (3) que ambos
trastornos fueran coexistentes. Dentro de este tercer grupo, existen a su vez dos
posiblidades: (A) que ambos trastornos tengan un origen comun (modelo de
factores comunes), lo cual indica que pueden constituir dos manifestaciones
sintomatoldgicas de un mismo proceso de base, con componentes genéticos y
neurobiolégicos similares; (B) que ambos trastornos tengan un origen independiente
(modelo bidireccional) de forma que cada uno de los trastornos puede incrementar

la vulnerabilidad del otro.

Entre los factores biolégicos subyacentes a la patologia dual se han sugerido a/ la
existencia de elementos de vulnerabilidad comunes, como factores genéticos o la
exposiciéon a un factor ambiental (estrés, trauma, etc.) predisponente comun a
ambas enfermedades (Figura 1), b/ la implicaciéon de regiones cerebrales comunes

en ambas enfermedades, o ¢/ el hecho de que se presenten con frecuencia en la

-29-



Introduccion

adolescencia, una etapa mas susceptible a cambios neuroplasticos (Christie et al.,
1988; Burke et al., 1994; Regier et al., 1998; Simkin, 2002; Lubman et al., 2007). El
inicio del consumo de drogas de abuso en este periodo es mas susceptible de
desencadenar la aparicion de enfermedades mentales, al igual que la aparicion
temprana de trastornos psiquiatricos puede incrementar la vulnerabilidad al abuso

de drogas.

Todo ello se puede resumir en una hipotesis morfogenética y/o funcional en dos
niveles que propone que tanto el abuso de drogas como los trastornos psiquiatricos
sean la expresion sintomatica de alteraciones preexistentes en circuitos neuronales
comunes, y/o que ambos cuadros presenten elementos celulares comunes de
forma que el abuso crénico de una droga produzca cambios neuroadaptativos en
circuitos neuronales similares a los producidos en trastornos psiquiatricos (Brady
and Sinha, 2005).

Factores genéticos y ambientales de
vulnerabilidad

= Influencia social y familiar Consumo
= Historial de factores géneticos/familiares .
. BN experimental de
= Diferencias individuales en la respuesta drogas
inicial al consumo de sustancias

= Caracteristicas personales especificas
= Traumas infantiles
= Malfuncién del I6bulo frontal

!

1 Angustia crénica

Exposicion repetida a T de la frecuencia de
estrés (asociada con la severidad de los sintomas consumo de la droga
psiquiatricos y el consumo de drogas)

!

Seleccion de respuestas maladaptativas

= Alteraciones en CRH
= Alteraciones en los circuitos de
recompensa e incremento de la recaida a

la droga
= Falta de autocontrol
I 1 de Ia regularidad y
croncicidad del patron
Neuroadaptaciones en los circuitos de consumo de la
cerebrales del estrés y la recompensa droga

Figura 1. Comorbilidad entre trastornos psiquiatricos y abuso de drogas. Factores ambientales y
genéticos que contribuyen al desarrollo de trastornos psiquiatricos (A) o al abuso de drogas (B).
Respuestas maladaptativas producidas por alteraciones crénicas en regiones cerebrales implicadas en el

sistema emocional o por el consumo crénico de una droga (C). Obtenido de Brady and Sinha, 2005.
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2. REGIONES CEREBRALES COMUNES A LOS TRASTORNOS DE
ANSIEDAD Y DE ABUSO DE DROGAS

Los argumentos expuestos sugieren la implicacién de regiones cerebrales comunes
a los trastornos de ansiedad y abuso de sustancias (Figura 2). Para determinar la
cartografia de su comorbilidad, hemos de considerar por tanto, que ésta es
probablemente consecuencia de alteraciones en el procesamiento de la informacion
con componente emocional, que afectan a la anticipacion, interpretacion vy
almacenamiento de los estimulos percibidos. El procesamiento de estimulos
emocionales posee tres componentes segun la teoria clasica de las emociones
(Mac, 1949; Gray, 1983; Pratt, 1992; Papez, 1995; LeDoux, 2000): un componente
evaluador, que valora la aversion o la apetencia por el estimulo; un componente
expresivo, que se concreta en comportamientos especificos y reacciones
somaticas, y un componente de experiencia subjetiva. Todos estos elementos
requieren de la participacion del sistema limbico, un complejo sistema neurolégico
formado por diferentes regiones cerebrales interconectadas, situadas caudalmente
a la corteza cerebral y rostrales al talamo, entre cuyas funciones estan el control de
las emociones y la formaciébn de memorias asociativas (LeDoux, 2000). Sin
embargo, otras estructuras, como el locus coeruleus (LC), principal nucleo
catecolaminérgico central, podria ser también un elemento clave en la comorbilidad,
ya que se ha demostrado su implicacion tanto en trastornos de ansiedad (Berridge
and Waterhouse, 2003; Holmes and Picciotto, 2006), como en la dependencia
opiacea (lvanov and Aston-Jones, 2001; Berridge and Waterhouse, 2003). Un
segundo aspecto importante y en el que nos centramos en esta Introduccion es el
hecho de que tanto los trastornos de ansiedad como el abuso de drogas se
producen como consecuencia de mecanismos celulares y moleculares comunes
que subyacen al aprendizaje o la memoria asociativa. Desde esta perspectiva no
pretendemos hacer una revisidon exhaustiva de las regiones cerebrales implicadas
en la ansiedad o la drogodependencia, sino centrarnos en aquellos aspectos que

pueden resultar relevantes para el problema.
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.
]

Diana anatémica Signos de miedo/ansiedad

Hipotalamo lateral Taquicardia, dilatacion de la
pupila, incremento de la presion
sanguinea

Nucleo motor del vago Defecacién, miccion, ulceras

Nucleo parabraquial Angustia respiratoria, jadeo

Area tegmental ventral Incremento de la vigilancia

Locus coeruleus Incremento de la atencién

Prosencéfalo basal Comportamiento y EEG
alterado

Sustancia gris periacueductal Congelamiento, hipoalgesia

Nervio facial motor Expresion facial de miedo

Nucleo paraventricular Liberacién de CRH

Otros nucleos aminérgicos Estado animico

Figura 2. Regiones cerebrales implicadas en trastornos de ansiedad y abuso de drogas. Amy,
amigdala; MD, talamo mediodorsal; NA, nucleo acimbens; PFC, corteza prefrontal; VP, ventral pallidum;

VTA, area tegmental ventral. Adaptado de Peter W. Salivas y de Panzer et al., 2007

2.1. Regiones del troncoencéfalo: EI LC

El LC es el principal origen de las vias noradrenérgicas en el cerebro. Se trata de un
nucleo situado en la region troncoencefalica que desempefia un papel regulador en
la ansiedad, pero también participa en la dependencia opiacea. Se trata por tanto
de un nucleo candidato a participar en la patologia dual. Es bien conocido que los
trastornos de ansiedad se caracterizan por un incremento de la funcién
noradrenérgica (Berridge and Waterhouse, 2003; Holmes and Picciotto, 2006). En
respuesta a la ansiedad o situaciones de miedo, el LC se comporta como un centro
de alarma activando la liberacién de noradrenalina (NA) y estimulando el sistema
nervioso simpatico. Estudios realizados en humanos ponen de manifiesto que en
pacientes con trastornos de panico, los agonistas B-adrenérgicos y los antagonistas
a2 adrenérgicos (yohimbina) pueden provocar crisis de angustia frecuentes vy

graves. La yohimbina (antagonista a2 adrenérgico), actia bloqueando la inhibicién
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de la actividad de las neuronas noradrenérgicas, aumentando, por tanto, la
actividad noradrenérgica central. Su administracién por via oral provoca ataques de
panico en aproximadamente el 50% de los pacientes. Esta excesiva reactividad
podria estar relacionada con una sensibilidad anormal de los receptores a2
adrenérgicos (a2-AR) centrales, cuya disfuncién patolégica no permitiria la
recuperacion rapida del sistema noradrenérgico tras la estimulacion (Nutt, 1989;
Charney and Drevets, 2002). De hecho, existen estudios que demuestran que la
administracion de clonidina (agonista a2 adrenérgico) provoca respuestas
cardiovasculares aplanadas, lo que sugeriria una hiposensibilidad de los a2-AR. En
concreto, los pacientes con trastorno de panico mostraban un incremento
significativo del intervalo QT, un indice de la actividad simpatica y la capacidad de
repolarizacion, tras la administracion de yohimbina y una reduccion significativa tras

clonidina, no observable en el grupo control (Yeragani et al., 2003).

El LC también esta relacionado con el abuso de sustancias (lvanov and Aston-
Jones, 2001; Berridge and Waterhouse, 2003). De hecho este nucleo posee una
alta densidad de receptores opiaceos y adrenérgicos (Moore and Bloom, 1979). El
LC parece ser ademas la principal estructura implicada en la expresion de la
dependencia a opiaceos (Aghajanian, 1978; Maldonado et al., 1992; Maldonado
and Koob, 1993) y presenta una gran hiperactividad neuronal durante la abstinencia
que se ha propuesto que esta directamente relacionada con las manifestaciones
fisicas de dicho sindrome (Rasmussen et al., 1990). Esta activacion del LC durante
la abstinencia opiacea es debida a la combinaciéon de diversos mecanismos. Por
una parte, existen fenémenos intrinsecos en el propio LC representados por los
cambios adaptativos que se producen durante la administracion crénica de
opiaceos en el conjunto de mensajeros dependientes del cAMP (Nestler, 1992). Asi,
el incremento de la actividada adenilato ciclasa (AC) y proteina quinasa que se
produce durante la dependencia opiacea contribuye directamente al aumento de la
excitabilidad eléctrica de las neuronas del LC en el momento de la abstinencia
(Rasmussen et al., 1990). Sin embargo, existen también factores extrinsecos a esta
estructura que participan en su activacion. Un ejemplo seria el nucleo
paragigantocelularis (PGi) que proyecta fibras glutamatérgicas de caracter
excitatorio al LC (Ennis and Aston-Jones, 1988). Durante la abstinencia se observa

un incremento en la liberacidon de neurotransmisores excitatorios procedentes de
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dicho PGi (Rasmussen and Aghajanian, 1989; Akaoka and Aston-Jones, 1991).
Este aumento en la actividad de las aferencias excitatorias se acompafa de un
incremento en la sensibilidad de las neuronas del LC a dichos transmisores como
consecuencia de los cambios intrinsecos en esta estructura. La confluencia de
ambos mecanismos es responsable de la hiperactividad noradrenérgica observada
durante la abstinencia (Maldonado et al., 1992; Maldonado, 1997).

Ademas de las demostraciones de la convergencia estructural de los trastornos de
ansiedad y el abuso de sustancias, diversas observaciones demuestran que los
pacientes con trastornos de ansiedad tienden al abuso de sustancias depresoras,
que disminuyen la actividad del LC, como benzodiazepinas, alcohol u opiaceos, de
forma que podrian reducir la sensacion de angustia (Ochoa Mangado, 1999;
Holmwood, 2002; Conway et al., 2006). Por otra parte, en regiones de proyeccion
del LC, como el hipocampo o la amigdala, se observa una disminuciéon de la
densidad de los a2-AR (Flugge, 1999; Featherby and Lawrence, 2004), tras estrés
cronico, que constituye un elemento predisponente o desencadenante tanto de
cuadros de ansiedad como de abuso de sustancias. Esta regulacién a la baja de los
a2-AR tendria como consecuencia final un incremento de la sintesis y liberacion de
NA en las células noradrenérgicas del LC, debido a la reduccién de los mecanismos
reguladores sinapticos. En la misma linea, el sindrome de abstinencia a cocaina
provocado tras su administracion repetida, se acompafia de una desensibilizacidén
de los a2-AR postsinapticos (Baumann et al., 2004). Ademas, también se han
observado alteraciones de estos receptores en diferentes areas cerebrales tras la
administracién crénica de agonistas opiaceos p y K (Smith et al., 1983). Estas
observaciones sugieren la importancia del LC como posible interfaz neuroanatdomico
de los trastornos de ansiedad y el abuso de sustancias a través de su influencia
sobre regiones cerebrales implicadas en el procesamiento emocional, como la
amigdala, el hipocampo y la corteza prefrontal medial (mPFC), incrementando la
transmision noradrenérgica en estas areas en respuesta a estimulos aversivos
novedosos. Aun asi, todavia no esta claro si el LC juega un papel principal en
ambos trastornos, o por lo contrario las modificaciones que presenta son de
caracter compensatorio, en respuesta a alteraciones producidas en otras regiones

cerebrales (Charney and Drevets, 2002).
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2.2. La amigdala

Los trastornos de ansiedad y el abuso de drogas se caracterizan por la aparicion de
respuestas maladaptativas a estimulos emocionalmente significativos que producen
miedo o placer, y que podrian depender de una alteracion en su reconocimiento o
procesamiento o en la adscripcién correcta de significacion de los mismos. La
amigdala juega un papel muy importante en proporcionar significacion biolégica a
los estimulos, es decir, en otorgar a un estimulo sensorial el componente aversivo o
apetitivo (Quirk and Gehlert, 2003). Se trata de una estructura del sistema limbico
formada por diferentes subnucleos, que incluyen amigdala lateral (LA), basolateral
(BLA) y central (CeA). La amigdala participa en el procesamiento de la informacion
relacionada con el miedo y en el aprendizaje asociativo del miedo condicionado y

en la expresion de la emocion.

La amigdala se ha asociado con trastornos de ansiedad pero también parece estar
relacionada con el abuso de drogas. Ademéas de intervenir en el aprendizaje
asociativo de estimulos aversivos, la amigdala también es importante en la
asociacion de estimulos reforzadores o placenteros (Holland and Gallagher, 1999;
Everitt and Robbins, 2000). Asi, se ha visto que lesiones en la BLA afectan la
asociacion de estimulos o sefiales con el efecto recompensante de la droga,
disminuyendo la busqueda compulsiva de ésta (Meil and See, 1997; Simmons et al.,
2007). En humanos adictos a la cocaina, también se ha visto una sobreactivacion
de la amigdala cuando se les ha reexpuesto a sefiales relacionadas con la droga
(Childress et al., 1999; Bonson et al., 2002).

Una de las posibles hipétesis para explicar su participacién en la comorbilidad de
ansiedad y abuso de sustancias podria encontrarse en la fisiologia de esta
estructura. Es bien conocido que la actividad espontanea de la amigdala es una de
las mas reducidas del sistema nervioso central (SNC) (Pare and Collins, 2000), lo
que sugiere que en situacion basal esta altamente inhibida, como demuestra la
manipulacién farmacoldgica de circuitos GABAérgicos inhibitorios en la amigdala
(Royer et al., 1999). Asi, animales en los que se microinyectaron antagonistas
GABAaérgicos en la amigdala, exhibieron una conducta ansiosa (Shekhar et al.,

2003), poniendo de manifiesto la importancia de la desinhibicién de esta estructura
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en los trastornos de ansiedad. Por otra parte, se ha sugerido que la inhibicién de la
transmision inhibitoria en la BLA induce cambios neuroplasticos intra-amigdalinos
responsables del incremento de la conducta de miedo o ansiedad, de forma que la
amigdala se ha visto relacionada con la extincion y la consolidacién de memorias
asociativas, necesarias para una adecuada respuesta conductual. Asi, una
desinhibicion de la amigdala podria provocar una consolidacion exagerada de
memorias traumaticas (Southwick et al., 1999; Mcintyre et al., 2002) o podria
afectar a la extincion de éstas (Pitman, 1997; Gorman et al., 2000) con posteriores

consecuencias patolégicas.

Todo ello sugiere que las asociaciones emocionales formadas en la amigdala
pueden ser las responsables de la aparicion de conductas patoldgicas, tales como
la busqueda compulsiva de la droga o de la ansiedad persistente, si esta estructura

no se encuentra suficientemente inhibida (Quirk and Gehlert, 2003).

2.3. La corteza prefrontal (PFC)

Las regiones de la PFC, tales como la PFC dorsolateral (dIPFC) o su equivalente en
roedores, la mPFC, se supone que actdan junto con regiones "limbicas" de la PFC,
como el caso de la corteza orbitofrontal (OFC) para organizar la conducta derivada
de los estimulos externos o del contexto. Aunque estas subregiones de la PFC se
caracterizan por realizar funciones diferentes, su actuacion conjunta sugiere un
posible sustrato para la formacién de procesos maladaptativos responsables de la
mayoria de trastornos psiquiatricos o trastornos adictivos, asi como de la

comorbilidad entre éstos (Moghaddam and Homayoun, 2008).

Una de las caracteristicas de los trastornos adictivos y de los trastornos
psiquiatricos es que ambos conllevan cambios neuroplasticos en diferentes
regiones cerebrales (Wolf et al., 2003; Lewis and Gould, 2007; Varea et al., 2007),
entre las que se encuentra la corteza cerebral. La PFC juega un papel importante
en la regulacién de la conducta afectiva a través de su interaccion con la amigala
lateral, influyendo en el aprendizaje y la expresion conductual. Asi, las proyecciones
de la PFC hacia la BLA son responsables de suprimir la respuesta neuronal e

impedir el condicionamiento asociativo (asociacion entre estimulos condicionados
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(CS) e incondicionados (US); (Grace and Rosenkranz, 2002; Rosenkranz and
Grace, 2002; Rosenkranz et al., 2003).

Tanto los trastornos de ansiedad como el abuso de drogas se caracterizan por la
falta de extincion de memorias asociativas, o de forma mas especifica, por la
incapacidad de formar nuevas memorias asociativas (Quirk and Gehlert, 2003).
Numerosos estudios (Quirk and Gehlert, 2003; Likhtik et al., 2005) postulan que la
extincién es el resultado de la interacciéon entre la mPFC y la amigdala, resultando
en la formacién de nuevas memorias que inhiben la respuesta condicionada
original. Las memorias formadas de nuevo compiten con las originales, y este
proceso esta regulado por la mPFC (Rhodes and Killcross, 2004), asi como por el
sistema dopaminérgico mesolimbico (Grace and Rosenkranz, 2002). Por tanto,
incrementos de dopamina (DA) en la BLA (Figura 3) producirian la activacién de
receptores D2, encargados de potenciar la accion

de la corteza sensorial sobre Ila BLA, Coteza  Corteza
incrementando las respuestas condicionadas, y a e
la vez, la activacion de receptores D1 encargados
de atenuar la accién supresora de la mPFC sobre
estos inputs sensoriales (Rosenkranz and Grace,

2002), impidiendo de esta manera la extincién de

memorias originales. La falta de extincion de

salida BLA

memorias asociativas a través del sistema

. . T .. Figura 3. Modulacién dopaminérgica
mesolimbico o de una inhibicion deficiente de la  ge los output de la BLA. La DA

, maximiza la respuesta de la BLA
amigdala puede desencadenar en una respuesta  ,rovocada por los inputs sensoriales e

. . . impide la habilidad de la mPFC para
condicionada excesiva, produciendo estadoS  atenuar la respuesta. Obtenido de

patolégicos como trastornos de ansiedad o Grace etal, 2002
comportamientos relacionados con el abuso de drogas, como por ejemplo la
busqueda compulsiva de ésta (drug-seeking). Ademas, el abuso de drogas puede
provocar alteraciones en la transmision glutamatérgica de la mPFC, sobre el area
tegmental ventral (VTA) y el nicleo acimbens (NAc), provocando fendbmenos como

la sensibilizacién o las ansias de droga (craving) (Quirk and Gehlert, 2003).
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2.4. EI NAc

Existen otras estructuras cerebrales que tienen un papel importante en el desarrollo
de la adiccion y cuya participacion en trastornos de ansiedad ha sido recientemente
propuesta. Es el caso de la amigdala extendida, complejo que comprende la
corteza del NAc, el nucleo medial de la estria terminal (BNST) y la CeA, y que ha
sido sugerida como punto de integracién de la mayoria de funciones del circuito de

recompensa (Leshner and Koob, 1999).

El NAc se ha relacionado con diferentes funciones, aunque se caracteriza
principalmente por su implicacion en el sistema de recompensa. Se trata de un
grupo de neuronas del encéfalo, localizadas en el lugar donde el nucleo caudado y
la porcién anterior del putamen confluyen lateralmente dispuestos con respecto al
septum pellucidum. El NAc se puede dividir en dos estructuras, la zona central y la
corteza. Estas estructuras tienen diferente morfologia y funcion. EI NAc y el bulbo
olfatorio forman colectivamente la parte ventral del cuerpo estriado, que es parte de
los ganglios basales. Las neuronas eferentes del NAc proyectan sus axones hacia
sus analogas de la parte ventral del globo palido (palido ventral). Este a su vez
proyecta hacia el nucleo medio dorsal del nucleo dorsal del talamo, que proyecta
hacia la PFC. Entre otras eferencias del NAc se incluye las conexiones con la
substancia nigra y la formacion pontina reticular. Las principales aferencias del NAc
son las cortezas prefrontales asociativas, la amigdala y las neuronas
dopaminérgicas localizadas en la VTA, que se conecta a través de la via
mesolimbica. Asi pues se describe frecuentemente al NAc como parte del bucle
cortico-estriado-talamico-cortical. Multiples son las observaciones experimentales
que, mediante el empleo de la microdialisis cerebral, han permitido demostrar
respuestas conductuales de naturaleza motivacional, en relacibn con las
propiedades motivacionales de diversos estimulos. Asimismo, mediante la infusion
intracerebral de drogas se ha podido postular que las distintas subregiones del NAc,
estan involucradas en la adquisicion y expresion de conductas motivacionales. La
actividad dopaminérgica en el NAc esta relacionada con los efectos reforzadores de
estimulos naturales como la comida o el sexo. Asimismo se ha observado su
activacién con la administracion de drogas, y tiene una importante relevancia en

fendmenos relacionados con el abuso de éstas. La corteza del NAc esta
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relacionada con el procesamiento de aprendizajes asociativos y, por ende, la
adquisicién de conductas motivacionales asociadas a la subregion limbica de forma
que la adquisicion de conductas de motivacion se consolida en la corteza externa
del NAc y la expresion de éstas se determina en la porcion central de la misma, de
forma que ciertos autores han catalogado a esta subregién como una estructura
limbica interfaz entre la motivacion y la accion. De interés para nuestro trabajo, el
NAc también podria estar involucrado en trastornos de ansiedad, ya que se ha
observado un incremento de la liberacion de DA tras exposiciones a estimulos
aversivos (Ferrari et al.,, 2003), y concretamente se ha relacionado con la
adquisicién y la expresion de respuestas aversivas condicionadas (Schultz and
Dickinson, 2000; Schultz et al., 2003).

2.5. EI BNST

El BNST es una region que representa una extension de la CeA vy, por tanto,
integrada en lo que denominamos extensién amigdalina, que reune estructuras
importantes relacionadas con la consolidacién de fenémenos motivacionales. Las
regiones cerebrales encargadas de la expresiéon de las emociones pueden ser
activadas directamente a través del BNST en lugar de la CeA, por lo que se le
relaciona también con trastornos de ansiedad durante la exposicion a estimulos
sensoriales ambiguos o poco explicitos (Charney and Drevets, 2002). Su relacién
con abuso de sustancias deriva de observaciones de su activacion a través de
receptores [-adrenérgicos durante el sindrome de abstinencia a opiaceos,
secundaria al incremento de la liberacion de NA (Aston-Jones et al., 1999). Esta
activacion seria responsable de los estados de ansiedad propios de la abstinencia,
que por tanto pueden ser aliviados con el consumo de la droga (Gray, 1996;
Lejoyeux et al.,, 2000). Por otra parte, diversas observaciones experimentales
demuestran la capacidad de las sustancias adictivas de incrementar la
concentracion de DA en el BNST, alterando el procesamiento hedoénico y el
aprendizaje o la motivacion por los refuerzos naturales, pero incrementando a su
vez el aprendizaje y la motivacion por el efecto recompensante de la droga (Aston-
Jones and Harris, 2004). Ello sugiere que las drogas de abuso facilitarian el

aprendizaje asociativo, mediante la estimulacién del sistema dopaminérgico
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mesocorticolimbico, no solamente en el NAc, sino también en regiones que integran

la extension amigdalina.

2.6. El hipotalamo

Uno de los factores comunes implicados en los trastornos psiquiatricos y el abuso
de drogas es el papel que desempefa el estrés durante el desarrollo de la adiccidon
y la recaida a la droga. De hecho, se sabe que la exposicion al estrés incrementa la
vulnerabilidad a la adiccion de una droga (Sinha, 2001; Goeders, 2003; Anderson et
al., 2006) pero también desencadena los ataques de angustia propios del trastorno
de panico y es un elemento gatillo en los trastornos de ansiedad. Es por ello que el
hipotalamo podria jugar un papel importante en la comorbilidad, ya que su
activacion incrementa la presencia de la hormona de liberacién de corticotropina
(CRH), crucial en la respuesta al estrés e implicado en la fisiopatologia de la
ansiedad asi como también en trastornos adictivos (Weiss et al., 2001). La
activacion del hipotalamo tras estrés produce un incremento de la liberacion de
CRH, que a su vez potencia el sistema de recompensa dopaminérgico, e induce al
consumo de la droga (Piazza and Le Moal, 1998). Ademas el estrés produce una
sensacion de malestar y un incremento de la ansiedad (Sinha et al., 2003; Grillon et
al., 2007) responsables de la busqueda compulsiva de la droga en individuos
dependientes (Shalev et al., 2002; Aston-Jones and Harris, 2004). Los circuitos
cerebrales que controlan las respuestas al estrés también participan en las
manifestaciones motivacionales de la abstinencia a opiaceos. Asi, el sindrome de
abstinencia a opiaceos se relaciona con una elevacion importante en los niveles
extracelulares de CRH en areas del sistema mesolimbico y especialmente en la
amigdala (Cummings et al., 1983; Heinrichs et al., 1995; Koob, 1996). Esta
alteracion de la funcion del CRH limbico parece mediar los sintomas relacionados
con el estrés que acompafan al sindrome de abstinencia. Ademas, durante la
abstinencia a opiaceos, el CRH esta también incrementado en el eje hipotalamo-
hipofisario, dando lugar a una alteracion de éste que persiste incluso tras el
sindrome de abstinencia agudo (Kreek et al., 1984). Cambios similares de los
niveles extracelulares de CRH han sido descritos durante la abstinencia a otras

drogas de abuso como en el caso de los cannabinoides (Rodriguez de Fonseca et
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al., 1999; Hungund et al., 2002), el etanol (Koob, 1999) o los psicoestimulantes
(Richter and Weiss, 1999).

3. MECANISMOS CELULARES Y MOLECULARES IMPLICADOS EN LA
PATOLOGIA DUAL

Se ha propuesto que tanto los trastornos de ansiedad como el abuso de drogas se
producen debido a mecanismos celulares y moleculares comunes que subyacen al
aprendizaje y la memoria asociativa. Asi, tanto en los trastornos de ansiedad como
tras la administracion de drogas de abuso se producen cambios adaptativos a largo
plazo en el cerebro que no sélo contribuyen a la consolidaciéon del proceso adictivo
o de las memorias de miedo, sino que parecen participar en la mayor vulnerabilidad
a la recaida tras un periodo prolongado de abstinencia. Estos cambios han
comenzado a ser identificados en los Ultimos afios y se conocen toda una serie de
modificaciones neurobioldgicas persistentes, algunas de las cuales podrian explicar
la comorbilidad entre trastornos de ansiedad y abuso de sustancias. Una primera
hipotesis para explicar estos cambios a largo plazo se basa en los cambios
moleculares que se observan de una manera similar tanto en los procesos de
aprendizaje como durante el desarrollo de los fenbmenos adictivos y en los
trastornos de ansiedad (Ungless et al., 2001). En realidad, ambos tipos de procesos
son modulados por los mismos mecanismos neuroquimicos y comparten sistemas
de sefializacién intracelular.

Como hemos apuntado anteriormente, los cambios conductuales secundarios al
aprendizaje son consecuencia de alteraciones plasticas a nivel sinaptico, cuyos
mecanismos reciben el nombre de potenciacion a largo plazo (LTP) o depresion a
largo plazo (LTD) (Nestler, 2002). Ambos mecanismos incluyen la participacion de
dos importantes sistemas de neutransmisores, el glutamato y la DA, ampliamente
distribuidos en diferentes regiones corticales, del sistema limbico, y de los ganglios
basales y considerados clave en los procesos motivacionales, y en el aprendizaje y
la memoria. La actividad coordinada de ambos sistemas de neurotransmisores,
principalmente a través de receptores glutamatérgicos (AMPA y NMDA) vy
dopaminérgicos (D1 y D2), es necesaria para la induccién de sefiales intracelulares

responsables de la fosforilacion de proteinas y de la activacion de la expresion
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génica (Figura 4) y subsecuentemente de la sintesis de novo de proteinas
responsables de modificaciones sinapticas. Se trata de un complejo proceso en
cascada cuya consecuencia final es la remodelacion transitoria o persistente de la
red neuronal, con posibles consecuencias sobre la conducta (Kelley, 2004). En este
sentido, la activacion del factor de transcripcion, CREB (cAMP response element-
bindig, Figura 4), se ha relacionado con procesos de memoria y aprendizaje
(Bourtchuladze et al., 1994) y con la dependencia a opiaceos (Maldonado et al.,
1996; Nestler, 2004; Valverde et al., 2004). A pesar de estos mecanismos
neuroquimicos comunes, diferentes regiones cerebrales estan implicadas en ambos
tipos de procesos. Mientras el hipocampo es una estructura crucial para el
aprendizaje, el sistema mesolimbico representa el principal sustrato anatdémico de
los fenédmenos de refuerzo asociados al consumo de drogas. Sin embargo, existe
una convergencia sustancial entre los circuitos neuronales implicados en uno y otro
proceso. Asi, la actividad del sistema mesolimbico permite reforzar las memorias
codificadas en el hipocampo, en particular aquellas que tienen un contenido
emocional (Nestler, 2002, , 2004).

Estos mecanismos son los encargados de optimizar las respuestas de los
organismos para garantizar su supervivencia. Asi, aprender donde hay comida o
donde se encuentra un peligro, son procesos altamente adaptativos que permiten
modular el comportamiento en funcion de los requerimientos del entorno. En el caso
de las drogas de abuso o en los trastornos de ansiedad, estos cambios plasticos se
vuelven disfuncionales, y por consiguiente responsables de conductas

maladaptativas.
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Figura 4. Algunos de los eventos celulares involucrados en la regulacion de CREB. Los
neurotransmisores y las neurotrofinas actuan sobre los receptores de membrana (Ej.: TrkB, AMPA,
NMDA y receptores asociados a proteinas G), activando cascadas de sefializacion intracelulares que
culminan en la fosforilacion de CREB. La fosforilacion de CREB en los residuos de serina 133, activa la
trascripcion de genes. Las vias representadas en la figura, muestran de forma simplificada muchas de
las vias que se producen en la sefalizacion intracelular. Como ejemplo, podria esperarse que la
activacion de un receptor unido a una proteina Gi, redujera la fosforilacion de CREB a través de la
inhibicién del AC, sin embargo se ha observado que tales acontecimientos inducen la fosforilacién de
CREB en algunos tipos celulares, posiblemente a través de la activacion de cascadas de MAPK. Las
proteinas que se forman como consecuencia de la activacion de genes a través de CREB, se muestran
en color verde. La expresion de estos genes es exclusiva de un area cerebral especifica, de manera que
estos genes no tienen porque ser los mismos que en otras zonas. Las flechas negras significan la

activacion y las grises la inhibicion. Obtenido de Nestler et al., 2005

Estudios recientes han permitido un notable avance en el conocimiento del sustrato
biolégico responsable de los efectos reforzadores y aversivos de las drogas de
abuso, mostrando la existencia de mecanismos neuroquimicos, moleculares vy
neuroanatémicos comunes a la adiccion a distintos tipos de drogas. Cada uno de
los fenbmenos asociados al abuso de sustancias (ver mas abajo), posee su propio
perfil. Asi, la dependencia fisica a opiaceos se origina como consecuencia de una
serie de cambios adaptativos que se producen tanto a nivel del propio sistema
opioide enddgeno como sobre otros sistemas como el sistema noradrenérgico. Por
otra parte, la adiccién a las drogas se produce a través de la activacion del sistema
de recompensa cuya persistencia, incluyendo el riesgo de recaida tras largos
periodos de abstinencia, es consecuencia de la persistencia de memorias
asociativas en regiones cerebrales que reciben inervacion dopaminérgica (Frenois
et al.,, 2005; Robinson et al., 2005). El sistema mesolimbico ha sido identificado
como el sustrato neurobiolégico comun para los efectos reforzadores inducidos por
todas las drogas de abuso, que incrementan los niveles de DA en el NAc, cuya
fuente de DA es la VTA localizada en el mesencéfalo. Sin embargo, la DA no
solamente esta implicada en el refuerzo, como se creia inicialmente (Robinson et
al., 1993). De hecho, animales mutantes carentes de DA muestran respuestas
hedonicas pero no son capaces de utilizar la sensacién de placer como incentivo
para actuar en busca del estimulo compensatorio (Berridge and Robinson, 1998;
Robinson et al., 2005). Asi, aunque las propiedades reforzadores de las drogas

adictivas son importantes en la adquisicién de la conducta de autoadministracién de
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la droga, no son suficientes para el desarrollo de procesos tales como el consumo o
la busqueda compulsiva de ésta. Estas conductas tienen como objetivo evitar el
malestar y el estado de ansiedad provocado por el sindrome de abstinencia, por lo
que se cree que son propiciadas por el miedo a sufrir dicho sindrome (Mucha et al.,
1986; Koob et al., 1989; Koob, 1996). Sin embargo, recientemente ha aparecido
una teoria alternativa en la que el sindrome de abstinencia se considera analogo a
otros incentivos naturales. Es decir, tanto el sindrome de abstinencia como por
ejemplo, la sensacion de hambre, incrementan la busqueda y el consumo
compulsivo de la comida/droga tras un periodo de abstinencia, incrementando el
valor incentivo de la comida/droga y convirtiéndose asi en conductas predominantes
en el individuo (Hutcheson et al., 2001). En individuos adictos, el simple hecho de
recordar el sindrome de abstinencia, produce un incremento de la motivacién por el
consumo Yy la busqueda de la droga, que da lugar a la recaida. Estas memorias
pueden ser reactivadas mediante sefiales contextuales o en situaciones
relacionadas con el sindrome de abstinencia o la recaida (Childress et al., 1993), y
son moduladas por proyecciones dopaminérgicas de la VTA a la amigdala (Nader
and LeDoux, 1999). Es por ello, que la DA se relaciona con la reactivacién de
memorias asociadas a estimulos aversivos, incrementando la actividad
glutamatérgica de la BLA y incentivando finalmente la busqueda compulsiva del
estimulo recompensante (Frenois et al., 2005). Por otra parte, estudios recientes,
han demostrado que la porcion central del NAc esta relacionada con respuestas
conductuales de tipo instrumental. Estas implican el aprendizaje, la asociacion o la
contingencia entre el estimulo de reforzamiento y la respuesta conductual. Estudios
farmacolégicos han demostrado que la expresion de este tipo de aprendizaje es
alterado por antagonistas del receptor NMDA, como AP-5 (Rodriguez-Borrero et al.,
2006), cuya infusién local en la porcion central del NAc, altera la adquisicidon de este
tipo de aprendizaje, pero administrada en la region de la corteza del NAc, no
previene el desarrollo y la expresion de esta conducta motivacional . Por tanto,
diversos autores proponen que el aprendizaje de tipo instrumental en la porcién
central del NAc es alterado mediante la manipulacién del sistema glutamatérgico,

mediado por receptores NMDA.

Al igual que sucede en los trastornos adictivos, los trastornos de ansiedad son

consecuencia de la disregulacion de la respuesta del sistema del miedo, por lo que
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individuos con trastornos de ansiedad tienden al abuso de drogas con el fin de
paliar este estado emocional. Ademas, uno de los componentes principales que
posibilitan el mantenimiento del trastorno es la persistencia de memorias asociadas
a estimulos aversivos, Estas memorias asociativas se caracterizan por su
dependencia a procesos de plasticidad neuronal, importantes en el mantenimiento
de conductas aprendidas. En la mayor parte de los casos los procesos de
plasticidad sinaptica desembocan en modificaciones estructurales a nivel dendritico,
siendo las estructuras mas susceptibles de modificacién las espinas dendriticas.
Aunque todavia se conjetura la relacion entre estas alteraciones en la morfologia
dendritica y la conducta asociada, hay estudios que implican los factores
neurotréficos por su papel en el desarrollo del sistema nervioso, y por estar
implicados en la plasticidad sinaptica del sistema nervioso adulto, a través de su
funcion en el crecimiento, la supervivencia, y la diferenciacion neuronal (Nestler,
2001). La sintesis de estos factores neurotréficos viene regulada en diferentes
procesos por la actividad del factor de trascripcion CREB (Figura 5). Desde hace
afos se conoce la participacion de CREB en diferentes funciones fisioldgicas y
alteraciones en esta proteina se han relacionado con numerosos trastornos del
SNC (Tanis et al., 2008). Asi, CREB facilita el aprendizaje y la memoria en la PFC,
hipocampo y amigdala; y regula las conductas adictivas en el LC y NAc (Lonze and
Ginty, 2002; Carlezon et al., 2005). Por otra parte, recientemente se ha demostrado
que la expresiéon de Arc (activity-regulated cytoskeleton-associated protein), un gen
de expresion temprana (IEG, immediate early gene), implicado en plasticidad
sinaptica, modula el desarrollo de los sintomas de abstinencia al alcohol y la
tendencia a beber alcohol en animales de laboratorio, probablemente como
consecuencia de cambios en la microestrucura neuronal de la amigdala (Pandey et
al., 2008). De hecho, los efectos ansioliticos de la administracién aguda de alcohol
se asocian a un incremento de BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) y TrkB
(receptor de alta afinidad para BDNF) e incrementos de expresion de Arc mientras
que el efecto ansiogénico de la abstinencia, producen el efecto opuesto. Estos
cambios se acompafan de un incremento de la densidad de espinas dendriticas en
CeA y medial (MeA), pero no en la BLA de ratas, y afectan a la comunicacion
interneuronal, alterando el comportamiento del animal. En periodos de abstinencia,
los animales que han sido expuestos cronicamente al alcohol, muestran inrementos

de ansiedad, acompafados de una reduccion de los niveles de BDNF y Arc, asi
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como del numero de espinas dendriticas en la amigdala. La infusién de BDNF en
CeA normaliza estos parametros y protege frente a la ansiedad propia del sindrome
de abstinencia. Ello sugiere que la sefializaciéon a través de BDNF-Arc en la

amigdala podria ser un elmento clave en la comorbilidad entre ansiedad y abuso de

sustancias.
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4. FENOMENOLOGIA DE LA PATOLOGIA DUAL

Los diferentes procesos que participan en los fendbmenos adictivos son complejos
tanto desde un punto de vista neurobiolégico como comportamental y dan lugar a
toda una serie de manifestaciones que incluyen fenbmenos tales como la tolerancia,
dependencia, sensibilizacion y busqueda compulsiva o “craving”. Los fenédmenos de
tolerancia y la dependencia fisica corresponden a adaptaciones desarrolladas en
respuesta a una exposicion prolongada a determinadas drogas, pero no estan
directamente relacionadas con las propiedades adictivas. Existen distintos modelos
que permiten evaluar la tolerancia y la dependencia fisica en el animal de
experimentacion. La cuantificacion de las manifestaciones somaticas del sindrome
de abstinencia que aparece tras la interrupcion de la administracion repetida de la
droga permite determinar la severidad de la dependencia fisica. Dicho sindrome de
abstinencia aparece tan solo con determinadas drogas de abuso, como los
opiaceos, y es un proceso diferente de las manifestaciones motivacionales
negativas que aparecen tras la abstinencia a cualquier droga de abuso. La
tolerancia puede determinarse evaluando la disminucion de los efectos
farmacolégicos de una droga tras su administracién repetida (Rounsaville et al.,
1986). Una caracteristica comun de las diferentes drogas de abuso es su capacidad

para inducir un comportamiento de busqueda compulsiva “craving”, en el que
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predomina la expectativa del adicto hacia los efectos motivacionales positivos que
presenta la droga. Durante la administracion repetida de la droga puede observarse
el fendbmeno de sensibilizacion a determinadas acciones farmacolégicas que se
manifiestan en modelos experimentales por un incremento progresivo de los efectos

locomotores de la droga (Robinson and Berridge, 1993).

De interés en la patologia dual, la adiccién se caracteriza por un comportamiento
compulsivo de busqueda y consumo de ésta, que continua incluso bajo condiciones
adversas. Estas conductas compulsivas son la respuesta a memorias asociadas a
estimulos aversivos, tales como el miedo a la propia abstinencia. Probablemente,
por ello, las personas con trastornos de ansiedad son mas susceptibles al consumo
de drogas , ya que los trastornos de ansiedad tienen como base la existencia de
memorias permanentes frente a miedos irracionales, y cuya respuesta emocional
podria ser similar a la de la abstinencia (Vgontzas et al., 1995). Sin embargo, el
término de adiccién se considera diferente al de dependencia fisica, el cual se
refiere solamente a las adaptaciones del organismo frente al uso crénico de una
droga, como medida para compensar los efectos de ésta. El cese de la droga
provoca el sindrome de abstinencia, caracterizado por un malestar generalizado
(disforia). Este malestar es comparable al de un ataque de panico, por lo que la
sintomatologia de un trastorno de ansiedad, y mas especificamente, la de un
trastorno de panico seria parecida a la observada durante una abstinencia, y como
consecuencia el patron de activacion de regiones cerebrales implicadas en éstos,
seria el mismo (Petracca et al., 1991; McDougle et al.,, 1994). Otro fenbmeno
relacionado con el consumo de drogas es la tolerancia, definida como una
disminucién de los efectos de la droga después de consumir una dosis constante de
ésta. También se puede definir como la necesidad de una dosis mayor para obtener
los mismos efectos. Todos estos fenomenos son la expresion conductual de los
cambios moleculares y estructurales de diferentes regiones cerebrales, producidos

como consecuencia del consumo repetido de una droga.

Tanto la impulsividad como la busqueda de sensaciones son dos rasgos de
personalidad clasicamente asociados al consumo de sustancias. Aunque con una
base genética comun, se trata de dos rasgos diferenciados con distinta influencia en

el inicio y mantenimiento del consumo. En estudios con gemelos, estos rasgos de
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personalidad han evidenciado su heredabilidad. Estos rasgos junto con las
conductas externalizadoras (desordenes de conducta y personalidad antisocial) son
fenotipos intermedios ligados a polimorfismos en el gen DRD2, DRD4, SLC6A3
(transportador de DA) (Congdon et al., 2008) y MAOA ( Monoamine oxidase A ,
Huang et al., 2004). Por otra parte, los estudios de ligamiento en el promotor del
gen del trasportador de serotonina (HTTLPR) junto con estudios de neuroimagen
indican una profunda interaccién genes-ambiente de tal forma que los alelos cortos
(S) contribuyen significantemente al riesgo a la dependencia severa al alcohol, la
conducta antisocial y tentativas de suicidio (Preuss et al., 2000). En este caso el
consumo de drogas puede ser dependiente de la exposicion al estrés y a cambios

en la respuesta emocional en la amigdala.

4.1. Sistema opioide y ansiedad

El consumo de drogas como recurso para paliar estados de ansiedad, es una
practica habitual en la sociedad actual. De entre todas las drogas los opiaceos son
considerados entre los mas adictivos. Los opiaceos son principios activos de la
planta del opio, y de entre los mas conocidos encontramos la morfina. La morfina
puede simular los efectos de las endorfinas (morfina endégena) actuando sobre
receptores del sistema opioide enddégeno (Figura 6), preferentemente sobre los

receptores mu (u). Existen tres tipos de
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Figura 6. Funciones de los receptores opioides.

Obtenido de Brigitte L. Kieffer., 2002 (DOR) requieren, en la mayoria de los
casos, de la accion conjunta de los receptores MOR y KOR para producir analgesia,
sin ninguna otra funcion conocida (Kieffer and Gaveriaux-Ruff, 2002). La accion de
opioides exodgenos (morfina) sobre estos receptores, puede dar lugar a la

internalizaciéon de éstos, o a modificaciones post-translacionales o biosintéticas. De
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hecho, la administracién crénica de morfina disminuye los niveles de MOR en
algunas regiones cerebrales (Bernstein and Welch, 1998), con lo que podrian estar
modulando respuestas a estimulos aversivos, influyendo en el desarrollo de
trastornos de ansiedad (Kudryavtseva et al., 2004). Otros elementos comunes a los
trastornos de ansiedad y el sistema opioide son un incremento de la activacion del
LC (ver apartado 2.1.).

5. GENES CANDIDATOS PARA EXPLICAR LA PATOLOGIA DUAL

Se piensa que los procesos neurobioldgicos que subyacen a la adiccion, la
recompensa, las funciones cognitivas ejecutivas, el estrés o la ansiedad se solapan
sustancialmente con aquellos procesos que estan implicados en desérdenes
psiquiatricos, y por ello se supone que existen en comun factores genéticos. Ambas
enfermedades se heredan como enfermedades complejas, sin un patrén obvio de
trasmision Mendeliana, es decir son poligénicas, apareciendo la vulnerabilidad por
el impacto funcional simultaneo de variantes alélicas en diferentes genes (Uhl et al.,
2008). Existen varias familias de genes que podrian explicar la comorbilidad entre
los trastornos de ansiedad y el abuso de drogas. Los estudios realizados en
animales de experimentacion con drogas de abuso proponen varios genes
candidatos de susceptibilidad tales como BDNF, el receptor de serotonina 5HT1B,
el receptor GABAA, el neuropéptido Y (NPY), el receptor D2, AfosB (FBJ murine
osteosarcoma viral oncogene homolog B), CREB, GAD1 (glutamato descarboxilasa
tipo 1), COMT (catechol-O-methyl transferase) y varios receptores de glutamato.
También procedente de estudios animales se han identificado ciertos genes
importantes en enfermedades psiquiatricas, como por ejemplo el gen de la
neuregulina 1 o de su receptor ErbB4 (Epidermal growth factor receptor type 4,
Talmage, 2008), y varios de los mencionados para los trastornos de abuso de
sustancias, como potenciales candidatos en la patologia psiquiatrica (ltoh et al.,
2004; Zai et al., 2005; Smith et al., 2008; Yao et al., 2008). En los ultimos afios, el
uso de fenotipos intermedios y/o endofenotipos (rasgos biolégicos medibles vy
heredables que estan asociados con fenotipos conductuales) como marcadores
biolégicos intermedios, ha permitido incrementar el poder de los estudios de
asociacion genética para las enfermedades psiquiatricas poligénicas. En este

sentido y como ejemplo, la asociacion del haplotipo SLC6A4 (gen del transportador
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de serotonina), presentaba muy modesto efecto de asociaciéon con la personalidad
ansiosa o las conductas de miedo (Shaikh et al., 2008), pero la utilizacién de la
respuesta funcional de la amigdala a un estimulo de miedo mediante fMRI, como
endofenotipo para la ansiedad o la conducta de miedo, incrementé la correlacion en
mas de diez veces (Hariri and Weinberger, 2003). Por otra parte, los polimorfismos
en el gen COMT alelo Val158 esta asociado a impulsividad y vulnerabilidad a la
adiccién (Mattay et al., 2003). Sin embargo, el alelo Met158 es mas comun en la
poblacién adicta en la cual la ansiedad es la causa predisponente (Kunugi et al.,
1997).

En esta Tesis Doctoral hemos centrado nuestro esfuerzo en determinar el posible
papel de un sistema de factores neurotréficos, el sistema NT-3 (neurotrofina 3)/TrkC
(receptor de alta afinidad para NT-3, Lamballe et al., 1991; McGregor et al., 1994) y
de alteraciones en la funcionalidad del sistema colinérgico a través de cambios en
un cluster de nAChRs, recientemente relacionado con la dependencia nicotinica,
como potenciales candidatos para explicar la patologia dual. Ademas, ambas
familias de genes podrian verse alterados por factores predisponentes a la

patologia dual, tales como el estrés cronico, o una situacion traumatica.

Ademas de su papel en los mecanismos de adaptacion, estos factores neurotroficos
son de mayor relevancia durante el neurodesarrollo, ya que durante esta etapa los
cambios en plasticidad sinaptica son mucho mas abundantes. Asi, los factores
neurotréficos jugarian un papel dual a/ en el desarrollo, en la creacién de un
“cerebro ansioso” y por lo tanto susceptible a la adiccion a las drogas, y b/ en la
neuroadaptacién que subyace tanto a las alteraciones de la extincién en los
trastornos de ansiedad como en las subyacentes a la adaptacion neuronal que
define la adiccion a drogas y las coductas asociadas. Por otra parte las alteraciones
producidas en los sistemas de neurotransmision, se considerarian como parte del
componente funcional de la patologia dual. Asi, genes implicados en la formacién
de canales ionicos, responsables de la liberacién de neurotransmisores, tales como
nAChRs, serian candidatos, junto con los factores neurotréficos, para explicar la
patologia dual. En esta introduccién nos centramos en las evidencias relacionadas

con estos aspectos.
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5.1. HIPOTESIS NEUROTROFICA: Neurotrofinas y sus receptores

A la vista de los datos presentados en los apartados anteriores, en los que
claramente existe un porcentaje alto de la poblacion psiquiatrica con patologia dual,
que ademas aparece un cierto grado de correspondencia de genes entre la adiccidon
y los trastornos de ansiedad y que en ambos tipos de enfermedades los pacientes
no son capaces de reconocer su enfermedad, es de gran interés estudiar posibles

genes con los rasgos fundamentales de ambas patologias.

Una de las familias de genes candidatos para explicar la formacion de este “cerebro
ansioso” serian las neurotrofinas, tanto por su funcién durante el neurodesarrollo
como por su papel en en la neuroplasticidad en el adulto. Los factores neurotréficos
constituyen una familia de proteinas que se expresan durante el neurodesarrollo
pero la actividad neuronal también tiene un importante efecto sobre los niveles de
expresion de neurotrofinas, por lo que se consideran cruciales en la plasticidad
sinaptica (Wang and Poo, 1997). Estas proteinas actian a través de su unién con
dos clases de receptores transmembrana diferentes (los receptores tirosina
quinasas Trk y el receptor p75), responsables de la activacion de cascadas de
sefalizacion intracelular, importantes en muchos de los aspectos de la funcién y la
supervivencia neuronal. El equilibrio de niveles de expresion de neurotrofinas y sus
receptores determinan el balance entre la supervivencia y la apoptosis celular
durante el neurodesarrollo, por lo que alteraciones en sus niveles durante esta
etapa podrian tener consecuencias estructurales en el SNC adulto. Ademas, las
neurotrofinas y sus receptores también juegan un papel importante en el SNC
adulto, en la supervivencia neuronal, en el mantenimiento del fenotipo neuronal
regulando las conexiones sinapticas, en la plasticidad sinaptica dependiente de
actividad, y en la neurotransmision. Su implicacion en la plasticidad neuronal, puede
mediar cambios en las conexiones sinapticas asociadas a memoria y aprendizaje
en situacion fisiolégica y en patologias relacionadas con la interpretacion
distorsionada de sefiales ambientales, como el trastorno de ansiedad o panico, que
conllevan la alteracién de los procesos de plasticidad neuronal. Por todo ello, se ha
propuesto que alteraciones en los niveles de estas proteinas podrian ser factores
etiopatogénicos relacionadas con trastornos neuropsiquiatricos y abuso de
sustancias (Chao et al., 2006).
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En este sentido, la BDNF se ha visto implicada en memoria y aprendizaje,
depresion, estrés y adiccién a drogas (Pandey et al., 2006) y GDNF se ha visto
implicado en respuestas conductuales derivadas de la administracion crénica de
morfina, modificando los niveles de DA (Airavaara et al., 2007). BDNF junto con NT-
3 juegan un papel importante en la regulacién de la funcién noradrenérgica del LC
en respuesta a opiaceos (Akbarian et al., 2001; Hatami et al., 2007). En concreto
NT-3 se ha relacionado con la supervivencia y trofismo de neuronas
noradrenérgicas en el adulto (Brodski et al., 2000), pero su efecto en el
neurodesarrollo es menos conocido (Hapner et al., 2006). En el SNC, el receptor
de alta afinidad para la NT-3, TrkC, se expresa abundantemente en corteza
cerebral, hipocampo, talamo e hipotalamo y el LC (Merlio et al., 1992). Nuestros
resultados previos, en ratones con sobrexpresion de la isoforma salvaje de TrkC
sugieren que cambios en los niveles de expresion de éste modulan el desarrollo y la
funcionalidad de determinadas areas cerebrales (Dierssen et al.,, 2006) vy
demuestran un fenotipo ansioso y una mayor reaccion de panico en el ratébn con
sobrexpresion de TrkC. Sin embargo, experimentos preliminares de nuestro
laboratorio sugieren que la sobrexpresion de TrkC podria ejercer también un efecto
trofico en otras areas cerebrales como el hipocampo y la corteza cerebral (Sahun et
al., 2007).

5.1.1. Neurotrofinas en el LC

La relacién causal y/o mecanistica entre neurotrofinas y malfuncién del sistema
nervioso en los trastornos de ansiedad podria concretarse en determinadas
estructuras del circuito del miedo, o podria derivar de una afectacién mas general
en procesos celulares subyacentes a la neurplasticidad. Una de las estructuras que

podrian ser clave para explicar esta interaccion es el LC.

Como ya se ha comentado anteriormente, alteraciones en la actividad de este
nucleo se relacionan con trastornos psiquiatricos, por su papel sobre procesos
cognitivos y afectivos. La activacion del LC produce un incremento de la liberacion
de NA en muchas regiones cerebrales, tales como la amigdala, el hipotalamo y el
propio LC encargadas de la expresion de emociones como el miedo o la ansiedad

(Tanaka et al., 2000) y también de los signos de la abstinencia a la morfina (Van
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Bockstaele et al., 2001; Holmes and Picciotto, 2006).  Asi, el LC se ha visto
implicado en los aspectos fisicos de la adicciébn a opiaceos, es decir, en la
dependencia fisica y en el sindrome de abstinencia (Rasmussen et al., 1990; lvanov
and Aston-Jones, 2001), pero también en los ataques de panico (Priolo et al., 1991;
Gorman et al., 2000; Protopopescu et al., 2006) y en otros trastornos de ansiedad
(Bremner et al., 1996; Tanaka et al., 2000) por lo que muy posiblemente sea una

regiéon clave en la comorbilidad de ambos procesos.

Aunque tras un consumo agudo de opiaceos, se produce una disminucion de la
actividad del LC, después de un consumo crénico, y en condiciones de abstinencia,
se produce un incremento de la actividad de éste nucleo como respuesta
homeostatica o compensatoria. En el caso de los trastornos de ansiedad, y mas
concretamente durante un ataque de panico, se observa un incremento de la
actividad de este nucleo a través de la activacion de la CeA (Gorman et al., 2000)
donde se produce una desinhibicion de neuronas GABAérgicas. Esta desinhibicion
GABAérgica en la amigdala es responsable del incremento de la actividad del LC
directamente o a través de la desinhibicion de nucleos como el hipotalamo o la
sustancia gris periacueductal (PAG), los cuales proyectan hacia el LC (Aston-Jones
et al., 1991). Por otro lado, un incremento de la actividad noradrenérgica en la BLA
es responsable de una mayor eficiencia en la adquisicion de memorias asociativas
incrementando asi la respuesta amigdalina después de una reexposicion al
estimulo aversivo (Przybyslawski et al., 1999). Ello explicaria la eficacia de los
inhibidores de la recaptacion de serotonina para paliar los sintomas de un ataque
de panico, ya que éstos incrementan los niveles de serotonina, responsables de
bloquear la liberacién de NA a través de la inhibicion del LC, el hipotalamo, y la
amigdala, en este ultimo caso, a través de inhibir las aferencias excitatorias
talamicas y de la corteza sensorial hacia la LA (Gorman et al., 2000; Kawahara et
al., 2007).

En el caso del abuso de opiaceos, éstos actian sobre los receptores opioides del
LC produciendo la activacion de canales de potasio a través de las proteinas Go, y
disminuyendo la actividad AC a través de Gi. La consiguiente disminucién de los
niveles de cAMP y de la fosforilacion de proteinas quinasas A (PKA) serian

responsables de la activacion de los canales catidnicos no especificos, y de genes
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implicados en los cambios producidos a largo plazo, asociados a la adiccion.
Cuando el consumo de opiaceos se cronifica, las neuronas del LC desarrollan
tolerancia farmacodinamica al efecto inhibitorio agudo, retornando la actividad
neuronal, a los niveles anteriores al consumo cronico. El cese de éste produce un
incremento de la actividad del LC superior a la del pre-tratamiento con opiaceos que
se ha relacionado con conductas asociadas al sindrome de abstinencia
(Rasmussen et al.,, 1990; Maldonado, 1997), y depende de la activacion
glutamatérgica de neuronas del LC, mediada por un incremento del cAMP de
neuronas sensoriales primarias (Tokuyama et al.,, 1998) como consecuencia del
incremento de dos subunidades de AC (tipo | y VIII). El incremento de la subunidad
VIII parece estar regulado por la activacion o fosforilacion de CREB, mientras que el
incremento de la subunidad | y de las subunidades de la PKA parecen estar

regulados por mecanismos diferentes (Figura 7). Estos fenbmenos, junto con el

Mo " incremento de la expresion de diferentes

--:‘._ ;c! r"i“_ '_ ;-’ff'i-'--_-h.;f-_ genes como la tirosina hidroxilasa (TH), el
‘[_- T 9‘ 30 / enzima limitante de la sintesis de
. :_:'-:; catecolaminas, y/o factores neurotréficos

encargados de modificaciones estructurales,
& el . serian responsables de compensar el efecto
! inhibitorio producido por la accion aguda de
- los opiaceos, pero a la vez, de contribuir a la

: ,,...., i dependencia fisica, incluyendo el sindrome
!&)J“ e de abstinencia una vez se produce el cese
repentino de la droga. De hecho, las
neurotrofinas BDNF y NT-3 son esenciales

Figura 7. Accion de los opioides en el
Locus coeruleus. Las flechas hacia  en las adaptaciones que se producen en el

arriba resumen el efecto de la morfina
cronica. Adaptado de Nestler et al., 1997 sistema noradrenérgico tras un consumo
cronico de opiaceos (Figura 8), ya que
BDNF incrementa la actividad de la via del cAMP, la sintesis de TH, y restaura la
actividad neuronal (Akbarian et al., 2002), y NT-3 incrementa la sintesis de TH,
alterando a su vez la actividad eléctrica del LC (Akbarian et al., 2001). Sin embargo
BDNF y NT-3 no se expresan en el LC, por lo que su participacién en las
adaptaciones producidas por el consumo cronico de opiaceos, viene dada por la

liberacién de estas neurotrofinas desde neuronas no noradrenérgicas, y su unién a
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los receptores TrkB y TrkC en el LC, donde su expresién es abundante (King et al.,
1999).

Es por todo ello que los factores neurotroéficos y/o sus receptores, podrian ser genes
candidatos a la comorbilidad entre ambos trastornos. Asi una disregulacion de éstos
podria alterar el circuito del miedo a través de cambios plasticos permanentes, y a
la vez podria afectar a la respuesta adaptativa del LC frente al consumo de

opiaceos.

Figura 8. Papel de las neurotrofinas en las
adaptaciones del LC inducidas por el
consumo crénico de opiaceos. BNDF y NT-3
son liberados por neuronas no noradrenérgicas
activando los receptores TrkB y TrkC.
Obtenido de Akbarian et al., 2002
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5.2. HIPOTESIS FUNCIONAL: Sistema Nicotinico Colinérgico

Tanto en los trastornos de ansiedad como en los trastornos adictivos las
alteraciones en los niveles y/o la funcionalidad de algunos sistemas de
neurotransmision son observacién comun. Asi pues, la comorbilidad de ambas
enfermedades podria residir en la manifestacion de una disregulacién de diversas
vias funcionales comunes. El circuito cerebral responsable tanto de conductas de
miedo o ansiedad como adictivas, se encuentra regulado por una amplia variedad
de neurotransmisores, que incluyen los neuropéptidos transmisores CRH, sustancia
P y NPY, los transmisores monoaminérgicos NA, SHT y DA y los transmisores
aminoacidicos GABA y glutamato. Como se ha comentado anteriormente, bajo
situaciones de estrés o durante el sindrome de abstinencia se observan
incrementos en los niveles de NA en regiones cerebrales como la amigdala, el LC,
el tdlamo, el hipotdlamo y los ganglios basales, mientras que incrementos en la
liberacibn de GABA se han relacionado con efectos ansioliticos (Shekhar, 2003).

Por otra parte se han observado incrementos de DA en el NAc tras un consumo de
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drogas (Ferrari et al., 2003), aunque el incremento dopaminérgico no es exclusivo
de estimulos placenteros, sino que se ha observado también frente a estimulos
aversivos (Adinoff, 2004). Un ejemplo, es el caso del miedo condicionado, durante
el cual se observan alteraciones dopaminérgicas en el NAc y regiones cerebrales
relacionadas con éste, como la VTA y la PFC. A diferencia de la nicotina, el miedo
condicionado no implica una recompensa, sino que incluye aspectos de memoria y
aprendizaje. No obstante, los mecanismos que subyacen a la recompensa-adiccion
contienen parte de memoria y aprendizaje, y parte del aprendizaje se produce como

consecuencia de recompensas.

Un buen candidato a alterar la funcion de los circuitos cerebrales del miedo pero
también los niveles de neurotransmisores y sus funciones, es la nicotina. Su
capacidad de influir en multiples funciones viene dada por la presencia de nAChRs
en todo el SNC, incluso en neuronas no colinérgicas. La activacién de estos
receptores, incrementa la liberacion de neurotransmisores, modifica la excitabilidad
neuronal, e influye en la plasticidad sinaptica. Asi pues, estos receptores ejercen un
papel sobre el sistema de recompensa, el aprendizaje, y la cognicion, proponiendo
a los nAChRs como genes candidatos al desarrollo de enfermedades, tales como
trastornos de ansiedad o abuso de sustancias. Los nAChRs forman parte de una
super-familia de receptores de canales idnicos, que comprenden una amplia
variedad de subtipos (Figura 9), formados por combinaciones de 5 subunidades
(aB), dando lugar a heterémeros (a2—06 y 2—p4) o homoémeros (a7—a10). Aunque
cada subunidad presenta caracteristicas funcionales y farmacoldgicas diferentes,
todas presentan los mismos estados funcionales frente a agonistas. La diversidad
de los nAChRs y su localizaciéon tanto pre-sinaptica como post-sinaptica, somal,
dendritica o axonal, contribuyen a la amplia variedad de funciones que ejercen en el
SNC.

Homomeric
Neuronal AChRs

Heteromeric Neuronal AChRs
Subunits: a7-c.10 Subunits: a2-u6. p2-f4
{(a7)s5

(cd)aip2)3 (1) 5(pB2)a05 (ad)a(B2)2

Major Brain
Subtype With High
Affinity for Nicotine

Likely
Variants

Major Subtype With
High Affinity for uBgt

Figura 9. nAChRs del SNC. Imagen adaptada de http://www.med.upenn.edu/nscience.html
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5.2.1. Nicotina y ansiedad

El consumo abusivo de tabaco es un habito muy frecuente entre personas con
trastornos de ansiedad, stress, depresion, etc. De hecho, el 60% de personas que
consumen tabaco presentan algun tipo de trastorno afectivo, lo que sugiere que la
nicotina puede actuar mejorando los sintomas tanto de la ansiedad como de la
depresion (Williams and Ziedonis, 2004). Fumar se considera un factor de riesgo
para la apariciébn de ataques de panico, y ademas también se ha observado que
individuos con trastornos de panico consumen una cantidad elevada de tabaco
(Pohl et al., 1992; Amering et al., 1999). Ademas, el consumo exagerado de nicotina
en adolescentes se ha asociado con un alto riesgo de padecer trastornos de panico,
trastornos de ansiedad generalizada, y agorafobia (Johnson et al., 2000). Sin
embargo, la nicotina es también una sustancia adictiva, que incrementa la liberacién
de DA desde proyecciones mesolimbicas hacia el NAc, iniciando de esta manera
conductas asociadas a la recompensa. Esta comorbilidad se caracteriza por
alteraciones en los niveles de neurotransmisores, atribuibles a la activacion de
nAChRs (Leonard and Bertrand, 2001).

Es observacion frecuente que los fumadores se refieran a una disminucion de los
sintomas de ansiedad mediante el consumo de tabaco. Sin embargo, el uso crénico
de nicotina en estudios con animales se ha relacionado con un incremento de la
ansiedad (Irvine et al., 2001), aunque estudios con animales y humanos sugieren
que en ciertas condiciones, la nicotina administrada de forma aguda actia como un
ansiolitico o un antidepresivo, pero tras el uso cronico, siempre se observa un
incremento de la ansiedad (Picciotto et al., 2002). En este sentido se ha postulado
que el incremento de la ansiedad y el estrés en fumadores es debido al uso crénico
de la nicotina y no a la abstinencia de ésta, y que interacciones serotoninérgicas
con la nicotina son las responsables de estos efectos (Irvine et al., 2001; Picciotto et
al., 2002). Los estudios realizados en ratones con mutaciones en nAChRs, sugieren
una conexion entre estos receptores y los trastornos de ansiedad, de forma que
ratones con mutaciones en la subunidad a4 presentan un incremento de la
ansiedad (Ross et al., 2000) mientras que mutaciones en las subunidades a7
(Paylor et al., 1998), B3 (Booker et al., 2007) o 34 (Salas et al., 2003a) producen
una disminucion de ésta.
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5.2.2. El papel de la nicotina en el sistema de recompensa y el aprendizaje
condicionado

La nicotina ejerce una fuerte influencia sobre los niveles de neurotransmisores en
diferentes regiones cerebrales, entre las que se encuentran el NAc (Sziraki et al.,
2002), la VTA (Sziraki et al., 2002) y la amigdala (Shearman et al., 2005), areas
asociadas al sistema de recompensa y al aprendizaje. De hecho,el sistema
colinérgico juega un papel muy importante en el sistema de recompensa y el
aprendizaje, dos procesos interconectados, pero dependientes de mecanismos
neuroquimicos diferentes (Lajtha, 2007). La nicotina podria influir en ambos
procesos a través de su accion sobre la VTA, liberando DA, directamente a través
de nAChRs somatodendriticos (principalmente a4B2) que enseguida se
desensibilizan (Pidoplichko et al.,, 1997), o indirectamente mediante Ia
desensibilizacion de neuronas GABAérgicas de la VTA o estimulando los receptores
de glutamato de esta regidén (Schilstrom et al., 1998). La estimulacion de los
receptores de glutamato se produce mediante la activacion de nAChRs pre-
sinapticos a7 situados en aferencias glutamatérgicas de la VTA (Dajas-Bailador and
Wonnacott, 2004), provocando cambios plasticos similares a los observados en
otras regiones cerebrales, como por ejemplo en la amigdala durante el aprendizaje
y la memoria asociativa. De hecho, el aprendizaje y la memoria asociada a
estimulos aversivos se encuentran regulados por proyecciones colinérgicas que
recibe la BLA desde el nucleo basal magnocelular (Power and McGaugh, 2002).
Ademas, se sabe que la activacién de la BLA esta modulada por nAChRs que
contienen las subunidades a3p4 (Figura 10), localizados en las interneuronas
GABAérgicas de la BLA (Zhu et al., 2005), sugiriendo que alteraciones en los
niveles de estos receptores podrian afectar a la memoria asociada al miedo y por

consiguiente participar en trastornos de ansiedad.
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L ; contienen receptores a3B4 incrementa la inhibicion de las neuronas
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5.2.3. nAChRs y trastornos neuropsiquiatricos

Los nAChRs, ademas de influir en trastornos de ansiedad, participan en otros
trastornos psiquiatricos. Estas enfermedades se clasifican en dos categorias: una,
en que la funcionalidad de los NAChRs esta alterada, como el caso de la epilepsia
(ADNFLE; Autosomal dominant nocturnal frontal lobe epilepsy), y otra en que los
niveles de los nAChRs estan disminuidos, como la enfermedad de Alzheimer, la
esquizofrenia, o la enfermedad de Parkinson. Entre estas enfermedades, la
epilepsia es la que parece tener una mayor comorbilidad con los trastornos de
ansiedad, ya que la prevalencia de sintomas de ansiedad en pacientes con
epilepsia es mayor que en el resto de la poblacién, siendo el ataque de panico el
trastorno de ansiedad con mayor probabilidad de suceder como consecuencia de
ataques epilépticos (Beyenburg et al., 2005). De hecho, se ha propuesto la
existencia de un mecanismo fisiopatolégico comun, siendo la amigdala la estructura
mas importante encargada de la aparicibn de sintomas de ansiedad y de la
activacion de focos epilépticos en regiones del sistema limbico, en la corteza
cingulada, en la OFC y en el I6bulo temporal epiléptico (Biraben et al., 2001).
También se ha observado que la participacion de receptores GABAA y de
neurotransmisores como DA, NA y 5HT, tanto en los trastornos de ansiedad como
en los ataques epilépticos, siguen un patrén funcional parecido (Beyenburg et al.,
2001; Lydiard, 2003; Nemeroff, 2003). Asi pues, la influencia de la nicotina sobre la
excitabilidad neuronal se produciria principalmente a través del sistema
GABAérgico, siendo estos efectos consecuencia de la desinhibicién del sistema
excitatorio mediada por la actividad de nAChRs. Sin embargo, muchos son los
subtipos de nAChRs involucrados en este fenbmeno. Los mas abundantes en el
cerebro son los formados por subunidades a4p2 y lo formados por subunidades a7
(Buisson and Bertrand, 2002). La activacion de los receptores a7 produce un
incremento de la liberacién de glutamato en terminales sinapticos (Damaj et al.,
1999), dando lugar a la aparicibn de convulsiones. Aunque estos receptores
también se encuentran en el soma y terminales nerviosos de interneuronas
GABAérgicas del hipocampo (Alkondon and Albuquerque, 2001), se postula que su
activacion induce una actividad sincronizada de estas neuronas, sincronizando a su
vez, la actividad de neuronas piramidales del hipocampo y produciendo asi ataques
epilépticos (Dobelis et al., 2003). Sin embargo, la nicotina puede provocar

convulsiones a través de la activacion de otros subtipos de receptores como los
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formados por a4p2 (Figura 11), cuya desensibilizacion en neuronas GABAérgicas,

incrementa la liberaciéon de glutamato por desinhibicién (Dobelis et al., 2003).

Incremento de la

Desensibilizacion o bloqueo de Disminucion de la liberacion de
receptores a4f2* en - -

terminales GABA liberacion de GABA NMDA a través de
Agonsitas y / la desinhibicion

antagonistas

— X Activacion de los receptores - Incremento de la
a7* en terminales NMDA liberacion de NMDA

Dosis bajas

*‘ de MLA /‘

Activacion de los receptores Sincronizacion del sistema
a7* en neuronas GABA glutamatérgico

Figura 11. Esquema del circuito neuronal regulado por AChRs, encargado de ataques epilépticos.
La activacién de diferentes subtipos neuronales produce convulsiones a través de diferentes vias.
Adaptado de Dobelis et al., 2003

5.2.4. Cluster genémico candidato a la comorbilidad entre trastornos
adictivos, ansiedad y epilepsia

Las subunidades a5, B4 y a3 se encuentra localizadas en un mismo cluster
gendmico (Boulter et al., 1990; Duga et al., 2001), compartiendo elementos
reguladores de la expresion (McDonough and Deneris, 1997; Francis and Deneris,
2002; Xu et al., 2006) y con capacidad de formar canales funcionales entre ellos
(Ramirez-Latorre et al., 1996). Estas subunidades se encuentran co-expresadas en
muchas regiones cerebrales, con un patron de expresion similar aunque no idéntico
(Boulter et al., 1990). Las tres subunidades se caracterizan por estar implicadas en
la conducta y la expresion fisiolégica de la ansiedad en ratones (Salas et al.,
2003a), y por participar en el efecto convulsionante de la nicotina asi como en la
actividad locomotora, de manera que la falta de estas subunidades produce una
disminucién de la sensibilidad a los efectos convulsionantes de la nicotina, e
hipolocomocion (Salas et al., 2003b; Salas et al., 2003a; Salas et al., 2004b; Salas
et al., 2004a). Ademas las subunidades 34 y a3 también se han relacionando con
memorias asociadas al miedo (Zhu et al., 2005). Sin embargo, de entre las tres
subunidades, es la B4 la que se ha relacionado con los signos de la abstinencia a la
nicotina en ratones (Salas et al., 2004a), aunque en humanos ésta se presente de
forma emocional (anhedonia y disfunciones afectivas) en vez de presentarse a

través de una respuesta somatica (Shiffman et al., 2006). Todo ello, hace de este
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cluster gendmico un buen candidato para explicar la comorbilidad entre los
trastornos de ansiedad y los adictivos, asi como también la epilepsia, y mas
concretamente la ADNFLE (Bonati et al., 2000).
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1. HIPOTESIS

La comorbilidad entre trastornos de ansiedad y de abuso de sustancias es un hecho
bien establecido y que tiene importantes implicaciones clinicas, terapéuticas y
pronosticas. Si bien los mecanismos patogenéticos de cada uno de estos trastornos
por separado se conocen relativamente bien, el mecanismo que subyace a la
comorbilidad no esta bien delimitado. Se ha propuesto la existencia de factores
genéticos, neurobiologicos y/o ambientales comunes a ambos trastornos, pero
todavia no esta claro qué genes podrian estar implicados o ser predisponenentes a
esta comorbilidad. Nosotros proponemos que los factores genéticos de
susceptibilidad para la patologia dual deberian modular componentes de desarrollo,
y componentes funcionales, que estan implicados en la coexistencia entre ambos
trastornos. Por esta razén el trabajo, se centra en genes de dos familias: el receptor
de la neurotrofina-3 (NTRK3) y un cluster que contiene los genes de las
subunidades, a3, a5, B4 de receptores nicotinicos (CHRNA3/A5/B4). Asi, NTRK3
podria participar en el desarrollo y los mecanismos adaptativos a través de su
implicacion en proliferacién, diferenciacién y plasticidad neuronal, mientras que el
cluster CHRNA3/A5/B4 podria estar implicado en la activacion de circuitos

neuronales especificos que podrian ser comunes a ambos trastornos.

2. OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis, ha consistido en el estudio de la posible
implicacion funcional de los genes objeto de estudio en elementos de la
comorbilidad entre trastornos de ansiedad y abuso de sustancias mediante el uso
de ratones transgénicos como modelo de aproximacion experimental. Para ello
hemos caracterizado el impacto de la sobreexpresién in vivo de los genes NTRK3 'y
CHRNA3/A5/B4 sobre el fenotipo conductual, neuromorfolégico y neurofisiolégico.
Dado que intentamos comprender los mecanismos implicados en la comorbilidad
entre el abuso de drogas vy los trastornos de ansiedad, pero también delimitar las
regiones cerebrales responsables de la co-ocurrencia de estos dos trastornos se
han realizado estudios conductuales, farmacolégicos con drogas de abuso como

morfina o nicotina, y experimentos de caracterizacion histolégica y molecular.
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Los objetivos concretos han sido:
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Validar el TJCHRNA3/A5/B4 como modelo de trastorno de ansiedad, para
lo cual caracterizamos el fenotipo conductual de ratones con
sobreexpresion del cluster CHRNA3/A5/B4 mediante pruebas neurologicas
y conductuales generales, y su respuesta en pruebas especificas de

ansiedad.

Estudiar los genes NTRK3 vy el cluster CHRNA3/A5/B4 sobre la conducta
asociada al consumo de sustancias de abuso, y caracterizar el perfil de
abuso de sustancias en los ratones TQNTRK3 y TQCHRNAS/A5/B4.

Estudiar los mecanismos patogenéticos de la patologia dual, y la morfologia
y/o funcién de regiones cerebrales comunes implicadas en trastornos de

ansiedad y abuso de sustancias en el TgNTRKS.

Estudiar la modulacion de los procesos de neuroplasticidad asociados a la
dependencia y a la sobrexpresion de NTRK3, a través del analisis de los
cambios de expresion de genes implicados en el desarrollo de la

dependencia a opiaceos en el TJNTRK3



Materiales y métodos

1. ANIMALES

Para la realizaciéon de los experimentos de esta tesis se utilizaron dos modelos
murinos modificados genéticamente generados previamente en la Unidad de
Transgénesis del “Centre de Genetica Medica i Molecular, Institut de Recerca
Oncolodgica (CGMM-IRO)”: al/ Un modelo de sobreexpresion del receptor de NT-3
humano (NTRK3) bajo el promotor PDGFS y b/ un modelo de sobreexpresion de las
subunidades a3, a5 y 4 de nAChRs humanos. Mientras que para la generacion del
TgNTRKS3 se utilizaron técnicas de transgénesis convencionales, en el caso del
cluster de subunidades de nAChRs, y dado que se trataba de sobrexpresar una
estructura genébmica compleja que agrupa tres genes funcionando
coordinadamente, era necesario utilizar mayores longitudes de DNA en las
construcciones transgénicas, para poder garantizar la introduccién conjunta de
todas las secuencias genéticas codificantes y potencialmente reguladoras, y de esta
forma, asegurar una correcta expresiéon del gen, en tiempo, lugar y nivel. Por tanto
la estrategia utilizada fue la introduccion del DNA exdgeno en un BAC (cromosoma
artificial de bacteria) donde el transgén se introdujo de forma estable y sin sufrir
roturas en el genoma de células somaticas o germinales de los ratones, y permitié
integrar la secuencia genémica completa del cluster donde se localizan las tres
subunidades. En ambos modelos se utilizaron dos lineas de ratones transgénicos,
con sitios de integracion del transgén diferentes, con la finalidad de descartar un

posible efecto posicional del transgén (mutacion insercional).

La cria y el mantenimiento de los ratones utilizados en la presente Tesis se realizd
en el estabulario del “Parc de Recerca Biomédica de Barcelona” (PRBB). Los
animales se estabularon en condiciones ambientales constantes: temperatura (22 +
2°C) y humedad (50-70%), en grupos de 3-5 ratones por cubeta (460 sz) con
biberones, rejilla para pienso en acero inoxidable y cubierta filtrante hecha de
material plastico de polisulfono. Las cubetas se ventilaban individualmente, con
presion positiva y filtro HEPA, situadas en un rack o estanteria con motores de
impulsion y extraccion, también con filtros HEPA. El ciclo de luz/oscuridad se
establecié en 12 h y los animales tenian libre acceso al agua y la comida. Con el fin
de garantizar las condiciones sanitarias, el estabulario del PRBB dispone de un

programa de centinelaje y control medio-ambiental. Todos los experimentos se
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realizaron siguiendo procedimientos aprobados por el comité de ética del “Institut
Municipal d’ Investigaci6 Médica (IMIM)” y del PRBB, y cumpliendo la normativa
establecida por las directrices de la Comunidad Europea (EU directrices n°86/609,
EU decreto 2001-486), asi como la normativa internacional del uso de animales de
laboratorio (n°® A5388-01 (NIH)) para el apropiado cuidado y uso de animales con

fines de investigacion.

2. CONDICIONES GENERALES DE EXPERIMENTACION

En todos los experimentos se utilizd un protocolo estandar de habituacion
(manipulacién diaria, estabulacién en el area de experimentacion, habituacion al
aparato) con el fin de reducir el estrés, que podria afectar a la realizacion de las
pruebas (Ader, 1970; Parfitt et al., 2004). Para ello, durante tres a cinco dias
consecutivos antes de las pruebas se realizaron sesiones de manipulacién de 5 min
de duracion diarias en cada animal. Las pruebas se realizaron en la Unidad de
Fenotipacion Murina del Centro de Regulacion Genbémica, en una sala
especificamente habilitada para realizar los experimentos conductuales, alejada de
la zona de estabulacién y dotada de un sistema de videoandlisis para permitir la
recogida y posterior analisis de las variables experimentales. El experimentador
siempre fue el mismo (X. Gallego; acreditado como Experimentador, por la
Universidad Auténoma de Barcelona. Decreto 214/97 y ley 32/2007), y se mantuvo
fuera del campo visual de los ratones durante la realizacién de las diferentes
pruebas, desconociendo el genotipo de los animales. Tras la exposicion de cada

animal a los aparatos, éstos fueron lavados en profundidad con agua.

Por otro lado, utilizamos un nimero de animales elevado para todas las pruebas
como requisito indispensable para reducir la demostrada variabilidad individual que
suelen presentar los estudios de comportamiento. Ello es necesario incluso en
cepas endogamicas, y en nuestro caso se hacia imprescindible ya que utilizamos
una cepa hibrida B6/SJL, si bien con mas de 20 retrocruzamientos sobre el fondo
C57/BL6C, por lo que podemos considerar que trabajamos sobre un ratén

congénico, y por lo tanto, con un fondo genético homogéneo en mas de un 98%.
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3. ANIMALES CON SOBREXPRESION DEL GEN NTRK3

El modelo de sobreexpresion del receptor de la NT-3, TgNTRKS, habia sido
validado anteriormente como modelo de trastorno de ansiedad (Dierssen et al.,
2006) por tanto no ha sido necesario realizar la validacion conductual (isomorfismo),
sino que hemos podido iniciar directamente los experimentos de caracterizacion del
perfil adictivo. Estos experimentos se dirigieron a evaluar la posible repercusion de
la sobrexpresion de NTRK3 en los diferentes aspectos de la dependencia, como
reflejo de la neuroplasticidad que podia ser modulada por TrkC, como habia sido
sugerido previamente (Akbarian et al., 2001). Para ello centramos nuestro estudio
en la accion de la morfina, el desarrollo de tolerancia a los efectos centrales de este
opiaceo, y el sindrome de abstinencia. Ello es debido a que en experimentos
iniciales observamos cambios estructurales en el LC, que podrian modular estos
procesos. Estos cambios fueron caracterizados en profundidad en el contexto de la
Tesis y por otra parte analizamos las consecuencias moleculares en términos de la

regulacion de los sistemas NT-3/TrkC y BDNF/TrkB a nivel local en esta estructura.

3.1. Colocalizacion de neuronas TH/TrkC positivas en el LC

3.1.1. Inmunofluorescencia doble

Para este estudio se utilizé la técnica de inmunofluorescencia. Esta técnica es muy
util en el estudio de la colocalizacion de proteinas, ya que permite visualizar a la vez
dos anticuerpos primarios mediante el uso de dos anticuerpos secundarios que
emiten fluorescencia a longitudes de onda diferente. Para este experimento fue
necesaria la fijacion del tejido, por lo que los animales controles (n = 3) y TJNTRK3
(n = 3) fueron anestesiados con isofluorano y posteriormente perfundidos a través
del ventriculo izquierdo con 50 ml de PBS 0.1 M, pH 7.4 (Sambrook et al., 1989)
seguido de 100 ml de PFA al 4% en PBS 0.1 M, mediante una bomba peristaltica
(30 ml/min). Una vez prefundido, se extrajo el cerebro con cuidado y se postfijo a
4T con el mismo fijador. A las 24 h el cerebro se sumergié en una solucién de
sacarosa al 30% y se congel6 a -80°C. Mediante criostato se obtuvieron cortes
coronales de 14 um que contenian todo el LC [Bregma -5.34 a -5.80, (Franklin K,
1997)]. Estos se colocaron en portaobjetos tratados previamente con poli-lisina al

10% para evitar asi su desprendimiento. Los cortes fueron incubados durante 10

-71 -



Materiales y métodos

min en citrato sédico 10 mM, pH 6 con el fin de desenmascarar los antigenos.
Después de dos lavados con PBS 0.1 M de 5 min, los cortes fueron bloqueados con
suero fetal bovino (FBS) al 10% durante una hora y a temperatura ambiente para
evitar uniones inespecificas del anticuerpo primario. Posteriormente el tejido fue
incubado durante 24 h con el anticuerpo primario, a la dilucion correspondiente (ver
tabla). Después, los cortes se incubaron durante 1 h con anticuerpos secundarios
fluorescentes y finalmente se lavaron con PBS 0.1 M y se montaron con
cubreobjetos utilizando una soluciéon acuosa (mowiol). Las imagenes se obtuvieron

mediante la utilizacién de un microscopio confocal espectral (Leica TCS SP2).

ANTICUERPOS CASA COMERCIAL DILUCIONES
Anti-TrkC Santa Cruz 1:100
Anti-TH Sigma 1:4000

Alexa Fluor 546 Anti-Rabbit Molecular Probe 1:400

Alexa Fluor 488 Anti-mouse Molecular Probe 1:400

3.2. Estudio farmacoldgico

El estudio farmacologico del TgNTRK3 mediante el uso de opiaceos y agonistas
adrenérgicos (clonidina) permitié dilucidar las alteraciones producidas en el LC
producida por la sobrexpresion de TrkC. Dado el papel fundamental que esta
estructura juega a su vez en la dependencia opiacea y en trastronos de panico, era
necesario profundizar en la caracterizacion de este fenotipo. Para este estudio se
utilizé6 una n = 15-20 ratones macho para cada genotipo y grupo de tratamiento,

con edades comprendidas entre 2 y 4 meses.

3.2.1. Farmacos

La morfina fue suministrada por el Ministerio de Sanidad y Consumo (Espafia). La
naloxona vy la clonidina se adquirieron en Sigma Chemical Co. (Madrid, Espaia).
Ambos farmacos se disolvieron en suero salino fisioldgico (0.9% NaCl) para su

posterior administracion.
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3.2.2. Efectos agudos de la morfina en el TJNTRK3

El efecto analgésico agudo inducido por la administracién de morfina (10 mg/kg,
subcutaneo (s.c.)) fue evaluado mediante la utilizacion de dos tests de nocicepcion:
el test de inmersion de cola y el test de la placa caliente. Con la finalidad de
habituar los animales a los aparatos, éstos fueron sometidos al test de inmersién de
cola y a las cajas de actividad durante dos dias, antes del inicio del experimento. El
dia del experimento, la actividad locomotora fue evaluada tras la administracion de
morfina (10 mg/kg, s.c.), durante 30 min. Inmediatamente después del registro de la
actividad locomotora, los animales se sometieron al test de inmersién de cola e

inmediatamente después, al de la placa caliente.

3.2.2.1. Test de inmersion de cola: La prueba consiste en sumergir la cola
: de los ratones en un bafo termostatico con agua caliente (50 +

0.1 °C) (Clifton, instrumentos cientificos, Inglaterra) hasta un

tiempo maximo (Cut off) de 15 s para evitar dafar el tejido.
Para ello, los animales fueron inmovilizados mediante una malla de la cual,
Unicamente sobresalia la cola. EI umbral nociceptivo y el efecto analgésico fueron

evaluados midiendo la latencia de retirada de la cola.

3.2.2.2. Test de la placa caliente: Los animales se colocaron encima de
una placa caliente a una temperatura constante de 52 + 0.1

{
| ‘ °C, rodeado por un cilindro de metacrilato de 19 cm de

- didametro y 19 cm de alto. En este test se registraron dos
Fﬂi‘" respuestas representativas del umbral nociceptivo, el

lameteo de las patas y la respuesta de salto. La latencia de cada uno de los dos
umbrales se contabiliz6 hasta un maximo de 30 s para la respuesta de lameteo de

las patas, y de 240 s para la de salto.

3.2.2.3. Actividad locomotora: La actividad locomotora fue evaluada
mediante la utilizacion de cajas de actividad (9 x 20 x 11 cm;

Imetronic, Lyon, France). Las cajas estaban dotadas de una

hilera de células fotoeléctricas en sus paredes situadas a 2 cm
del suelo que permitian el registro de la actividad horizontal, y otra hilera situada 6

cm por encima del suelo que permitia el registro de la actividad vertical. El dia del
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test, los animales fueron estabulados individualmente en las cajas, y la actividad
locomotora total (deambulaciones mas movimientos horizontales) fue registrada

durante 30 min en condiciones de iluminacién no aversivas (5-15 lux).

3.2.3. Desarrollo de la tolerancia y sensibilizacion a los efectos de la morfina
en el TgNTRK3

La tolerancia se define como la pérdida de potencia de una droga o de un farmaco
después de una administracion repetida, o cuando la dosis necesaria para producir
el mismo efecto es cada vez mas alta. La sensibilizacion, contrariamente a la
tolerancia, se define como el aumento de alguno de los efectos producidos por la
droga o el farmaco después de su administracion crénica. La morfina provoca
ambos fendbmenos, observandose una disminucion de sus efectos antinociceptivos
y un incremento en la actividad locomotora. Dos dias antes de evaluar los efectos
de la administracion crénica de la morfina, se registré la respuesta nociceptiva basal
mediante el test de inmersion de la cola y la actividad locomotora basal mediante
las cajas de actividad. Para el estudio del desarrollo de tolerancia y sensibilizacion
se administré morfina (10 mg/kg, s.c.) cronicamente dos veces al dia con un
intervalo de 12 h durante 7 dias. La actividad locomotora fue medida
inmediatamente después de la inyeccion de morfina de la mafiana. Los cambios
producidos en el umbral nociceptivo fueron evaluados mediante el test de inmersion

de cola (dias 1-7) justo después de los 30 min en las cajas de actividad.

3.2.4. Estudio del sindrome de abstinencia a la morfina en el TgNTRK3

El sindrome de abstinencia es el conjunto de manifestaciones somaticas que
aparecen al retirar el consumo de una determinada droga para la que se ha
generado dependencia. En nuestros experimentos, el sindrome de abstinencia a la
morfina fue inducido mediante la administracion de naloxona (1 mg/kg, s.c.). La
precipitacion del sindrome de abstinencia con un antagonista especifico nos permite
evaluar los signos somaticos caracteristicos de la abstinencia al mismo tiempo en
todos los animales, mediante escalas de puntuacién para la cuantificacion de estos
signos (Gellert and Holtzman, 1978). Para ello, los animales se colocaron
individualmente en el interior de un cilindro de plastico transparente (30 cm de
diametro, 50 cm de alto) que permitia su observacién. EI comportamiento de los

animales fue observado en dos sesiones: una primera sesion de 15 min antes de la
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inyeccion de naloxona, descartando asi diferencias a nivel basal, y una segunda
sesién de 30 min después de la inyeccién de naloxona. Durante los 45 min se
contabilizaron las sacudidas, los saltos, el temblor de las patas, y los “sniffings”. La
ptosis, la diarrea, la masticacion, el temblor del cuerpo y la piloereccion se
evaluaron en periodos de 5 min y se contabilizaron como presencia o ausencia de
cada signo. Con el fin de sumar los resultados obtenidos de las diferentes
observaciones, se realiz6 un célculo de la puntuacién global obtenida de cada
animal. Para la obtenciéon de esta puntuacion global y para asignar a cada uno de
los signos un valor proporcional, la puntuacién obtenida en cada signo fue

multiplicada por una constante, previamente definida (Maldonado et al., 1989).

3.2.4.1. Provocacién del sindrome de abstinencia en el TgNTRK3 tras
desarrollar dependencia mediante dosis crecientes de morfina
En nuestros experimentos, se habia provocado dependencia mediante dos
protocolos de administraciéon. En el primero, para inducir la dependencia los
animales fueron inyectados mediante dosis crecientes de morfina intraperitoneal
(i.p.) dos veces al dia con un intervalo de 12 horas: 1% dia, 20 mg/kg; 2° dia, 40
mg/kg; 3% dia, 60 mg/kg; 4° dia, 80 mg/kg; 5° dia, 100 mg/kg; 6° dia (solo por la
mafana), 100 mg/kg. Los animales controles de ambos genotipos se trataron con
salino (0.9% NacCl) siguiendo el mismo protocolo de inyeccion. El sindrome de
abstinencia se provocé inyectando naloxona (1 mg/kg, s.c.), dos horas después de

la Ultima administracion de morfina.

3.2.4.2 . Efecto de la clonidina sobre el sindrome de abstinencia en el
TgNTRKS3 tras desarrollar dependencia mediante dosis crecientes de morfina
Para estudiar los efectos de la clonidina sobre el sindrome de abstinencia en el
TgNTRKS, ésta se inyectdé (0.1 mg/kg, i.p.) 30 min antes de la inyeccién de
naloxona. Para inducir la dependencia los animales fueron inyectados mediante
dosis crecientes de morfina siguiendo el protocolo anterior. El sindrome de
abstinencia se provoco inyectando naloxona (1 mg/kg, s.c.) 2 h después de la ultima

administracion de morfina.
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3.2.4.3. Electrofisiologia: Estudio de la funcionalidad de los receptores
a2 adrenérgicos del LC durante la dependencia a morfina en el TNTRK3
La actividad neuronal del LC se estudié mediante registros extracelulares de célula
Unica. Para este estudio se utilizo el mismo protocolo de administracion que el
utilizado para la induccion de abstinencia a la morfina. Para la realizacion del
experimento se utilizd un grupo de ratones machos tratados con salino (0.9% NaCl)
(controles, n = 6; TgNTRKS, n = 8) y otro grupo de ratones machos tratados con
morfina (controles, n = 9; TgNTRKS3, n = 8). Los animales fueron anestesiados con
Hidrato de Cloral (400 mg/kg, i.p.) tras 1-4 h después de la ultima inyeccién de
morfina, y posteriormente decapitados. El cerebro fue extraido y cortado en el
vibratomo en cortes coronales de 400 um de una seccion del tronco del encéfalo
que incluia el LC. Los cortes fueron después incubados con carboégeno y
mantenidos en una camara a 33°C con recirculacién de liquido cefalorraquideo
artificial (aCSF) a una velocidad de 1-1.5 ml/min. La sefial extracelular fue
registrada a través de micropipetas de cristal rellenas de una solucion de NaCl 50
mM, y después fue monitorizada mediante un amplificador, un osciloscopio y una
unidad de audio. La actividad neuronal fue registrada en un ordenador con un
programa que generaba histogramas (HFCP®, Cibertec SA, Madrid, Espafa) a
intervalos de 10 s. La abstinencia a la morfina se producia espontaneamente ya que
la morfina que quedaba en el corte desaparecia después de los lavados que se
realizaron durante 90 min antes del registro. El lavado total de morfina se
confirmaba al final de cada experimento mediante la aplicacién de naloxona (1 pM).
Se considera confirmado cuando la naloxona no provocaba efecto alguno. Para
evaluar la funcionalidad de los receptores a2 adrenérgicos en el LC, se
construyeron curvas dosis-respuesta frente a clonidina en animales tratados con
salino y animales tratados con morfina de ambos genotipos. Para ello se
administraron dosis crecientes de clonidina (10'8 M- 103 M) en intervalos de 10 min

hasta observar una total inhibicion de la actividad neuronal.

3.2.4.4. Provocacion del sindrome de abstinencia en el TJNTRK3 tras
desarrollar dependencia mediante dosis constantes de morfina
En el segundo protocolo, la dependencia se provocé mediante la administracién de
dosis constantes de morfina (20 mg/kg, i.p.) dos veces al dia con un intervalo de 12

h, durante 6 dias. Los controles farmacolégicos de ambos genotipos se trataron con
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salino (0.9% NacCl) siguiendo el mismo protocolo de inyeccién. El sindrome de
abstinencia se provoco inyectando naloxona (1 mg/kg, s.c.) 2 h después de la ultima

administracion de morfina.

3.2.4.5. Laberinto circular elevado (O-Maze): Estudio de la respuesta
ansiosa en ratones TgNTRK3 durante la abstinencia a morfina
Hay que destacar que el sindrome de abstinencia de todas las
drogas de abuso se encuentra acompafiado por un componente

emocional negativo. Para estudiar este componente en nuestro

modelo, se utilizaron los ratones abstinentes tratados con dosis
constantes de morfina (20 mg/kg, i.p.). Los ratones fueron sometidos al laberinto
circular elevado (O-Maze) 30 min después de la inyeccion de naloxona. El laberinto
circular cosiste en un aparato circular de 40 cm de diametro, construido en material
polivinilico de color negro y dividido en 4 zonas. Dos de las zonas, situadas en
lados opuestos se caracterizan por estar protegidas mediante paredes opacas de
15 cm, mientras que las otras dos estan desprotegidas. El aparato se encuentra
elevado a 40 cm del suelo, y sobre él se situa una camara de video conectada a un
ordenador con la que se registran todos los movimientos del raton. Este sistema
esta conectado a un ordenador que analiza la informacién a través de un programa
informatico especifico (SMART, System Motor Activity Record and Tracking,
PANLAB, SL, Espafia). Este programa permite analizar la actividad horizontal a
través de pardametros como la distancia recorrida y la velocidad media, asi como
evaluar el nivel de actividad realizada en diferentes zonas. El test consiste en
colocar al raton en una de las zonas protegidas, y observarlo durante 5 min
midiendo el tiempo de permanencia en cada zona, el nimero de entradas en las

zonas, la actividad vertical, los acicalamientos y las defecaciones.

3.2.5. Hibridacién in situ: Estudio de la expresion de TrkC, TrkB y sus ligandos
NT-3y BDNF enel LC

Para este estudio se utilizd la técnica de hibridacion in situ que permite la deteccion
del mRNA mediante una ribosonda especifica marcada radiactivamente. Para ello
se utilizaron ratones machos TgNTRK3 (n = 3) y controles (n = 3) para cada una de
las condiciones (sin tratamiento, salino crénico, salino+naloxona, morfina crénica y

morfina+naloxona). Los animales se sacrificaron 4 h después de la ultima inyeccion
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de morfina para el estudio del tratamiento crénico y 2 h después de la naloxona
para el estudio de la dependencia. EI mismo protocolo se utilizd para el grupo de
animales tratados con salino. Después, se extrajeron los cerebros, se congelaron
en hielo seco, y se cortaron en un criostato en secciones coronales (14 um) que
después se procesaron con ribosondas de TrkB, TrkC, NT-3, y BDNF. Las sondas
de TrkB y TrkC que se utilizaron no distinguian entre las formas de humano y ratén,
y reconocian tanto la forma completa como las truncadas. Después de lavar en
PBS, el tejido fue desproteinizado con 0.2 M HCI durante 10 min, acetilado con
0.25% de anhidrido acético en 0.1 M de etanolamina durante 10 min, post-fijado en
4% de PFA, y deshidratado con dosis crecientes de etanol. Los cortes se incubaron
durante 16 h en una camara humeda a 53T con 3 X 105 c.p.m. de sonda
antisentido en 150 pl de un coctel de hibridacion (50% formamida, 20 mM Tris-HCI,
pH 7.6, 1 mM EDTA, pH 8.0, 0.3 M NaCl, 0.1 M ditiotreitol, 0.5 mg/ml yeast tRNA,
0.1 mg/ml poly(A+) RNA, 1X solucién de Denhard, y 10% de sulfato de dextrano).
Las sondas antisentido de cRNA para la deteccién de los transcritos se prepararon
in vitro con una T7 RNA polimerasa (Promega, WI, USA) y [*°S] UTP (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Como control del experimento se obtuvo in
vitro, una sonda sentido cRNA utilizando T3 RNA polimerasa (Promega, WI, USA).
Después de la hibridacién, los cortes fueron lavados a temperatura ambiente en 1 X
SSC, seguido de dos lavados en 1 X SSC a 37°C durante 15 min cada uno. Los
RNA de cadena Unica se digirieron mediante tratamiento con RNase (40 pg/ml)
durante 30 min a 37C en 0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.6, y 2 mM EDTA. El
tejido se lavo dos veces en 1X SSC en 65T durante 10 min, y fue deshidratado en
etanol, y secado a temperatura ambiente. Los cortes se expusieron a un film 3-max
x-ray (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) durante 20 dias y se
sumergieron en una fotoemulsion LM-1 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden), expuesta a 4T durante 2 meses. Después, se revelaron en D19

(Eastman Kodak), y fueron fijados y contratefiidos con violeta de cresilo.

3.2.6. Western Blot: Cuantificacion de los niveles de TH durante la
dependencia a morfina en el TNTRK3

Para la cuantificacion de los niveles de TH se utilizé la técnica de western blot. Para
ello se usaron ratones machos TgNTRK3 (n = 6) y controles (n = 6) para cada uno

de los tratamientos (salino crénico, salino+naloxona, morfina crénica vy
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morfina+naloxona) excepto en el grupo de animales no tratados, en que se
utilizaron ratones machos TgNTRK3 (n = 12) y controles (n = 12). Al igual que para
la cuantificacion de neurotrofinas, los animales se sacrificaron 4 h después de la
Ultima inyeccion de morfina para el estudio del tratamiento crénico y 2 h después de
la naloxona para el estudio de la dependencia. En el grupo de animales tratados
con salino se utilizd el mismo protocolo. Los cerebros fueron rapidamente extraidos
y diseccionados en hielo. Las muestras fueron homogenizadas en un tampén de
lisis (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1 mM MgCl,, PBS 0.1 M con
0.2% Triton e inhibidores de proteasas (Roche, Mannheim, Germany). Los lisados
fueron centrifugados (14000 X g durante 20 min a 4°C), y las proteinas se
cuantificaron usando el protocolo BCA (Pierce, Rockford, USA). En un gel de
poliacrilaminda al 10% se sometieron a electroforesis 20 yg de proteina para cada
muestra que posteriormente se transfirieron a una membrana Hybond-P (Amersham
Bioscience, Freiburg, Germany). Se utilizd6 un anticuerpo policlonal anti-tirosina
hidroxilasa como primario (1:15000; Sigma, MO, USA) y un secundario peroxidasa-
conjugado contra ratén (1:2000; DAKO, Ely, UK). La deteccion de la proteina se
realiz6 usando el protocolo ECL (Pierce, Rockord, USA). Mediante analisis
densitométrico se cuantificaron las bandas obtenidas (Quantity One Image
software). Como control interno se us6 B-actina (1:2000; Sigma, MO, USA), y se

cuantificaron los niveles relativos de proteina.
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4. TRANSGENICOS DE SOBREEXPRESION DE LAS SUBUNIDADES a3,
a5y B4 DE nAChRS

Las subunidades a3, a5 y B4 de nAChRs se agrupan en un cluster genémico en el
cromosoma 15, con secuencias reguladoras comunes localizadas en diferentes
niveles. Para estudiar estas grandes regiones o estructuras genémicas complejas
que agrupan diversos genes funcionando coordinadamente, es necesario utilizar
mayores longitudes de ADN en las construcciones transgénicas, para poder
garantizar la introduccion conjunta de todas las secuencias genéticas codificantes y
potencialmente reguladoras, y de esta forma, asegurar una correcta expresion del
gen, en tiempo, lugar y nivel. Para la integracién completa, estable, y transmisible
de estos fragmentos de ADN de grandes dimensiones, es necesaria la produccion
de construcciones de ADN utilizando como vectores para el transgén o secuencia
de ADN exdgeno de interés, preferentemente secuencias de gran tamafo presentes
en bacteriofagos, cosmidos, o, como en este caso, un BAC. Para la obtenciéon de
los animales con sobreexpresion de las subunidades a3, a5 y B4 de nAChRs, fue
necesaria la digestion del BAC RP11-335K5 (AC067863) mediante el enzima de
digestion Agel, con el que se obtuvo un fragmento de 105507bp correspondiente a
las subunidades a3, a5 y f4 de nAChRs humanos (Figura 1A). Posteriormente, el
transgén se insertd, mediante microinyeccién, en oocitos fertilizados de ratones
B6/SJL y se obtuvieron dos lineas (22 y 30), cuya expresiéon fue confirmada
mediante RT-PCR (Figura1B). El genotipado de los animales se realizd mediante
PCR utilizando dos pares de cebadores con el fin de confirmar los resultados. (F: 5'-
gagccaagatcccaccactc-3' R: 5’-ccaggcatccggatttgtat-3’) para el CHRNB4 y (F: 5'-
gaaagacttgagtgggcage-3’ y R: 5’-caaccctgtctgtctctage-3’) para el CHRNAS.
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A B) OTpol OTpal

Hy0d DHA DHA WT TE2 TG WT T2 T30

Hetad Alphad
T330 T322 WT TG0 TEX WT

EF1-Z25E5
18618 T

Figura 1. A) Representacion esquematica del BAC RP11-335K5. B) Expresion del transgén a3/a5/34
mediante RT-PCR

4.1 Western Blot

Los niveles de expresion de las subunidades a3, a5 y 4 de receptores nicotincos
asi como de las subunidades NR1, NR2A y NR2B de receptores de NMDA se
determinaron mediante la técnica de western blot. Los niveles de expresion de las
subunidades a3, a5 y B4 enddgenas se realizaron mediante la técnica de PCR
cuantitativa (A. Amador). Para la técnica de western blot se sacrificaron ratones
machos TgCHRNA3/A5/B4 (n = 3) y controles (n = 3). Los cerebros fueron
rapidamente extraidos y diseccionados en hielo, obteniendo corteza e hipocampo.
Las muestras fueron homogenizadas en un tampén RIPA de lisis (1% Nonidet P-40,
deoxicolato sodico 0.5% y 0.1% SDS en PBS 0.1 M, pH 7.4) junto con inhibidores
de proteasas (Roche, Mannheim, Germany). Los lisados fueron centrifugados
(14,000 X g durante 20 min a 4T), y las proteinas se cuantificaron usando el
protocolo BCA (Pierce, Rockford, USA). En un gel de poliacrilaminda al 10% se
sometieron a electroforesis 40 pg de proteina para cada muestra que
posteriormente se transfirieron a una membrana Hybond-P (Amersham Bioscience,
Freiburg, Germany). La deteccién de la proteina se realizé usando el protocolo ECL
(Pierce, Rockord, USA). Mediante analisis densitométrico se cuantificaron las
bandas obtenidas (Quantity One Image software). Como control interno se uso6 -
actina (1:2000; Sigma, MO, USA) o a—Tubulina (1:15000; Sigma, MO, USA), y se

cuantificaron los niveles relativos de proteina.
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ANTICUERPOS CASA COMERCIAL DILUCIONES
Anti-AchRa3 Santa Cruz 1:200
Anti-AchRab Santa Cruz 1:200
Anti-AchRp4 Abcam 1:200
Anti-NR1 Sigma-Aldrich 1:400
Anti-NR2A Sigma-Aldrich 1:200
Anti-NR2B Sigma-Aldrich 1:200

4.2. Caracterizacion conductual

Para el estudio conductual de este modelo se utilizaron entre 15 y 20 ratones
machos para cada genotipo, de edades comprendidas entre 2 y 4 meses. Ademas
de las baterias generales somatosensoriales y neuroldgicas, se han empleado

pruebas neuropsiquiatricas especificas.

4.2.1. Pruebas neurosensoriales (Protocolo SHIRPA)

El protocolo SHIRPA (Rogers et al., 1997) ha sido utilizado con el fin de evaluar, de
forma rapida y cualitativa, alguna alteracion fenotipica neurologica o neurosensorial.
Este test, muy utilizado en animales modificados genéticamente, podria compararse
a un examen general, neurolégico y psiquiatrico realizado en humanos. Consiste en
una bateria de tests conductuales que se realizan colocando al ratéon en un cilindro
de Perpex transparente (11 cm de diametro, 15 cm de alto) y observando durante 5
min su comportamiento, registrando actividad, estereotipias, aspecto general y

erizamiento del pelo.
Posteriormente se pesa al animal y se coloca en una caja de metacrilato

transparente (56 cm largo x 34 cm ancho x 19 cm alto) en la que se realizan las

pruebas que se recogen en la tabla siguiente.
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PRUEBA

Respuesta de
alcance

Capacidad visual

Respuesta de
sobresalto

Enroscamiento

Reflejo
enderezamiento

Geotaxia
negativa

Reflejo corneal

Reflejo de
retirada de
pabellén auricular

Respuesta de
escape

Reflejo de
retirada de la
pata

Piloereccion

Elevacion de la
cola

DESCRIPCION

Cogiendo al animal
por la cola se acerca
a una superficie plana

Sujetando al animal
en suspension por la
cola se le acerca un
lapiz

Se produce un sonido
de 50 db mecanico

Se coge al animal por
la cola

Se lanza al animal
produciendo un giro

Se coloca al animal
mirando hacia abajo

en una gradilla
metalica

Se acerca una
torunda al ojo del
animal

Se toca el extremo del
pabellén auditivo con
una torunda

Se toca la espalda del
animal con el dedo

Con unas pinzas se
presiona la pata
trasera del animal en
la articulacion

Se observa el grado
de elevacion de la
cola

VALORACION

0 = no extiende las patas

1 = extiende tras el contacto con la
superficie

2 = extiende tras el contacto de bigotes

3 = antes de contactar con los bigotes

4 = extiende las patas al iniciar el
acercamiento

0 = no extiende las patas

1 = extiende tras el contacto con el lapiz
2 = extiende antes de contactar con los
bigotes

0 = sin reaccion

1 = mueve pabellén auricular

2 =salta1cm.

3 = salta mas de 1 cm.

0 = sin enroscamiento
1 = enroscamiento

0 = cae sobre las patas

1 = cae de lado y se incorpora

2 = cae de espaldas y se incorpora

3 = cae de espaldas y no puede girarse
0 = gira y asciende por la gradilla

1 = gira y se queda parado

2 = se mueve pero sin girar

3 = no se mueve en 30 segundos

4 =se cae

0 = sin reaccion

1 = un parpadeo

2 = multiples parpadeos

0 = sin reaccion

1 = retrae un poco el pabellén auricular
2 = retrae muchas veces el pabellon
auricular

0 = sin reaccion

1 = escapa tras tocarlo con firmeza

2 = escapa rapidamente tras un

leve toque

3 = escapa so6lo al aproximarse

0 = sin reaccion

1 = retraccion de la pata suave

2 = retraccion de la pata moderada

3 = retraccion de la pata rapida

4 = retraccion de la pata muy vigoroso y
repetido

0 = ausente
1 = presente
0 = flacida

1 = posicién horizontal
2 = elevada (cola de Straub)

SISTEMA
NEUROSENSORIAL

Vision/ Vestibular

Vision

Audicién

Sistema vestibular

Sistema vestibular

Sistema vestibular
Fuerza muscular

Reflejo corneal

Tacto

Tacto/ Reflejo

Nocicepcién

Ansiedad/excitacion

Ansiedad/excitacion
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4.2.2. Pruebas sensoriomotoras
Como pruebas complementarias a la bateria SHIRPA se ha realizado una bateria

de pruebas neuromotoras:

4.2.2.1. Prueba de equilibrio: Esta prueba permite evaluar el equilibrio del

ratdbn y su correcta realizacion depende de la integridad del

sistema vestibular. La prueba consiste en colocar al ratdén en

el centro de una barra de madera (50 cm largo x 12 mm

ancho) elevada a una altura de 40 cm durante un periodo de 40 s. Se evalua la
ejecucion de la prueba otorgando puntuaciones semicuantitativas en funcion de la
actividad que el raton desarrolla en la barra, de este modo si el raton cae la
puntuacion sera 0, si se mantiene en el centro de la barra sera 1, si se mueve del
centro 2, y 3 si se desplaza hasta el extremo de la barra. También se registra el

tiempo que permanece en la barra mediante la latencia de caida.

4.2.2.2. Prueba de la percha: La prueba de la percha se utiliza para
analizar el reflejo prensil, la capacidad de traccién y la

coordinacién motora. Consiste en una percha metalica

elevada 40 cm sobre el suelo. El reflejo prensil se evalua
suspendiendo al ratén de la percha por las extremidades delanteras durante 5 s. Se
puntua: 0 si cae y 1 si se mantiene agarrado a la percha. La capacidad de tracciéon
puede medirse en funcion del numero de patas traseras que el animal consigue
elevar a la percha, la puntuacion sera 0 si no consigue alzar las patas, 1 si eleva
una pata y 2 si logra alzar las dos patas traseras. Se realizan tres ensayos
consecutivos de esta prueba. Finalmente, se coloca de nuevo el animal en la
percha y durante 60 s se registra la latencia de caida, la latencia de llegada al

extremo de la percha y el numero de desplazamientos realizados.

4.2.3. Actividad locomotora

Para el estudio de la actividad locomotora de los animales, se

'_ utilizaron cajas de actividad LE 881 (PANLAB, SL, Espafa).
‘@ Estas cajas (45 cm largo x 45 cm ancho) consisten en una serie
de sensores fotoeléctricos de movimiento que permiten tanto el

estudio de la actividad horizontal como el de la vertical. La actividad basal de los
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animales se estudioé durante una hora bajo condiciones de iluminacion no aversivas
(20-25 lux) y los resultados se recogieron en intervalos de 15 min, en un ordenador
contiguo, mediante la utilizacion de un software especializado (Actitrack, PANLAB,
SL, Espafia)

4.2.4. Campo abierto
Para poder medir la actividad locomotora en situaciones mas

aversivas y novedosas se utilizo el campo abierto. Este aparato

consiste en un cubo de plexiglas (100 cm largo, 100 cm ancho, 50

cm alto) dividido en 25 cuadrados (10 cm largo x 10 cm ancho)
delimitados con lineas negras sobre una superficie blanca. Los animales se
colocaron en el centro del aparato, bajo condiciones aversivas de iluminacién (200
lux) y durante 5 min se registr6 la trayectoria de los animales mediante un sistema
de videograbacién situado encima del aparato, y conectado a su vez a un
ordenador que analizaba la informacién a través de un programa informatico
especifico (SMART, PANLAB, SL, Espafia). Este programa permiti6 analizar la
actividad horizontal a través de parametros como la distancia recorrida y la
velocidad media, asi como evaluar el nivel de ansiedad a través de la actividad
realizada en una zona central, delimitada virtualmente (cuadrado central de 80 cm

largo x 80 cm ancho) que se considera mas ansiogénica.

4.2.5. Paradigma luz-oscuridad
La prueba de las transiciones luz-oscuridad se basa en la
tendencia innata de los ratones a buscar refugio en una zona

oscura y a evitar las zonas iluminadas. Esta prueba al igual que en

el campo abierto se utiliza para evaluar los niveles de ansiedad de
los animales, y también su grado de impulsividad. El aparato consiste en un caja
(15 cm largo x 20 cm ancho x 25 cm alto) con paredes y suelo negros sometida a
condiciones de iluminacion suave (25 lux), conectada a través de un tunel de 4 cm
(zona intermedia o de transicién) hasta una caja de mayor tamario (30 cm largo x 20
cm ancho x 25 cm alto) con paredes y suelo blancos sometida a una iluminacion
aversiva (200 lux). El estudio consistié en colocar a los animales en la zona oscura,

de cara al tunel y contabilizar la actividad locomotora en cada compartimiento, asi
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como la latencia de entrada en el compartimiento iluminado, y el tiempo de

permanencia en cada zona.

4.2.6. Test de miedo condicionado
El test de miedo condicionado permite el estudio de la memoria

relacionada con el miedo, mediante el analisis de la conducta de

congelamiento del raton. El estimulo condicionado es un sonido de
1800 Hz. Aunque al principio este estimulo es neutral, cuando se
asocia con una descarga eléctrica (0.4 mA) (estimulo incondicionado) se convierte
en estimulo condicionado. El aparato (PANLAB, SL, Espafia) consiste en un
habitaculo (67 cm largo, 53 cm ancho, 55 cm alto) con sensores de movimiento, luz
(40 W), altavoz, ventilador, y dispone de un control volumen del sonido y de un
control de la intensidad de la descarga eléctrica. El experimento se realiza en dos
dias. El primer dia se realiza la sesién de aprendizaje en que el ratén asocia el
estimulo condicionado al incondicionado. Consiste en dejar al animal explorar
libremente el compartimiento durante 120 s y 30 s después de la exposicion al
estimulo condicionado (1800 Hz) se administra una descarga eléctrica (0.4 mA) de
2 s. Finalmente se permiten 30 s mas de libre exploracién. El segundo dia (Test), la
sesion consiste en 2 min de libre exploracion seguida de 3 min de exposiciéon al
estimulo condicionado. El tiempo que el animal permanece quieto (freezing o
respuesta de congelamiento) se registra mediante un paquete informatico
especifico PANLAB, SL, Espafia) y se calcula el porcentaje de tiempo de freezing

frente al total de tiempo de exposicién al sonido.

4.3. Estudio farmacolégico

El estudio farmacolégico se centr6 en dos cuestiones fundamentales: la definicion
de la sensibilidad al efecto convulsionante de la nicotina y el posible efecto
diferencial en sus propiedades reforzantes asi como también en memoria y
aprendizaje. La primera cuestion permitia dilucidar si el incremento en sitios de
fijacion para nicotina tenia una repercusion funcional y la segunda permitia
establecer si el incremento de sensibilidad podia relacionarse con un incremento en
el potencial adictivo de la nicotina en estos animales y por tanto determinar una

mayor susceptibilidad al abuso de sustancias.
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4.3.1. Farmacos
El tartrato de nicotina se adquirié6 en Sigma Chemical Co. (Madrid, Espafa) y se

disolvi6 en suero fisiologico (0.9% NaCl) para su posterior administracion.

4.3.2. Estudio del efecto convulsivante de la nicotina en el TgCHRNA3/A5/B4

Tres dias antes del experimento los animales fueron manipulados y habituados al
procedimiento de inyeccién en la misma sala de experimentacion, evitando asi
posibles efectos de comportamiento no atribuibles a la nicotina. Previamente al
experimento y con el fin de obtener la dosis letal 50 (DLsy) se utilizaron n = 3
ratones machos por genotipo a los que se administraron dosis crecientes de
nicotina. Dado que la DLs, (dosis a la que convulsionan o mueren el 50% de los
animales) fue diferente en ambos genotipos, el dia del experimento los animales
controles (n = 6 por dosis) fueron inyectados con 4, 6, y 12 mg/kg de nicotina
tartrato y los TJCHRNAZ3/A5/B4 (n = 6 por dosis) con 12, 25 y 50 mg/kg. La nicotina
se administré s.c. en un volumen de 10 pl/g de peso del raton. Inmediatamente
después de la inyeccion los animales se dejaron en una caja de plexiglas y las
respuestas comportamentales fueron observadas y registradas durante 5 min
mediante una camara de video. Los efectos de la nicotina se puntuaron de 0 a 7 de
la siguiente manera: 0, sin efectos; 1, alteraciones en la actividad locomotora; 2,
taquicnea y temblores; 3, arqueamiento; 4, convulsiones mioclonicas; 5,

convulsiones clénicas; 6, convulsiones tonicas; 7, muerte.

4.3.3. Estudio del efecto reforzador de la nicotina en el TgCHRNA3/A5/B4
Para este estudio se utlizaron ratones  machos
TgCHRNAS/A5/B4 (n = 15) y controles (n = 15) entre 2 y 4
& I_. meses de edad. Los efectos reforzantes de la nicotina fueron
evaluados mediante el test de preferencia de plaza. Este aparato
consiste principalmente en dos compartimentos cuadrados con diferentes texturas y
marcas visuales (puntos en las paredes y suelo rugoso, o rayas en las paredes y
suelo liso), separados por una zona central triangular. La prueba consiste en: 1) una
fase de pre-condicionamiento donde los animales se habituan al aparato y se
observa si hay preferencia por alguno de los compartimentos; 2) una fase de

condicionamiento a la droga donde los animales asocian el compartimiento donde
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se encuentran, con los efectos reforzantes de la droga; y 3) el dia del test, en que

se registra la preferencia por el compartimiento donde se ha inyectado la droga.

En la fase de pre-condicionamiento, cada ratdn se coloc6 en la zona central, con
acceso libre a ambos compartimentos, y durante 18 min se registr6 el tiempo de
permanencia en cada zona. El tiempo de permanencia en la zona central se repartié
equitativamente entre los valores obtenidos en cada compartimiento. Durante la
fase de condicionamiento, los animales fueron tratados alternadamente, con
nicotina (0.5 mg/kg) o salino (0.9% NaCl) durante 8 dias. Inmediatamente después
de cada inyeccion los animales se colocaron en el compartimiento correspondiente
a “salino” o “nicotina” durante 20 min. La nicotina se administr6 los dias impares (1,
3, 5,y 7)y el salino los dias pares (2, 4, 6, y 8). Un grupo de animales recibieron
salino todos los dias, para controlar la posibilidad de que factores ajenos a la droga
modularan la preferencia por uno u otros compartimentos. El dia del test, cada ratén
se colocd en el medio de la division central teniendo libre acceso a ambos
compartimentos, y durante 18 min se registr6 el tiempo de permanencia en cada
zona. El tiempo de permanencia en la zona central se repartid equitativamente entre

los valores obtenidos en cada compartimento.

4.3.4. Reconocimiento de objetos en el campo abierto tras administracion de
nicotina

Para este estudio se utilizaron ratones machos TgCHRNAS3/A5/B4 (n = 6-7) y
controles (n = 6-7) por grupo de tratamiento (salino o nicotina). La prueba del
reconocimiento de objetos se realizd en el campo abierto, formado por un cubo de
plexiglas (100 cm largo, 100 cm ancho, 50 cm alto) dividido en 25 cuadrados (10 cm
largo x 10 cm ancho). El campo abierto se colocé en una habitacién bajo
condiciones no aversivas de iluminacion (60 lux). Tanto el aparato como los objetos
se limpiaron con agua al finalizar cada sesion, para evitar asi un posible rastro
olfativo en la siguiente sesidn. Los objetos fueron de unos 15 cm de alto, disefiados
mediante piezas de Lego y con un peso suficiente para evitar que los ratones
pudieran desplazarlo. Todos los objetos fueron probados previamente para
descartar que los ratones tuvieran preferencia espontanea por alguno de ellos. Los
animales se dejaron 30 min en la sala de experimentacién antes de empezar el

experimento. El dia antes del experimento, los animales fueron sometidos a una
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sesion de habituacion en el campo abierto, permitiéndoles explorar libremente el
aparato, durante al menos 15 min., en presencia de dos objetos diferentes pero con
la misma preferencia. Al dia siguiente (el dia del experimento) los animales fueron
sometidos a dos sesiones:

1°" sesién (adquisicion): Los animales se colocaron en el campo abierto con dos
objetos idénticos durante un maximo de 12 min. y hasta que los animales hubieran
explorado los objetos al menos durante 20 s. Los animales que durante estos 12
min. no fueron capaces de explorar los objetos un minimo de 20 s, se excluyeron
del experimento. Justo después de esta sesién los animales fueron inyectados i.p.
con salino (0.9% NaCl) o nicotina 0.3 mg/kg

2"% sesion (Test): Se realizd al cabo de 1h de terminar la sesion de adquisicion.
Durante esta sesién, uno de los objetos de la sesién de adquisicion fue sustituido
por otro de diferente pero con la misma preferencia, y los animales se colocaron en

el campo abierto durante 5 min.

HABITUACION ADQUISICION TEST

AND —|© %@ |- O‘UO

La memoria de reconocimiento se evalud calculando, en la 2

nda

sesion, la diferencia
de tiempo de exploracion entre el objeto nuevo y el familiar, dividido por el tiempo
total de exploracion de los dos objetos (N-F/N+F)*100. La exploracion de los objetos
se calcul6é midiendo el tiempo en que el raton dirigia su nariz hacia el objeto a una
distancia < 2cm o tocando con la nariz. Pasar alrededor del objeto o ponerse

encima de él no se considerd exploracion.
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El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral ha sido caracterizar el papel como
interfaz genético en trastornos de ansiedad y abuso de sustancias de genes clave
en procesos de neurodesarrollo y plasticidad y en la funcionalidad de los sistemas
de neurotransmision. Por ello el trabajo experimental se organiza en dos fases, que
comparten la utilizacion de modelos murinos genéticamente modificados como
aproximacion experimental: un modelo de sobrexpresion de NTRK3, y otro de
sobrexpresion de un cluster genético que agrupa las subunidades B4, a3, y a5 de
nAChRs. Dado que intentamos comprender los mecanismos implicados en la
comorbilidad entre el abuso de drogas y los trastornos de ansiedad, pero también
delimitar las regiones cerebrales responsables de la co-ocurrencia de estos dos
trastornos se han realizado estudios conductuales, farmacologicos con drogas de
abuso como morfina o nicotina, y experimentos de caracterizacion histoloégica y

molecular.

Los resultados que presentamos en los dos modelos experimentales objeto de
estudio, reflejan niveles diferentes de caracterizacién debido a que: 1/ el papel
funcional de cada una de las proteinas es diferente y 2/ la caracterizacion basal
previamente realizada en el laboratorio era diferente. Asi, mientras que el modelo
de sobrexpresion del receptor de la NT-3, TgNTRKS, habia sido validado
anteriormente como modelo de trastorno de ansiedad (Dierssen et al., 2006), en el
caso del modelo de sobrexpresion de los NAChRs ha sido necesario realizar en una

primera fase, la validacién conductual (isomorfismo) y farmacolégica.

1. CARACTERIZACION DE LA CO-MORBILIDAD DE TRASTORNOS DE
ANSIEDAD Y ABUSO DE SUSTANCIAS EN EL MODELO DE
SOBREXPRESION DE NTRK3

Existen varias familias de genes que podrian explicar la comorbilidad entre los
trastornos de ansiedad y el abuso de drogas. Los factores neurotréficos son buenos
candidatos, ya que participan en las adaptaciones producidas frente a estimulos
emocionales, y frente a la adiccion a las drogas. Pero también facilitan durante el
neurodesarrollo cambios en plasticidad sinaptica y trofismo neuronal, que
finalmente podrian promover alteraciones estructurales y funcionales en regiones

cerebrales clave en los trastornos de ansiedad y de abuso de sustancias. En
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nuestro laboratorio disponemos de un modelo transgénico (TgNTRK3) con
sobrexpresion del receptor de alta afinidad para NT-3, TrkC, que habia sido
validado en trabajos previos como modelo de trastorno de panico (Dierssen et al.,
2006).

1.1. Caracterizacion morfoldgica y funcional de estructuras clave en la
co-morbilidad: EI LC

Una de las caracteristicas patognomoénicas del trastorno de panico es el exceso de
actividad noradrenérgica que se produce durante los ataques de panico. De hecho,
estudios iniciales mediante técnicas de recuento estereoldgico mostraban un
incremento de la densidad celular en la region troncoencefalica, especificamente a
nivel del LC en el transgénico TgNTRK3 (Dierssen et al., 2006). Dado el papel
fundamental que esta estructura juega a su vez en la dependencia opiacea, era

necesario profundizar en la caracterizacion de este fenotipo.

1.1.1. Caracterizacion morfométrica del LC en el raton TgNTRK3

Utilizando la técnica de Cavalieri, no se observaron diferencias significativas en el
volumen del LC. Posteriormente procedimos a la caracterizacion de la densidad
celular en diferentes subregiones del nucleo, estudiando separadamente la
poblaciébn noradrenérgica, tirosina hidroxilasa (TH) positiva y aquellas

subpoblaciones neuronales que presentaban doble marcaje con TH y TrkC.

1.1.2. El TgNTRK3 muestra un incremento de neuronas TH/TrkC positivas en
elLC

Se sabe que diferentes porciones del LC proyectan hacia diferentes estructuras
(Szot et al., 2006) y a su vez reciben aferencias procedentes de regiones cerebrales
diferentes. Por ello, analizamos secciones obtenidas a diferentes niveles del LC
(30%, 50%, 70%, Figura 1), siguiendo el método de (Hoogendijk et al., 1999). El
analisis estadistico reveld un incremento significativo de la densidad de células
noradrenérgicas, con inmunoreactividad positiva para TH en el TgNTRKS en la
porcion mas rostral (30%) del LC (incremento del 24.9%; F (1,12) = 3.75, P = 0.05,
ANOVA de una via). Sin embargo, este incremento no se observé en el nivel
intermedio (50%) del LC. A nivel caudal (70%), el TNTRK3 de nuevo mostré un
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incremento de neuronas TH positivas si bien en esta subregién no alcanzé
significacion estadistica. En el caso de las neuronas con doble inmunoreactividad
positiva, TH/TrkC se observé un patron similar aunque las diferencias no llegaron a
ser significativas. Asi, la densidad de neuronas que mostraron colocalizacion fue
mayor en el TJNTRK3 en los niveles del 30% y del 70%, mientras que en la zona

medial del LC no se observaron diferencias en las neuronas con doble marcaje.

(A)

75um
[ —

(B)

N° de células LC 30% N° de células LC 50% N° de células LC 70%

250 * 250 250
— 200 — 200 — 200
S S 2
S 150 £ 150 £ 150 owT
Q100 < 100 © 100 TgNTRK3
xR xR X

50 50 50

TrkC  TH/TrkC TrkC  TH/TrkC TrkC  THITrkC

Figura 1. Colocalizacion de neuronas TH/TrkC positivas en el LC. (A) Microfotografias de
fluorescencia de una region representativa del LC de animales controles (WT, panel izquierdo) y
animales TgNTRKS3 (panel derecho). La misma fotografia se obtuvo utilizando diferentes filtros. En la
parte superior izquierda de la figura se muestra la inmunoreactividad de la TH (verde), mientras que en la
parte superior derecha se muestra la inmunoreactividad para TrkC (rojo). En la parte inferior izquierda de
la figura se muestra la colocalizacion de neuronas TH/TrkC del LC y en la parte inferior derecha se
muestra un diagrama representativo de la colocalizacion de neuronas TH y TrkC positivas. (B) EI nimero
de neuronas TH/TrkC de animales controles (WT) y animales TgNTRK3 del LC a diferentes niveles en el
plano rostro-caudal (30%, 50%, 70%) se muestra representado en diagramas de barras. Los datos estan

expresados como medias + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05.
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1.1.3. La sobrexpresion de NTRK3 incrementa la actividad basal de neuronas
noradrenérgicas del LC y altera las adaptaciones funcionales producidas en
este nucleo como consecuencia de la administracién cronica de morfina

Estudios electrofisiologicos previos en colaboracion con el grupo del Dr. Joseba
Pineda, de la Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU) habian mostrado que la
disregulacion de los niveles de expresion del receptor de NT-3 (TrkC) producia
cambios en la actividad basal del LC. El incremento de la actividad del LC, ademas
de estar presente en los ataques de panico, contribuye a la expresion del sindrome
de abstinencia en ratones dependientes a la morfina (Kogan et al., 1992). Era por
tanto necesario determinar si la hiperactividad de neuronas del LC durante la
abstinencia a morfina era diferencial en el modelo TgNTRK3. Para ello se realizaron
estudios electrofisiolégicos, mediante registros extracelulares de célula unica en
cortes del troncoencéfalo que contenian LC, obtenidos a partir de cerebros de
ratones controles y TgNTRK3. Los valores de actividad basal [despolarizaciones
(spikes) por segundo] obtenidos en neuronas del LC de animales controles (0.75
0.1) se encontraron dentro del rango de valores obtenidos previamente en cortes
cerebrales de rata (Kogan et al., 1992). El sindrome de abstinencia a morfina,
provocado in vitro en ratones controles, incrementé la actividad de las neuronas del
LC (+73%, P < 0.05, ANOVA de una via) en comparacién con los valores obtenidos
en el grupo control tratado con salino (Figura 2). Los valores obtenidos en los
animales TgNTRKS3 tratados con salino fueron significativamente superiores
respecto a los obtenidos en animales controles (1.28 + 0.1 Hz, P < 0.05, ANOVA de
una via. Figura 2). Sin embargo, durante el sindrome de abstinencia a morfina, los
animales TgNTRK3 no mostraron incrementos en la frecuencia de descargas
respecto al grupo transgénico/salino, por lo que los valores alcanzados fueron
similares a los obtenidos en el grupo abstinente de animales control (Figura 2).
Mientras que el patrén de respuesta en los ratones control fue el esperado, en el
transgénico, la respuesta paradodjica obtenida sugiere que la sobrexpresién del
receptor TrkC es capaz de modificar la actividad del LC en condiciones basales,
llegando a niveles de descarga similares a las producidas durante la abstinencia a
morfina en animales control, pero en cambio impide las adaptaciones funcionales

producidas durante la dependencia a la morfina.
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Figura 2. Electrofisiologia de neuronas del LC.

owWT -
B TQNTRKS Actividad de neuronas del LC en cortes

15 B t cerebrales de animales controles (WT) vy
TgNTRK3: 1) tratados con salino (Sal), 2)
10 7 abstintentes a morfina (Mf). La grafica muestra la
actividad neuronal contabilizada como
5 despolarizaciones por cada 10 s. Los datos estan

expresados como medias + E.E.M. Diferencias

Despaolarizaciones/10 s

Sal Wf entre genotipos *P < 0.05. Diferencias entre

grupos de tratamiento 1P < 0.05

2. CARACTERIZACION CONDUCTUAL DEL PERFIL DE RESPUESTA A
LA MORFINA EN EL RATON TGNTRK3

2.1. El raton TgNTRK3 mostré una menor sensibilidad a los efectos

agudos de la morfina

Los efectos agudos de la morfina se evaluaron registrando la accion analgésica y la
modificacion de actividad locomotora (Figura 3). La evaluacién de la accion
analgésica de morfina en el test de la placa caliente no mostré diferencias cuando
se comparé la latencia de salto (Figura 3A). Sin embargo, la respuesta de lameteo
de las patas (Figura 3B), que es mas sensible a agentes analgésicos y se considera
una medida mas precisa de potencia antinociceptiva en roedores, mostré una
reduccion significativa del efecto antinociceptivo producido por la administracion
aguda de morfina en el TJNTRKS (control = 65.69 + 5.92; TQNTRK3 = 49.15 + 5.62,
F (1,47) = 4.08, P < 0.05; ANOVA de una via). No se observaron diferencias de
genotipo en los animales tratados con salino ni en la respuesta de salto (control =
-1.565 + 3.53; TgNTRK3 = 0.00 £ 4.05, F (1,56) = 0.08, n.s., ANOVA de una via) ni
de lameteo (control = 0.00 + 3.52; TgNTRK3 = 0.00 + 7.54, F (1,56) = 0.00, n.s.,
ANOVA de una via) indicando que el umbral nociceptivo es similar en ambos
genotipos. El test de inmersién de la cola (Figura 3C) de nuevo corrobor6 la
similitud de respuesta en ambos genotipos en condiciones basales (control = 0.00
+ 0.60; TgNTRK3 = 0.00 + 0.56, F (1,69) = 0.00, n.s., ANOVA de una via). Sin
embargo, al igual que sucedia con el parametro menos sensible en el test de la

placa caliente, la latencia de salto, no se observaron diferencias significativas entre
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genotipos en los efectos antinociceptivos de la administracion aguda de morfina
(control = 75.63 £ 3.93; TgNTRK3 = 71.85 £ 4.16, F (1,48) = 0.44, n.s., ANOVA de

una via).

El estudio de la actividad locomotora (Figura 4A) no mostrd diferencias entre
genotipos en condiciones basales (control = 269.84 + 30.38; TgNTRK3 = 303.80 *
22.47,F (1,55) = 0.73, n.s., ANOVA de una via). Por otra parte, la administraciéon de
morfina produjo un incremento de la actividad locomotora que alcanzd niveles
similares entre ambos genotipos, (control = 415.54 + 56.84; TgNTRK3 = 371.37
57.34, F (1,48) = 0.29, n.s., ANOVA de una via). El ANOVA de dos vias no mostro
interaccién entre genotipo y tratamiento (F (1,106) = 0.81, n.s.).

(A) (B)
_ Placa caliente = Placa caliente
=2 )
W 120 W
"g 100 DT £ 100
[ ]
2 50 TgMTRIKE § - ,
® W % 60
P 40 8 40
s 2 w0
g 0 g 0
% 30 Sal M § 30 Sal hf
- ‘a’
|
(C)
Inmersion de la cola Figura 3. Efectos agudos nociceptivos de la morfina (Mf, 10

mg/kg, s.c.) en el TgNTRK3. La evaluacién del efecto
120
antinociceptivo se realizd6 mediante dos pruebas: (A, B) test de

&0 la placa caliente en el que se analiz6 (A) la respuesta de salto y
a0 (B) el lameteo de las patas y (C) test de inmersiéon de la cola.
Los datos estan expresados como medias + E.E.M del efecto

0 maximo posible (MPE). Diferencias entre genotipos *P < 0.05.
Sal tf

Latencia de retirada (MIPE%)
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2.2. La sensibilizacion locomotora inducida por la morfina y el
desarrollo de la tolerancia a su efecto antinociceptivo no se

modificaron por la sobrexpresion de TrkC

La actividad locomotora se registr6 después de la inyeccion con salino o morfina, y
durante las primeras horas de la fase de luz del ciclo luz-oscuridad. Los animales
tratados con salino de ambos genotipos, mostraron una disminucion de la actividad
total en las primeras sesiones (sesién de habituacion (HABIT)1 = 470.44 + 27.01;
HABIT2 = 397.31 + 36.57; administracion aguda (AGUDO) = 269.84 + 30.34, F
(2,93) = 10.34, P < 0.001, ANOVA de una via), indicando una habituacién al
aparato, seguido por un nivel de actividad locomotora estable a lo largo de las

sesiones (Figura 4A).

Los niveles de actividad mostraron un patron de normalidad respecto a lo
observado para esta cepa durante la fase de luz del ciclo luz-oscuridad en estudios
previos realizados en nuestro laboratorio. El analisis estadistico reveld que la
administracion cronica de morfina producia sensibilizacion en la actividad
locomotora, tanto en los animales controles (F (1,56) = 11.23, P = 0.001, ANOVA de
una via) como en los TgNTRK3 (F (1,47) = 9.84, P < 0.01, ANOVA de una via)

cuando se compararon con el grupo salino (Figura 4A).

El desarrollo de tolerancia a la accion antinociceptiva de la morfina se monitorizé a
lo largo de 7 dias, sometiendo a los animales a dos administraciones diarias de
morfina (10 mg/kg) y evaluando posteriormente la antinocicepcion mediante el test
de inmersion de la cola (Figura 4B). Tanto los animales TgNTRK3 como los
controles mostraron una pérdida progresiva del efecto antinociceptivo a lo largo de
las sesiones en el test de inmersion de cola, por lo que la curva de tolerancia fue
similar en ambos genotipos (%MPE; F(1,47) = 0.48, n.s., ANOVA de medidas
repetidas). El grupo salino tampoco mostro diferencias entre genotipos durante los 7
dias de experimento (F (1,68) = 0.00, n.s., ANOVA de medidas repetidas). El
analisis estadistico mediante el ANOVA de medidas repetidas de dos vias no
mostré interaccion entre genotipo y tratamiento (F (1,115) = 0.66, n.s., ANOVA de

medidas repetidas) a lo largo de los dias.
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Figura 4. Desarrollo de tolerancia a los efectos antinociceptivos de la morfina y sensibilizacion a
la actividad locomotora en el TgNTRK3. (A) Actividad locomotora medida como distancia recorrida en
centimetros (cm). (B) Respuesta nociceptiva evaluada como porcentaje del efecto maximo posible
(%MPE). Los datos estan expresados como medias + E.E.M.

2.3. El sindrome de abstinencia no se modificé en el TJNTRK3 cuando

la dependencia se indujo mediante dosis crecientes de morfina

El sindrome de abstinencia se estudié utilizando dos protocolos de administracion
de morfina tal y como se detalla en la seccion de Materiales y Métodos. En el primer
caso, se examinaron los signos de abstinencia en animales controles y TgNTRK3
(Figura 5) después de 6 dias de administracion de dosis crecientes de morfina, y
tras desencadenar la abstinencia mediante una inyeccion subcutanea de naloxona
dos horas después de la ultima inyeccion de morfina. Tanto los animales controles
como los TgNTRK3 mostraron los signos caracteristicos del sindrome de
abstinencia a morfina, incluyendo sacudidas, temblor de patas, piloereccion, saltos,
y otras conductas (Figura 5A). No se observaron diferencias en la puntuacién global
obtenida en ambos genotipos (control = 86.95 + 9.00; TgNTRK3 = 87.72 + 6.73, F
(1,36) = 0.00, n.s., ANOVA de una via; Figura 5B). Los animales tratados con salino
+ naloxona no presentaron respuesta apreciable, y tampoco mostraron diferencias
entre genotipos, aunque se observo una tendencia a una mayor respuesta en los
animales TgNTRK3 para algunos de los signos observados de forma que la
puntuacion global mostré una tendencia no significativa a ser superior (control =
14.73 £ 1.73; TgNTRKS3 = 27.81 £ 7.63, F (1,40) = 2.56, n.s., ANOVA de una via).
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c _ ) i
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expresados como medias * E.E.M.

2.4 Efecto de la clonidina sobre la respuesta conductual del TJNTRK3
durante la abstinencia a morfina tras desarrollar dependencia mediante
dosis crecientes de la droga

Para determinar el efecto de clonidina sobre sindrome de abstinencia a morfina,
éste fue inducido mediante el mismo protocolo de administracién que en el apartado
anterior, y se cuantificaron los signos de la abstinencia en animales tratados o no
con clonidina (Figura 6). Cuando se analiz6é la puntuacion global obtenida de la
suma de los signos de la abstinencia no se observaron diferencias significativas
entre genotipos en los grupos tratados con salino+salino+naloxona y en los
salino+clonidina+naloxona, pero si que se observd una mayor puntuacion en los
TgNTRK3 respecto a los controles, en los grupos tratados con
morfina+salino+naloxona. En los grupos tratados con morfina+clonidina+naloxona
se observo una disminucion de los sintomas de la abstinencia en ambos genotipos

cuando se comparaban con los morfina+salino+naloxona, que Unicamente alcanzé
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significacion estadistica en TgNTRK3 (F (1,14) = 8.78, P < 0.01, ANOVA de una
via).

Sindrome de abstinencia

100 **
—_
- 30 o
@ owWT
o
= mTghTRKS
= 60 —
c
=i
g 404
=
bt
c
g 20
Sal+Sal+ Mix Sal+Clo+hlx Mf+Sal+ Ml W+ Clo+ M

Figura 6. Respuesta conductual al efecto de la clonidina en el TgNTRK3 tras abstinencia a
morfina. La grafica muestra la puntuacién global obtenida de la suma de todos los sintomas observados.
El eje de abscisas muestra los diferentes tratamientos: salino+salino+naloxona (Sal+Sal+NIx),
salino+clonidina+naloxona (Sal+Clo+NIx), morfina+salino+naloxona (Mf+Sal+NiIx),
morfina+clonidina+naloxona (Mf+Clo+NIx). Los datos estan expresados como medias + E.E.M.

Diferencias entre tratamientos **P < 0.01.

2.5. Efecto de la clonidina en la actividad del LC durante la abstinencia
a morfina tras desarrollar dependencia mediante dosis crecientes de la

droga

Con el fin de averiguar si los autorreceptores a2 adrenérgicos estaban alterados en
el TgNTRKS3 se realizé una curva dosis-respuesta de clonidina en secciones del LC
de ratones abstinentes. Los resultados no mostraron diferencias significativas en la
curva dosis-respuesta (Figura 7A) de ambos genotipos en los diferentes
tratamientos, ni tampoco en la concentracién eficaz 50 (CEsy) (Figura 7B). Sin
embargo se observd una tendencia a una menor inhibicion del LC en los animales
TgNTRKS respecto a los controles cuando se trataron con salino mas clonidina, que
podria indicar una cierta desensibilizacién de los receptores a2 adrenérgicos en
condiciones basales. Tras abstinencia a morfina los animales control mostraron una
disminucién del efecto inhibitorio de la clonidina respecto a los tratados con salino,
mientras que en los TQNTRKS3 se observé un incremento de los efectos inhibitorios

de la clonidina respecto a sus salinos, sugiriendo una desensibilizacion de los
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receptores a2 adrenérgicos en animales controles tras abstinencia a morfina y

paradojicamente una hipersensibilizacion de estos receptores en los animales

TgNTRKS.
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Figura 7. Efecto de la clonidina en el TJNTRK3 tras abstinencia a morfina. (A) Porcentaje de
inhibicién de neuronas del LC tras la administracion de dosis crecientes de clonidina (100 nM, 1 ym, 10
ym, 100 um, 1 mM, 10 mM) en animales controles (WT) y TgNTRK3 tratados con salino (Sal) o
abstinentes a morfina (Mf). La tabla muestra, mediante flechas, el incremento o la disminucion del
porcentaje de inhibicidn de neuronas del LC entre los animales tratados con salino y los abstinentes de
cada genotipo. (B) Concentracién eficaz 50 (CEsy) expresada en concentracién de clonidina micromolar
en animales tratados con salino (Sal) y en animales abstinentes a morfina (Mf). Los datos estan

expresados como medias + E.E.M.

2.6. El sindrome de abstinencia se intensificé en el TgNTRK3 cuando la

dependencia se indujo mediante dosis constantes de morfina
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Con la finalidad de descartar un posible efecto umbral en los signos de abstinencia
observados en animales controles y transgénicos, se utilizé un régimen de
administracion alternativo, en el que se examinaron los signos de la abstinencia a
morfina en animales tratados con una dosis estable mas baja en administracion
cronica (Figura 8). Cuando se compard con lo observado en los animales tratados
con dosis crecientes de morfina, cuando se utilizé el régimen de dosis constante de
la droga el sindrome de abstinencia fue en general menos intenso en ambos
genotipos. Sin embargo, se observé un incremento de la respuesta en algunos
signos de abstinencia en los animales TgNTRK3 (Figura 8A), de forma que la
puntuacion global (Figura 8B) mostré un diferencia significativa entre genotipos,
siendo la puntuacién de los animales TgNTRK3 dos veces superior a la de los
controles (control = 16.57+ 2.56; TgNTRK3 = 33.17+ 6.23, F (1,16) = 6.07, P < 0.05,
ANOVA de una via). De nuevo, no se observaron diferencias significativas tras el
tratamiento con salino + naloxona al igual que sucedia en el experimento anterior
(control = 4.41+ 0.95; TgNTRK3 = 5,90+ 1.18, F (1,21) = 0.98, n.s., ANOVA de una

via).

Sal+Nlx JUMPS | PRy TREMOR |WET DOG SHOKES | SMIFFINGS | TREMOR PTOSIS (DIBHORRES [FILOERECTIOMN | MASTICATION
WT  [0.3x0.12 | D.75x0.08 054 0,34 .00 0.00 | 0392025 | 0602092 | 000000 TETE0.7 DEOE 021
TaMTRES [1.12+095 1.084H1.21 1.09+ 043 0.00+0.00 (0304020 (1204062 | 0.00+0.00 0.00+ 0.00 030+ 020
Chi-Square 0.81 1.84 E.52 0.00 0.03 042 0.00 253 1.63
Fwalue [EN 07 [ 100 [EH 073 100 R .20
M+ Hhx JUMPS | PAW TREMOR |WET DOG SHAKES | SMIFFIMGS | TREMOR PTOSIS OIBHORRES | PILOERECTION | MASTICATION
T 240+ 1.59 323+ 1.4 2784045 0E3+0.83 |0.83+ 036 2062071 | 0.33£0.22 1.17+0.949 FEEENET)
TgMTREZ [9.68+2.84] 21.03+7.09 .00+ 1.49 0.00+ 0.00 |0.75+ 060 060+ 0460 0.60+ 024 0.60+ 060 a0
Chi- Square 5 65 FE 0.63 1.11 0.549 376 0.Gf 0.50 0.78
P-walue 0.0z 0.oo 027 0.24 0.34 0.04 0.4 0.4 0.37
Figura 8. Puntuaciéon de los signos de
o . q la abstinencia a morfina. (A) Puntuacion
Sindrome de abstinencia (A)
= de cada uno de los signos observados en
g 60 * BT los animales controles (WT) y
= 50 _ BTgNTRKS o o
£ 40 transgénicos (TgNTRK3) en condiciones
=)
g 30 T basales (Sal+NIx) y tras abstinencia a
=2 20 ) ..
£ i morfina (Mf+NIx). (B) Puntuacion global
z .
o . de todos los signos. Los datos estan
Sal+Mlx I+

expresados como medias + E.E.M.

Diferencias entre genotipos *P < 0.05.
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2.7. Modificaciones en el comportamiento ansioso en el TgNTRK3

durante la abstinencia a morfina

El sindrome de abstinencia se ha relacionado con un incremento de la ansiedad en
humanos y ratones (Schulteis et al., 1998). Por ello evaluamos la respuesta
conductual en el test del laberinto circular elevado (O-maze). El analisis estadistico
mostré un incremento del tiempo de permanencia en la zona desprotegida durante
el sindrome de abstinencia en los animales TgNTRK3 (Figura 9A), cuando se
compard con el observado tras el tratamiento con salino+naloxona (salino+naloxona
= 5.95 + 2.61; morfina+naloxona = 15.75 + 3.58, F (1,20) = 5.02, P < 0.05, ANOVA
de una via). Este patrén de respuesta fue similar en los animales controles, si bien
en éstos no alcanzd significacion estadistica (salino+naloxona = 7.35 + 2.56;
morfina+naloxona = 10.08 + 2.96, F (1,21) = 0.49, n.s., ANOVA de una via).
Ademas, la latencia de entrada en las zonas desprotegidas (Figura 9B) disminuyd
durante la abstinencia a morfina tanto en el TgNTRKS3 (salino+naloxona = 196.81 +
26.02; morfina+naloxona = 90.70 + 26.98, F (1,20) = 8.00, P < 0.01, ANOVA de una
via) como en los animales controles, aunque en éstos lo hizo de forma no
significativa (salino+naloxona = 187.25 = 30.33; morfina+naloxona = 130.44 =
41.84, F (1,20) = 1.27, n.s., ANOVA de una via).

(A) (B)
Tiempo en zona desprotegida Latencia de entrada

25 * DT i

B TgMNTRKS
20

Sal+Mlx T+l Sal+Mix R+ Il

v T ]
o n
= O
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o
=
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o
(o]

n
o
[

Figura 9. Test del laberinto circular elevado (o-maze) durante abstinencia a morfina. (A) Tiempo de
permanencia en zona desprotegida (porcentaje), en condiciones basales (Sal+NIx) y durante abstinencia
a morfina (Mf+NIx). (B) Latencia de entrada en zona desprotegida medida en segundos, en condiciones
basales (Sal+NIx) y durante abstinencia a morfina (Mf+NIx). Los datos estan expresados como medias *
E.E.M. Diferencias entre tratamientos *P < 0.05, **P < 0.01.
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3. DISREGULACION DE LOS NIVELES DE mRNA DE NT-3, BDNF Y SUS
RECEPTORES TRKC Y TRKB DESPUES DE LA ADMINISTRACION
CRONICA CON DOSIS CRECIENTES DE MORFINA Y DURANTE EL
SINDROME DE ABSTINENCIA EN LOS RATONES TGNTRK3

Se ha propuesto que la regulacién de la expresién de neurotrofinas y sus receptores
inducida por la administracibn de opiaceos, se asocia a los cambios
neuroadaptativos subyacentes a la dependencia de éstos. El objetivo de este
experimento fue examinar si esta regulaciébn se encontraba modificada en los
ratones TgNTRK3, a la vista de las diferencias observadas en el sindrome de
abstinencia. Los experimentos de hibridacién in situ en secciones coronales de LC
confirmaron el incremento de los niveles de mRNA de TrkC (Figura 10A) en los
TgNTRKS respecto a sus controles (Control = 7.69 £ 0.56 vs. TgNTRK3 = 10.56
1.00, F (1,95) = 7.06, P < 0.01, ANOVA de una via). Este incremento fue
acompafiado por un incremento en los niveles de mRNA de NT-3 (Figura 10A)
(Control = 1.46 £ 0.09; TgNTRK3 =1.99 + 0.12, F (1,55) = 12.49, P < 0.01, ANOVA

de una via).

El tratamiento crénico con morfina y la inducciéon del sindrome de abstinencia
modularon de forma diferencial el sistema NT-3/TrkC en animales controles y
transgénicos. Los niveles de mRNA de NT-3 no mostraron alteraciones respecto a
los observados en condiciones basales en los animales control ni después del
tratamiento crénico con morfina, ni durante la abstinencia, (salino = 1.46 £ 0.09;
morfina crénica = 1.65 * 0.11; morfina + naloxona = 1.92 + 0.22, F (2,82) = 2.12,
n.s., ANOVA de una via). El mismo patron se observd en los ratones TgNTRK3
(salino = 1.99 + 0.12; morfina cronica = 2.36 + 0.21; morfina + naloxona = 2.09 *
0.18, F (2,70) = 1.06, n.s., ANOVA de una via). La comparacién de ambos
genotipos mostré un incremento en los niveles de NT-3 en los animales
transgénicos tratados cronicamente con morfina (Control = 1.65 = 0.11 vs.
TgNTRK3 = 2.36 + 0.21, F (1,35) = 10.09, P < 0.01, ANOVA de una via) pero no
después de la abstinencia (Control = 1.92 + 0.23; TgNTRK3 = 2.09 + 0.18, F (1,59)
=0.34, n.s., ANOVA de una via).
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Los animales transgénicos mostraron una disminucién de los niveles de mRNA de
TrkC después del tratamiento crénico y durante la abstinencia (salino = 10.55 *
1.00; morfina cronica = 8.07 + 0.85; morfina + naloxona = 4.92 + 0.68; ANOVA de
una via, F (2,102) = 12.34, P < 0.001), mientras que ésta no se observo en los
animales controles (salino = 7.69 + 0.56; morfina crénica = 8.97 + 1.70; morfina +
naloxona = 7.84 + 0.63, F (2,127) = 0.51, n.s., ANOVA de una via).

Cuando estudiamos la regulacion del sistema BDNF/TrkB, contrariamente al
incremento observado en los niveles de mRNA de TrkC, en el TgNTRK3 en
condiciones basales, los niveles de TrkB (Figura 10B) fueron inferiores a los
observados en los animales controles (Control = 16.05 + 0.81; TgNTRK3 = 10.09 +
0.96, F (1,53) = 22.11, P < 0.001, ANOVA de una via), pero no se observaron
diferencias en los niveles de mRNA de BDNF (Figura 10B) (Control = 5.92 + 1.00;
TgNTRK3 =4.28 + 0.30, F(1,37) = 2.35, n.s., ANOVA de una via).

El tratamiento crénico con morfina modificé los valores de TrkB unicamente en los
ratones control, de forma que se detectaron niveles similares en ambos genotipos
(Control = 9.86 + 1.12; TgNTRK3 = 8.25 + 1.03, F (1,40) = 1.11, n.s., ANOVA de
una via). En consecuencia, la reduccion en los niveles de TrkB respecto al grupo
basal fue significativa en los animales controles (salino = 16.05 + 0.81; morfina
cronica = 9.86 + 1.12; morfina + naloxona = 11.18 + 0.93, F (2,80) = 11.00, P <
0.001; ANOVA de una via), pero no en los animales TgNTRK3 (salino = 10.09 £
0.97; morfina crénica = 8.25 + 1.03; morfina + naloxona = 8.30 + 1.06, F (2,81) =
1.02, n.s., ANOVA de una via). Durante la abstinencia a morfina se observé una
disminucién significativa de los niveles de TrkB en el TgNTRK3 (Control = 11.18 £
0.93; TgNTRK3 =8.30 + 1.06, F (1,66) = 4.19, P < 0.05, ANOVA de una via).

Por el contrario, y tras el tratamiento crénico con morfina y durante la abstinencia la
expresion de BDNF se modifico, tanto en los animales controles (salino = 5.92 +
1.00; morfina crénica = 7.76 + 0.95; morfina + naloxona = 9.85 + 0.79, F (2,73) =
5.51, P < 0.001, ANOVA de una via) como en los TgNTRKS (salino = 4.28 + 0.30;
morfina crénica = 7.93 + 0.90; morfina + naloxona = 7.89 + 0.47, F (2,68) = 9.59, P
< 0.001, ANOVA de una via).
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Figura 10. Hibridaciones in situ de NT-3, BDNF, TrkC y TrkB después del tratamiento crénico con
morfina y tras abstinencia. (A) En el panel superior izquierdo, diagrama del locus coeruleus (LC),
nucleo de Barrington (Bar) y nucleo trigeminal mesencefalico (Me5). Expresion de TrkC y NT-3 (panel
inferior izquierdo). Los resultados se expresan como porcentaje de intensidad de la regién de interés (%
ROI) en los animales controles (barras blancas) y en los TgNTRK3 (barras negras). Fotografias de
secciones coronales de 14 ym (panel derecho) mostrando la expresion TrkC en el LC de animales
controles y TgNTRKS3. (B) Expresion de TrkB y BDNF (panel izquierdo) representado como porcentaje de
intensidad de la regién de interés (% ROI) en los animales controles (barras blancas) y en los TgNTRK3
(barras negras). Fotografias de secciones coronales de 14 uym (panel derecho) mostrando la expresiéon
TrkB en el LC de animales controles y TgNTRK3. Los datos estan expresados como medias + E.E.M.
Diferencias entre genotipos *P < 0.05, **P < 0.01 ***P < 0.001. Diferencias entre tratamiento 1P < 0.05,
1P < 0.01, t11P < 0.001

4. LA DISREGULACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE NTRK3
NO MODIFICA LA EXPRESION DE THEN EL LC

La TH es el enzima limitante de la sintesis de noradrenalina. Durante una
exposicion crénica a morfina, los niveles de TH incrementan en neuronas
noradrenérgicas de rata y ratdn, probablemente como mecanismo compensatorio a
la inhibicion neuronal del LC producida por la morfina (Lane-Ladd et al., 1997). Con
el fin de examinar cémo la disregulacién en los niveles de expresion de TrkC podria
alterar la expresion de TH, se compararon los niveles de expresion de TH en el LC
de animales controles y transgénicos sin tratar (basales), tratados con salino, salino
+ naloxona, morfina cronica, y morfina + naloxona (Figura 11). El analisis
estadistico no mostro interaccion entre genotipo y tratamiento (F (4,67) = 0.10, n.s.,
ANOVA de dos vias), y la expresién de TH fue similar entre genotipos en todos los
tratamientos (F (1,67) = 0.47, n.s., ANOVA de dos vias), si bien los diferentes
tratamientos mostraron diferentes niveles de expresion de TH (F (4,67) = 6.67, P <
0.001, ANOVA de dos vias). Los animales tratados con morfina crénica mostraron
un incremento importante en ambos genotipos cuando se compararon con los
basales (basal = 0.53 = 0.08; morfina cronica = 1.06 + 0.26, F (1,15) = 5.82, P <
0.05, ANOVA de una via, en animales controles, y basal = 0.54 + 0.06 morfina
cronica = 1.15 £ 0.35, F (1,15) = 5.11, P < 0.05, ANOVA de una via, en animales
TgNTRKS3). El analisis estadistico también reveld un incremento en la expresion de
TH durante el tratamiento con morfina + naloxona, cuando se compararon los

niveles con los obtenidos en el grupo tratado con salino de cada genotipo (basal =
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0.53 = 0.08 morfina + naloxona = 1.06 + 0.25, F (1,15) = 6.10, P < 0.05, ANOVA de
una via, en animales, en animales controles y, basal = 0.54 + 0.06; morfina +
naloxona = 1.27 + 0.41, F (1,15) = 5.29, P < 0.05, ANOVA de una via, en animales
animales TgNTRK3).

Actin

% Basal

Expresién de TH

350 5
T T By
prl * * | = TgHTRK2
1

|-_._|J

T i el
gl BE B

Nalkve Chron Sal SalwMix Chron Mt bl Pl

Basal Sal Sal+hix Mf Cron f+ Ml

WT  Tigkltrk2 wT Tghimkad wi Tobbk3  wT Tohokd  wT Tghlima

- — --{

—— —— -‘-—.—

Figura 11. Expresion de TH en el LC tras administracion crénica de morfina y durante abstinencia.

Western blot de TH en bregma -4.60 al -7.56 de animales controles (barras blancas) y TgNTRKS3 (barras

negras). La actina se utilizé como control de carga de proteinas. Los animales sin tratar se consideraron

el grupo basal. Los datos estan expresados como medias + E.E.M. *P < 0.05 cuando se compararon con

el basal en los animales controles, y TP < 0.05 cuando se compararon con el basal en los animales

TgNTRK3.
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5. CARACTERIZACION DE UN MODELO MURINO DE SOBREXPRESION
DE LAS SUBUNIDADES a3, a5y 34 DE nAChRs

5.1. Caracterizacion del ratén TQCHRNA3/A5/B4

5.1.1. Expresion de las subunidades a3, a5, y B4 en el ratén TCHRNA3/A5/B4
Para poder interpretar correctamente posteriores resultados conductuales, era
necesario analizar del patron de expresion de las subunidades CHRNA3, CHRNAS5,
y CHRNB4 en diferentes regiones cerebrales mediante un analisis
inmunohistoquimico (Figura 12). Los resultados mostraron un patréon de expresion
de las subunidades CHRNA3, CHRNA5, y CHRNB4 similar entre animales

controles y TJCHRNARS/A5/B4, descartando la existencia de expresion ectopica.

CHRHASWT HIP  CHRBMAS Tg HIP CHRMASWT CX  CHRHMAS Tg C

Figura 12. Distribucion de los nAChRs
= mediante inmunohistoquimica. Patréon de
AR LV AR LA R L O expresion de los nAChRs a5 (CHRNAS), B4
(CHRNB4), a3 (CHRNA3), en algunas

regiones representativas como el hipocampo

CHERATD WT bl CHREHA] Ty b TR WT O

P

(panel izquierdo) y la corteza cerebral (panel

derecho) en animales controles (WT) vy

transgénicos (Tg)

Con el fin de cuantificar los niveles se realizaron estudios de expresion mediante
western blot (Figura 13). Ello era importante porque la caracterizacién del nimero
de copias de las dos lineas transgénicas utilizadas (L22 y L30) mostré valores
diferentes, que podian repercutir en los niveles finales de expresion de la proteina.
La cuantificacién de los niveles de expresion proteicos mostré un incremento de los
niveles de expresion de la subunidad B4 en el hipocampo (Figura 13A) en los
animales TJCHRNAZ3/A5/B4, siendo significativo solamente en la L22 (20%, F (1,6)
=11.77, P = 0.01, ANOVA de una via). Aunque no se observaron diferencias en la
expresion total de la subunidad a3 en ninguna de las dos lineas, si se detecté un
ligero incremento de la expresion de a5, que fue significativo unicamente en los
animales transgénicos de la L30 (15.21%, F (1,5) = 7.91, P < 0.05, ANOVA de una

via). En la corteza cerebral (Figura 13B) este incremento se observo en la expresion
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total de a3, tanto en los animales transgénicos de la L22 (25.98%, F (1,6) = 15.68, P
< 0.01, ANOVA de una via) como en los de la L30 (20.74%, F (1,5) =7.21, P = 0.05,
ANOVA de una via). También se observé una tendencia a incrementar la expresion
de a5 en los TJCHRNA3/A5/B4, pero sin llegar a ser significativa, mientras que no

se observaron diferencias significativas en la expresion total de 34 de la corteza

cerebral.
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Figura 13. Cuantificacion de los niveles de expresion de las subunidades de nAChRs (34, a3 y a5.
Expresion total de 34, a3 y a5 en (A), hipocampo y (B) la corteza cerebral. La figura muestra las bandas
(panel izquierdo) correspondientes a las tres subunidades (de arriba a abajo) en los animales controles
(WT), transgénicos de la L22 (Tg 22) y de la L30 (Tg 30). En la parte derecha de la figura estan
representadas las graficas con el porcentaje de incremento respecto a los animales controles. Los datos

estan expresados como medias + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05, **P < 0.01.

5.1.2. El T9CHRNA3/A5/B4 presenta un incremento en los sitios de fijacion
para nicotina

La expresion de nAChRs de animales controles y TgCHRNA3/A5/B4 se estudio
mediante estudios de fijacion con radioligandos utilizando [3H]nicotina (Figura 14A).

El estudio se realiz6 por separado en las dos lineas de transgénicos.

En membranas de hipocampo se observé un incremento de la fijacion de
[’H]nicotina en el transgénico de la L22 respecto al control y al transgénico de la
L30 (F (2, 21) = 8.23, P < 0.005, ANOVA de una via). Asi, el numero de sitios de
fijacion en el hipocampo triplicaba el de los animales controles (WT = 9.62 + 3.16
fmol/mg proteina; Tg22 = 27.42 + 2.88 fmol/mg proteina; P < 0.01, ANOVA de una
via) y duplicaba el de los transgénicos de la L30 (Tg30 = 14.28 + 3.58 fmol/mg
proteina; P < 0.01, ANOVA de una via). En membranas de la corteza cerebral se
observo un incremento del nimero de sitios de fijacién para nicotina en los animales
transgénicos de la L22, cuando estos se compararon con los controles (F (2, 21) =
3.39, P < 0.05, ANOVA de una via). Sin embargo, no se observaron diferencias
entre los animales controles y transgénicos de la L30, ni tampoco entre la L22 y la
L30 (Tg30 = 17.12 + 1.63 fmol/mg proteina), aunque en ambas lineas se observo

un ligero incremento respecto a los animales controles.

El n°® de sitios de fijacién para la subunidad a7 se estudi® en membranas del
hipocampo y de la corteza cerebral mediante el binding del antagonista selectivo
[’°H] MLA (Figura 14B). Los resultados no mostraron diferencias en la expresion de
estos receptores entre animales controles, transgénicos de la L22, y de la L30, en

ninguna de las dos regiones estudiadas.
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Figura 14. Ensayos de binding. (A) Estudios de fijacién de nAChRs de transgénicos de la L22 (Tg 22),
de la L30 (Tg 30) y controles (WT) en membranas de hipocampo y corteza cerebral en presencia de 10
mM (°H) nicotina. (B) Estudios de fijacion de nAChRs a7 en membranas de hipocampo y corteza
cerebral en presencia de 2nM [*H] MLA. Los datos estan expresados como medias + E.E.M. Diferencias
entre WT y Tg 22 *P < 0.05, y entre Tg 22 y Tg 30 #P < 0.05.

5.2. Caracterizacion conductual del ratén TJCHRNA3/A5/B4

5.2.1 El TgCHRNA3/A5/B4 no muestra alteraciones neurolégicas significativas
El protocolo de SHIRPA (tabla 1A), que permite la deteccion de alteraciones de la
respuesta del sistema nervioso autbnomo, y cambios conductuales y neurologicos
(Rogers et al.,, 1997; Nolan et al., 2000), no mostr6 diferencias en las medidas
somatométricas (peso y tamafio corporal), ni tampoco en la mayoria de las pruebas
neurolégicas como el reflejo prensil, la geotaxia negativa, la orientacion tactil, la
respuesta de alcance, la capacidad visual, la respuesta de sobresalto, el
enroscamiento, el reflejo de enderezamiento, el reflejo corneal, o la respuesta de

escape. Tampoco se observaron diferencias en comportamientos como la
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respuesta de mordisco o la piloereccion. Sin embargo, en el TgCHRNAS3/A5/B4 se
observo una reduccion significativa de la sensibilidad al pinchazo de la pata (Fisher
Test, P < 0.05) y una mejor respuesta del equilibrio (Fisher Test, P < 0.05, Tabla
1B)

(A)

PRUEBAS NEUROSENSORIALES

WT (%) TgCHRNA3/A5/B4 (%) Fisher test

Orientacién tactil

0 0(0.0) 0 (0.0)

1 2(100.0) 0 (0.0) 0.4839
2 14 (48.3) 15 (51.7)

Pinchazo de pata

0 0(0.0) 0 (0.0)

1 8(36.4) 14 (63.6) 0.0155%
2 8(88.9) 1(11.1)

Mordisco
0 7(70.0) 3 (30.0)
1 9 (42.9) 12 (57.1) 0.2524
Respuesta de sobresalto
0 2(66.7) 1(33.3)
1 14 (50.0) 14 (50.0) 0.9999
Enroscamiento
0 14 (50.0) 14 (50.0)
1 2(66.7) 1(33.3) 0.9999
Respuesta de escape
0 1(50.0) 1 (50.0)
1 15(51.7) 14 (48.3) 0.9999
Piloereccion

0 7(58.3) 5(41.7)

1 8(50.0) 8 (50.0) 0.7758
2 1(33.3) 2 (66.7)
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(B)

PRUEBAS SENSORIOMOTORAS

WT (%) TgCHRNA3/A5/B4 (%) Fisher test

Equilibrio
1 13(68.4) 6 (31.6)
0 (0.0) 5 (100.0) 0.0218*
3  3(42.9) 4 (57.1)
Reflejo prensil
1 15(50.0) 15 (50.0)
2 1(100.0) 0 (0.0) 0.9999
Traccion
0 6(85.7) 1 (14.3)
1 5(62.5) 3 (37.5)
2 5(35.7) 9 (64.3) 0.0631
3 0(0.0) 2(100.0)
Cordinacién motora
1 4(0-15) 4 (0-5) 0.2692
2 17 (10-47) 16 (7-49) 0.8492
3 60 (8-60) 60 (12-60) 0.3824

Tabla 1. Estudio conductual general de animales TgCHRNA3/A5/B4 (n = 15) y controles (n = 16) de un
mes de edad. (A) Protocolo Shirpa. Orientacion tactil y pinchazo en la pata: 0 (no respuesta), 1
(movimiento suave), 2 (movimiento rapido). Mordisco: 0 (no muerde), 1 (muerde). Reflejo de sobresalto:
0 (no mueve la oreja), 1 (mueve la oreja). Enroscamiento: 0 (ausencia), 1 (presencia). Reflejo de
respuesta a estimulo tactil: 0 (no response), 1 (escape). Piloereccion: 0 (ausencia), 1 (poca presencia), 2
(presencia). (B) Pruebas sensoriomotoras. Equilibrio: 1 (no desplazamientos), 2 (se mueve del centro), 3
(llega al extremo). Reflejo prensil: 1 (cae), 2 (se mantiene agarrado). Traccion: 0 (no sube las patas), 1
(sube una pata), 2 (sube dos patas), 3 (llega al extremo de la percha). Coordinacién motora: 1
(desplazamientos), 2 (latencia de caida (seg.), 3 (latencia de llegada al extremo de la percha). Los datos

estan expresados en una tabla de contingencia y analizados con el test de Fisher *P<0.05.

5.2.2. Alteraciones de la conducta relacionada con la ansiedad en los ratones
TgCHRNA3/A5/B4

Test del campo abierto

La exposicion al campo abierto mostré diferencias conductuales en los animales
transgénicos (Figura 15). El analisis estadistico reveldé que los animales
TgCHRNABS/A5/B4  incrementaban  significativamente la  velocidad de

desplazamiento (Figura 15A) en el centro del aparato con respecto a sus controles
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(F (1,17) = 7.86 P < 0.01, ANOVA de una via), mientras que este incremento no se
observé en la periferia, un area mucho menos aversiva para los animales. Aunque
no se observaron diferencias entre genotipos en el tiempo de permanencia (Figura
15B) y en la distancia recorrida (Figura 15C) en la periferia del aparato, si que se
vio una tendencia en los animales TQCHRNA3/A5/B4 a pasar menos tiempo en el
centro del aparato. En conjunto, todos estos resultados indicaban un incremento

leve de la conducta ansiosa en los animales TgCHRNA3/A5/B4.

(A) (B)
Campo abierto Campo abierto
= *k ol
o 18 ST g 120
£ 14 B TgCHRNAASEA N
= o o0
g 10 2 a0
k= =
c © $ 40
b 2
T 7 E oo ’—T—‘
> ; Ea .
Zentro Periferia Centro Periferia
(C)
Figura 15. Test del campo abierto. (A) Velocidad
Campo abierto de desplazamiento en cada zona. (B) Tiempo de
190 permanencia en cada zona medido en porcentaje.
.g 1o (C) Distancia recorrida en cada zona medida en
§ 80 porcentaje. Los animales controles (WT) se
W
o 60 muestran con barras blancas vy los
= 40

TgCHRNA3/A5/B4 con barras negras. Los datos

20
’_T_- estdn expresados como medias * E.E.M.

Centro FPeriferia Diferencias entre genotipos **P < 0.01.

Paradigma luz-oscuridad

Al igual que se observé en el campo abierto, el analisis del paradigma luz-
oscuridad, revel6 una tendencia de los animales TgCHRNA3/A5/B4 a incrementar la
velocidad en las zona iluminada e intermedia (Figura 16A), a las cuales se adscribe
un componente mas aversivo. Estos resultados, junto con una reduccion
significativa de la latencia de entrada en la zona iluminada (Figura 16B) en los
animales TgCHRNA3/A5/B4 (F (1,18) = 4.49 P < 0.05, ANOVA de una via),
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corroboran un fenotipo con tendencia méas ansiosa y cierto grado de impulsividad en

estos animales.

(A) (B)
Paradigma luz-oscuridad Paradigma luz-oscuridad

=~ 5

‘E 4 owWT 3001

g B TgCHRNAZIASIB4 B 250

-]

3 g 200 *

g 2 g 150
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= 50

Zona mterrﬂed\a Oscuridad Luz Zona intermedia

Figura 16. Paradigma luz-oscuridad en el TJCHRNAZ3/A5/B4. (A) Velocidad adquirida en cada zona.
(B) Latencia de entrada en cada zona. Los animales controles (WT) se muestran con barras blancas y

los TJCHRNA3/A5/B4 con barras negras. Los datos estan expresados como medias + E.E.M.

Diferencias entre genotipos *P < 0.05.

5.2.3. La actividad locomotora del TCHRNA3/A5/B4 se incrementa en un
entorno novedoso

El estudio de la actividad locomotora se evalué mediante actimetria en cajas de
actividad. El andlisis de los resultados mostr6é un incremento de la velocidad (Figura
17A) de los animales TgCHRNA3/A5/B4 (F (1,24) = 9.30 P < 0.01 ANOVA de una
via) y de la distancia (Figura 17B) recorrida (F (1,24) = 8.96 P < 0.01 ANOVA de
una via) durante la sesion de habituacién (1er dia). Sin embargo, en los dias
sucesivos a la sesién de habituacion no se observaron diferencias entre genotipos,
ni en velocidad (Dia 2: F (1,26) = 1.04 n.s.; Dia 3: F (1,28) = 1.29 n.s., ANOVA de
una via), ni tampoco en distancia recorrida (Dia 2: F (1,26) = 1.03 n.s.; Dia 3: F
(1,28) = 1.24 n.s., ANOVA de una via).
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Figura 17. Actividad locomotora en el TJCHRNA3/A5/B4. (A) Velocidad de desplazamiento y (B)
distancia recorrida durante cada dia a lo largo de tres dias consecutivos. Los animales controles (WT) se
representan en barras blancas y los TQCHRNA3/A5/B4 en barras negras. Los datos estan expresados

como medias + E.E.M. Diferencias entre genotipos **P < 0.01.

5.24. ElI TgCHRNA3/A5/B4 mostré alteraciones en memorias de miedo
condicionado bajo condiciones no contextuales

El test del miedo condicionado nos permitio estudiar la memoria relacionada con el
miedo, mediante el analisis de la conducta de congelamiento del ratén. Durante la
sesion de aprendizaje no se observaron diferencias en el tiempo de congelamiento
entre genotipos (Figura 18). Sin embargo, durante el test el tiempo de
congelamiento incrementd en los animales TQCHRNAS3/A5/B4 bajo condiciones no
contextuales (F (1,18) = 5.63 P < 0.05 ANOVA de una via), mientras que no se

detectaron diferencias entre genotipos bajo condiciones contextuales.

Figura 18. Test de miedo condicionado en el
TgCHRNAZ3/A5/B4. La grafica muestra el
Test de miedo condicionado porcentaje de tiempo de congelamiento en las

owT diferentes sesiones: aprendizaje: entrenamiento
B TCHRMNAYASES

100 *

(Tr), sesiéon de aprendizaje contextual (Ctx) y
sesion de aprendizaje no contextual (Nctx). Los
&0 animales controles (WT) se muestran con
’_Li barras blancas y los TgCHRNA3/A5/B4 con

Tr | Chx | Metx barras negras. Los datos estan expresados

como medias + E.E.M. Diferencias entre

genotipos *P < 0.05.

5.3. Caracterizacion farmacolégica del ratén TQCHRNA3/A5/B4

5.3.1 La sobrexpresion de CHRNA3/A5/B4 produce hipersensibilidad a los
efectos convulsivantes de la nicotina

Con el fin de determinar si la sensibilidad a los efectos farmacol6gicos de la nicotina
se inyectd una unica dosis de tartato de nicotina por via subcutdnea en animales
controles y TgCHRNA3/A5/B4. La observaciéon de la conducta posterior durante 5
minutos evidencié el efecto convulsivante de la nicotina en ambos genotipos. Sin
embargo, las dosis a las que se produjeron las convulsiones fueron menores en los

animales TQCHRNA3/A5/B4 que en los controles, de forma que la curva dosis-
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respuesta de la nicotina (Figura 19A) mostr6 un desplazamiento hacia la izquierda
en el TQCHRNAS/A5/B4, (ANOVA de dos via (genotipo x tratamiento); F (2,62) =
9.59, P < 0.001). La dosis letal 50 (DL50) fue de 26.33 + 1.15 en los animales
controles y de 6.5 + 1.23 en animales TQCHRNA3/A5/B4 (Figura 19B), indicando
que los animales TJCHRNA3/A5/B4 fueron 3 veces mas sensibles a la nicotina que
los animales controles (F (1,4) = 12.02, P < 0.05, ANOVA de una via).

(A) (B)
Curva dosis-respuesta Nicotina DL,
= 0 == W0 30 DWT
-m TQCHRMA3AS/B4
g 30 = 4 - B TGCHRNAS/AS/BA
=) =
= 2 20
=) =
g 2 15
3 —
= *
E 10 a1
a 5

Log [Nicotina] mg/kg

Figura 19. Efecto convulsionante de la nicotina en el TJCHRNAZ3/A5/B4. (A) Curva dosis-respuesta
para los efectos convulsivantes de la nicotina, representado como la puntuacion global obtenida de las
convulsiones producidas por dosis crecientes de nicotina. (B) Grafica de la DL50 de nicotina en los
animales controles (WT) y TQCHRNA3/A5/B4, representada como mg de nicotina por kg de ratén. Los

datos estan expresados como medias + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05.

5.3.2. Estudio del efecto adictivo de la nicotina en el TgCHRNA3/A5/B4

Para el estudio de los efectos reforzantes de la nicotina sobre el TJCHRNA3/A5/B4
se utilizé la prueba de la preferencia de plaza condicionada (Figura 20). Los
resultados, aunque no fueron significativos mostraron una mayor preferencia de
plaza en los TgCHRNA3/A5/B4 después del condicionamiento con nicotina,

sugiriendo un mayor efecto reforzante de la nicotina sobre los TJCHRNAZ3/A5/B4.
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5.3.3. Reconocimiento de objetos en el campo abierto tras administracion
aguda de nicotina

Para estudiar el efecto de la nicotina sobre la consolidacion de memorias en el
TgCHRNABS/A5/B4, se realiz6 el test de reconocimiento de objetos. Para ello, los
animales fueron habituados a la prueba el dia antes del experimento, donde los
animales controles y los TQCHRNA3/A5/B4 mostraron un tiempo de exploracion
parecido (Figura 21A). El dia del experimento, y durante la sesion de adquisicion
tampoco se observaron diferencias en el tiempo de exploracion de los objetos entre
animales controles y TgCHRNAS3/A5/B4 (Figura 21A). Después de la adquisicion los
animales se inyectaron con salino o nicotina, y al cabo de una hora se realiz6 el
test, donde uno de los objetos fue sustituido por otro nuevo. Los resultados aunque
no significativos, muestran en el grupo tratado con salino, un ligero incremento de la
exploracion del objeto nuevo en los animales TgCHRNA3/A5/B4 frente a los
controles (Figura 21B), mientras que el grupo tratado con nicotina no mostré
ninguna diferencia entre genotipos en el tiempo de exploraciéon del objeto nuevo
(Figura 21B).
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Figura 21. Reconocimiento de objetos tras administraciéon de nicotina. (A) Tiempo de exploracién
de objetos durante la habituacién (dos objetos diferentes con la misma preferencia por los animales) y la
adquisicion (dos objetos idénticos). (B) Porcentaje de tiempo de exploracion del objeto nuevo tras
administracion de salino (0.9% NaCl) o nicotina (0.3 mg/kg) medido como la diferencia entre el tiempo de
exploraciéon del objeto nuevo menos el antiguo y dividido por la suma de los dos. Los datos estan

expresados como medias + E.E.M.

5.4. Alteraciones en la expresion de las subunidades NR1 y NR2B de
receptores glutamatérgicos en la corteza cerebral de los animales
TgCHRNAZ3/A5/B4

Uno de los factores que debiamos descartar a la hora de determinar la especificidad
de los efectos farmacologicos de la nicotina y las bases moleculares de el
incremento de sensibilidad a la misma en el ratén transgénico era la posible
modulacién de receptores NMDA. Se ha postulado que alteraciones en los
receptores de NMDA (NMDAR) afectan a la susceptibilidad de padecer
convulsiones, cuyo foco de iniciacidn se encuentra principalmente el la corteza
cerebral (Narita et al., 2000; Gashi et al., 2007). Ademas las subunidades a5, 34, y
a3 se han visto relacionadas con los efectos convulsivantes de la nicotina (Kedmi et
al., 2004). Por todo ello, se estudié la expresién de diferentes subunidades de
NMDAR en la corteza cerebral de animales TJCHRNAS3/A5/B4 (Figura 22). Los
resultados mostraron un incremento en la expresion de la subunidad NR1 en
animales TQCHRNA3/A5/B4 cuando se compar6 con animales controles (Figura
22A). Sin embargo este incremento fue significativo en transgénicos de la L22 (F
(1,6) =17.51, P < 0.01, ANOVA de una via) pero solo una tendencia significativa en
los de la L30 (F (1,4) = 6.68, P = 0.61, n.s., ANOVA de una via). Ademas, también
se observé una disminucion de la expresion de la subunidad NR2B (Figura 22B) en
ambas lineas de transgénicos cuando se compararon con los animales controles (F
(1,6) =22.12, P <0.01 Tg22 y F (1,4) = 11.30, P < 0.05 Tg30 ANOVA de una via).
Los estudios de expresion de la subunidad NR2A no mostraron diferencia entre
genotipos en ninguna de las dos lineas (Tg22: F (1,7) = 0.32, n.s. y Tg30: F (1,5) =
1.07, n.s., ANOVA de una via).
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Figura 22. Expresion de las subunidades NR1 y NR2B en la corteza cerebral mediante el analisis

por western blot. (A) Niveles de expresion de la subunidad glutamatérgica NR1. (B) Niveles de

expresion de la subunidad glutamatérgica NR2B. Las graficas muestran la ratio entre las subunidades y

el control de proteina (a-Tubulina) de los animales controles (WT) y de las dos lineas de animales
TgCHRNAS3/A5/B4 (Tg 30 y Tg 22). Los datos estan expresados como medias + E.E.M. Diferencias entre
genotipos *P < 0.05, **P < 0.01.
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Los pacientes duales constituyen el 30-50% de la poblacién psiquiatrica y mas del
80% de la poblacion toxicomana. Nuestra hipétesis propone la existencia de una
asociacion genética entre algunos genes de susceptibilidad y determinados rasgos
patolégicos comunes a los trastornos de ansiedad y a los trastornos adictivos, es
decir a la patologia dual. La presente Tesis Doctoral aborda el estudio del posible
papel en la comorbilidad entre trastornos de ansiedad y abuso de sustancias de dos
genes pertenecientes a familias con funciones muy diferentes en el sistema
nervioso central, y cuya implicacion en estos trastornos se produciria por

mecanismos independientes.

1. CARACTERIZACION DE ELEMENTOS DE LA PATOLOGIA DUAL EN
EL TGNTRK3

La primera parte de esta Tesis se centra en el estudio del gen NTRK3 que codifica
para el receptor de NT-3 (TrkC). Proponemos que la disregulacién de la expresion
de este gen podria modificar el desarrollo y la capacidad de adaptacion cerebral en
regiones implicadas en el procesamiento de la informacion emocional, a través de
sus efectos sobre proliferacion y plasticidad neuronal (Chalazonitis, 1996; Zhou and
Rush, 1996). Un primer argumento es que TrkC se expresa junto con el receptor de
BDNF (TrkB) en é&reas cerebrales (King et al., 1999) implicadas en trastornos
psiquiatricos (Orellana Vidal, 1995) y en la dependencia a sustancias de abuso
(Rasmussen, 1995; Christie et al., 1997; Han et al., 2006; Koylu et al., 2006) como
el LC. De hecho, el LC se ha relacionado con los aspectos fisicos de la adiccion a
opiaceos, es decir, con la dependencia fisica y el sindrome de abstinencia
(Rasmussen et al.,, 1990; lvanov and Aston-Jones, 2001), pero también con los
trastornos de panico (Priolo et al., 1991; Gorman et al., 2000; Protopopescu et al.,
2006) y con otros trastornos de ansiedad (Bremner et al., 1996; Tanaka et al., 2000)
por lo que muy posiblemente sea una region clave en la comorbilidad entre ambos

trastornos.

Un segundo argumento es que la sobrexpresion de TrkC produce alteraciones
estructurales y en la actividad neuronal del LC (Dierssen et al., 2006). Estas
alteraciones parecen repercutir a nivel conductual, ya que se ha observado un

fenotipo ansioso y una mayor reaccion de panico en el ratbn TJNTRK3 (Dierssen et
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al., 2006). En esta Tesis nos hemos centrado en la caracterizacion de los aspectos
conductuales, neuroquimicos y neurofarmacolégicos relacionados con la
comorbilidad entre el trastorno de panico y el abuso de sustancias en el modelo
TgNTRKS3. Hemos demostrado cambios significativos en la respuesta a opiaceos y
en el perfil de dependencia fisica, que sugieren que la sobrexpresion de TrkC
modifica el proceso adaptativo a nivel celular y conductual frente al uso crénico de
opiaceos, posiblemente por alterar los patrones de expresion de neurotrofinas.
Estos cambios se observan asimismo en condiciones basales, dando lugar a
modificaciones significativas tanto en la estructura como en la funcién de diversas
regiones cerebrales con consecuencias sobre el fenotipo conductual. Los resultados
obtenidos en esta Tesis apoyan que alteraciones en los niveles del sistema NT-
3/TrkC podrian tener un papel clave en la comorbilidad entre trastornos de ansiedad

y abuso de sustancias.

1.1. La sobrexpresion de TrkC provoca una disfuncion noradrenérgica

Los trabajos previos realizados en el modelo TgNTRK3 han demostrado un
incremento de la densidad celular de neuronas noradrenérgicas del LC (Dierssen et
al., 2006). La repercusion funcional de este incremento de celularidad de neuronas
noradrenérgicas se ha observado mediante los estudios electrofisiol6gicos
presentados en esta Tesis Doctoral, los cuales han mostrado que la actividad basal
de las neuronas del LC se encuentra significativamente elevada en los ratones
TgNTRK3 comparada con los control no transgénicos. Esta mayor actividad basal
de neuronas del LC en TgNTRKS podria explicar el incremento en la reacciéon de
panico observado en estos ratones (Dierssen et al., 2006), ya que diversos estudios
han sugerido que los ataques de panico podrian ser la consecuencia de una
hiperactividad del LC (David Johnson, 2003).

El mecanismo subyacente a esta hiperactividad del LC puede ser multiple. De
interés para el problema central de esta Tesis, se conoce que la exposicidon a estrés
produce un incremento de la actividad de neuronas del LC (Passerin et al., 2000;
Ebner and Singewald, 2007) que se ha relacionado con trastornos de ansiedad
(Grillon et al., 2007) y/o con trastornos adictivos (Goeders, 2003), si bien este hecho

se ha cuestionado recientemente (van Duinen et al., 2008). De hecho, la activaciéon
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del LC parecer ser un componente integral del estrés, el circuito subyacente del
cual no ha sido elucidado. Estudios electrofisioldgicos muestran que el LC es
activado por diversos estresores como son los estimulos nociceptivos la
hipotensién, la hipoxia o la estimulacion visceral, que incrementan la descarga
espontanea de las neuronas del LC. Cuando los animales son expuestos a estrés
cronico, se registra una mayor actividad de las neuronas del LC, que se acompafia
de cambios plasticos (Nakamura, 1991; Lino-de-Oliveira et al., 2001). Ello sugiere
que CRH, principal activador del LC en situaciones de estrés, a nivel del tronco del
encéfalo podria ser uno de los neuromoduladores responsables de la
sintomatologia asociada a la hiperactividad del LC. En este sentido, trabajos de
nuestro laboratorio (Amador et al., sometido), sugieren que los ratones TgNTRK3
presentan una mayor respuesta a estresores y desarrollan peores estrategias de
afrontamiento.

Sin embargo hay otros neurotransmisores moduladores de la actividad del LC, que
podrian jugar un papel clave en el fenotipo observado. Es el caso de los opioides
endoégenos (Valentino and Van Bockstaele, 2008). Tanto opioides como CRH
inervan la zona dendritica peri-coerulea, aunque el origen de sus aferencias es
diferente (Tjoumakaris et al., 2003) y la exposicion a estrés provoca un incremento
de la liberacion de ambos en el LC, con consecuencias opuestas sobre su actividad.
Asi, la influencia inhibitoria de los opioides liberados por acciéon de un estimulo
estresante contrarrestaria los efectos excitatorios del CRH y modularia la respuesta

noradrenérgica al estrés (Tjoumakaris et al., 2003).

En este contexto, una disregulacién del sistema opioide provocaria un estado de
activacion sostenida del LC, y como consecuencia una hipersensibilidad de éste,
que podria participar en trastornos de ansiedad y/o ataques de panico. En apoyo de
esta hipotesis, estudios clinicos han mostrado que individuos normales que
manifiestan elevada reactividad fisiolégica a la naloxona y a lactato, presentan una
elevada puntuacion en la escala de panico (Sinha et al., 2007) y la administracion
de antagonistas opioides como la naltrexona desencadena ataques de panico en
pacientes con trastorno de panico (Maremmani et al., 1998). Ello se podria
interpretar como una hipofuncién ténica o fasica del sistema opioide en pacientes

con trastornos de panico pero también en personas con susceptibilidad a padecer
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panico. Sin embargo, otros estudios no han podido corroborar este resultado, ya
que observan que el pretratamiento con naloxona no intensifica o modula la
respuesta al lactato en pacientes con panico (Liebowitz et al., 1984), si bien este
resultado podria explicarse en base a la dependencia estructural de la accién del

lactato, que no depende Unicamente del LC.

Otra posibilidad es que la hiperactividad basal observada se debiera a una
alteracion de los mecanismos de regulacion presinaptica en el LC. En este sentido,
se ha demostrado en pacientes con trastornos de panico, que los receptores a2
adrenérgicos (a2-AR) presentan una sensibilidad anormal frente a clonidina (Nutt,
1989; Yeragani et al., 2003), un agonista a2, cuyo uso se ha propuesto para
disminuir los signos de la abstinencia (Chen et al., 2007) en base a su efectividad
en modelos animales y en algunos ensayos clinicos. Estos estudios concuerdan
con los resultados observados tras el tratamiento con clonidina en los animales
TgNTRKS, que mostraron una menor sensibilidad al farmaco similar a la observada

en pacientes con trastornos de panico.

Sin embargo, no podemos descartar la participacion de otros elementos
reguladores presinapticos, como los receptores GABAB, p-opioides o receptores de
galanina, que son importantes en la regulacion de la actividad noradrenérgica
(Chieng and Bekkers, 1999). Asi, otro sistema que podria estar modulando la
actividad noradrenérgica, aunque de una forma mas indirecta seria el sistema
dopaminérgico (Grace and Rosenkranz, 2002; Zhou et al., 2004; Segovia et al.,
2008). De hecho, en el TgNTRKS se ha observado un incremento de la densidad de
neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra (SN) y VTA (Dierssen et al., 2006)
que podria modular la actividad del LC a través de su accidon en la amigdala y la
mPFC en situaciones de estrés o frente a drogas de abuso, interfiriendo en la

regulacion inhibitoria de la mPFC sobre la amigdala.

1.2. La sobrexpresion de TrkC modifica la actividad de neuronas del

LC en el sindrome de abstinencia a opiaceos

A la vista de las alteraciones observadas en el LC y con el fin de estudiar la

respuesta del sistema noradrenérgico frente a la administraciébn crénica de
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opiaceos, se realizaron experimentos electrofisiolégicos en el LC de animales
tratados con morfina crénica y tras la inducciéon del sindrome de abstinencia con
naloxona. En nuestros experimentos, los animales control no transgénicos
mostraron una hiperactividad de las neuronas del LC después del tratamiento
cronico con morfina y la induccién de la abstinencia, que se previno mediante el
tratamiento con clonidina en concordancia con trabajos previos (Kogan et al., 1992;
Akbarian et al., 2001). Sin embargo, en los ratones TgNTRKS, en los que partiamos
de una situacion basal hiperactividad, no se observé el caracteristico incremento en
la actividad del LC durante el sindrome de abstinencia. Por otra parte, el tratamiento
con clonidina consiguié una inhibicibn mas pronunciada de la actividad en este

nucleo durante la abstinencia en los ratones TgNTRKS.

La interpretacion de este fenotipo no es sencilla, debido precisamente a esa
elevacién de la actividad basal en el LC en el ratbn TgNTRK3 (Gallego et al.,
sometido) que alcanzan niveles similares a los que se observan en los animales
control tras el sindrome de abstinencia. Una primera consideracion de caracter
metodolégico seria que en nuestros experimentos electrofisiol6gicos, la actividad
celular se registrd en cortes coronales, por lo que las aferencias hacia el LC habian
sido afectadas. Se ha propuesto que las proyecciones excitatorias hacia el LC y
otros grupos de células noradrenérgicas contribuyen a la desinhibicion
noradrenérgica responsables de la conducta de la sintomatologia del sindrome de
la abstinencia (Aston-Jones et al., 1991; Aghajanian et al., 1994; Chieng and
Bekkers, 1999; Williams and Ziedonis, 2004). Sin embargo, en nuestros
experimentos el incremento en la actividad del LC observado en los animales
control asi como la falta de activacion en el TgNTRk3 posiblemente no sea
consecuencia de un desequilibrio/equilibrio entre los inputs excitatorios e inhibitorios
(Van Bockstaele et al., 2000). Tal y como se discute mas abajo, nuestras
observaciones sugieren que se trata mas bien de una afectacion de los procesos
neuroadaptativos a nivel del LC que tienen lugar como consecuencia de un

tratamiento cronico con morfina (Selley et al., 1997).
Una posibilidad seria que hubiéramos alcanzado un “efecto techo” de forma que la

maxima capacidad de despolarizacion no pudiera incrementarse. Sin embargo, si

tomamos en conjunto nuestros resultados y otros derivados de estudios previos, es
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mas plausible que la neuroadaptacion subyacente al desarrollo de dependencia
estuviera comprometida en el ratén TgNTRK3. En este sentido, se ha propuesto
que modificaciones en los niveles de expresion de BDNF/TrkB y NT-3/TrkC podrian
ser responsables de la modulacion de la expresiéon de TH y de los cambios en la
actividad adenilato ciclasa que subyacen a la dependencia opiacea. Dado que en
nuestro sistema existe una disregulacion de base en el sistema NT-3/TrkC, podria
predecirse que en nuestro modelo existirian alteraciones en los procesos

neuroadaptativos que subyacen a la dependencia opiacea (ver apartado 1.6.).

1.3. EI TgNTRK3 presenta modificaciones en la manifestaciones
somaticas de la abstinencia a opiaceos y cambios en la sensibilidad a

clonidina

Con el fin de determinar si las diferencias observadas en los estudios
electrofisiolégicos tenian una repercusion funcional, decidimos cuantificar las
manifestaciones somaticas del sindrome de abstinencia que permiten determinar la
severidad de la dependencia. En una primera serie de experimentos, la abstinencia
se desencadend mediante la administracion de dosis crecientes de morfina y
posterior inyeccidbn de naloxona. Mediante este protocolo no se observaron
diferencias cualitativas ni cuantitativas en los signos conductuales o somaticos de la
abstinencia a la morfina entre los animales control y los TgNTRKS. Sin embargo,
cuando los animales fueron tratados con clonidina, los signos de la abstinencia se
redujeron de forma mas marcada en el ratdn TgNTRK3 que en el control. El hecho
de que la intensidad del sindrome de abstinencia sea igual en ambos genotipos
podria interpretarse como la manifestacion funcional de que la actividad de
neuronas del LC durante la abstinencia fue similar en animales TgNTRK3 y
animales control. Por otra parte, el hecho de que la inhibicién del LC con clonidina
durante la abstinencia a la morfina fuera mucho mas intensa en los ratones
TgNTRKS3, podria estar relacionada con un mayor numero de o2-AR que
describimos en estos ratones (Sahun et al., 2007). Un gran nimero de estudios han
sugerido que el incremento de la actividad del LC es necesario y suficiente para
producir una mayor respuesta conductual durante el sindrome de abstinencia
(Grant et al., 1988; Lane-Ladd et al., 1997; Maldonado, 1997). Nuestros resultados

sin embargo podrian parecer contradictorios a esta afirmacioén, ya que la actividad
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de neuronas del LC no se incrementa durante la abstinencia a la morfina en el
TgNTRKS, pero las manifestaciones somaticas del mismo son similares en ambos
genotipos. En este sentido, algunos estudios muestran que lesiones en el LC no
evitan del todo los signos de la abstinencia (Christie et al., 1997; Aston-Jones et al.,
1999; Caille et al., 1999). Sin embargo, nuestros resultados, no descartan la
relacion funcional directa entre el sindrome de la abstinencia a opiaceos y el LC.
Por el contrario, sugieren que otras estructuras cerebrales reguladas por el sistema

opioide también podrian participar en el sindrome de abstinencia a la morfina.

1.4. El desarrollo de dependencia mediante dosis constantes de
morfina altera las manifestaciones somaticas y conductuales

asociadas a la abstinencia en el ratén TgNTRK3

Pese a que el raton TQNTRK3 no mostr6 diferencias en la conducta asociada a la
abstinencia de morfina cuando la dependencia se indujo mediante dosis crecientes
de morfina, en una segunda serie de experimentos donde el animal fue tratado con
dosis mas bajas y constantes de morfina, la cuantificacién de las manifestaciones
somaticas de la abstinencia en el TQNTRK3 mostraron una mayor intensidad del

sindrome que las del ratén control.

Si bien en el primer caso las manifestaciones del sindrome de abstinencia
correlacionarian bien con los hallazgos electrofisiolégicos, en los animales tratados
con dosis bajas de morfina no podemos establecer cuales fueron las condiciones de
activacion del LC tras desencadenar la abstinencia dado que no fue posible realizar
experimentos electrofisioldgicos en este grupo. Sin embargo, una posible
especulacién seria que mientras que durante la abstinencia en animales tratados
con dosis crecientes de morfina, la activacion del LC alcanzaria un “efecto techo”,
tal y como discutimos en el apartado anterior, cuando la dependencia se produjo
mediante dosis mas bajas y constantes de morfina, la activacion del LC alcanzaria
niveles menores, que permitirian detectar las diferencias entre el raton TgNTRK3 y
el control. Si asi fuera, ello de nuevo apoyaria la relacion de la activaciéon del LC con
el sindrome de abstinencia y explicaria la mayor intensidad de la abstinencia a
morfina en los ratones con sobrexpresiéon de TrkC, cuando la dependencia se

produce mediante dosis bajas y constantes.
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1.5. La sobrexpresion de TrkC podria modular comportamientos
asociados a la recaida de la droga tras periodos prolongados de

abstinencia

El abuso de sustancias adictivas se caracteriza por producir cambios adaptativos a
largo plazo en el cerebro que no solo contribuyen a la consolidacion del proceso
adictivo o de las memorias de miedo, sino que también parecen participar en la
mayor vulnerabilidad a la recaida tras un periodo prolongado de abstinencia
(Ungless et al., 2001). El sindrome de abstinencia en humanos adictos se ha
relacionado con un estado de ansiedad, clave en el mantenimiento de la adiccion
(Schulteis et al.,, 1998). Asi lo apoyan estudios conductuales en animales
abstinentes sometidos a pruebas de ansiedad, como el laberinto en cruz elevado
(Bhattacharya et al., 1995; Schulteis et al., 1998; Zhang and Schulteis, 2008) o el
paradigma de luz-oscuridad (Berrendero et al., 2003) justo después de la
administracion de naloxona. Sin embargo, nuestros estudios conductuales
utilizando el laberinto circular elevado no detectaron un incremento de la conducta
ansiosa ni en animales control ni en los TgNTRKS3 tras provocar la abstinencia a
morfina. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otros estudios, en los
que no se observo un comportamiento ansioso tras 12 h (Schulteis et al., 1998) o 30
h (Grasing et al.,, 1996) del cese del tratamiento con morfina. Por tanto este
resultado negativo, podria reflejar el hecho de que el incremento de la ansiedad
fuera dependiente del tiempo transcurrido tras la abstinencia, ya que nuestros
animales fueron sometidos a la prueba después de 30 min de la inyecciéon con

naloxona, que se corresponderia mas a una abstinencia a largo plazo.

Ademas, en el caso del ratbn TgNTRK3 no solo no se observa una conducta
ansiosa sino que presenta un comportamiento impulsivo, como se desprende de la
latencia de entrada significativamente menor en la zona desprotegida y el mayor
tiempo de permanencia en esta zona, con una menor distancia recorrida. Este
fenotipo muestra cémo los ratones transgénicos no son capaces de inhibir la
conducta de entrada en un espacio que claramente les resulta aversivo. Dado que
la conducta impulsiva se ha propuesto como indicador de la recaida a una droga
(Poling et al., 2007; Diergaarde et al., 2008), nuestros resultados sugieren que la

disregulacion de los sistemas de neurotrofinas y sus receptores podrian contribuir a
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la mayor impulsividad y por tanto a una mayor tendencia a la recaida, similar a la
que se ha observado en pacientes con trastorno de panico (Doyle and Pollack,
2004) a través de la disregulacion del sistema noradrenérgico. Una posible
explicacion seria que las alteraciones en el LC provocadas por la sobrexpresion de
TrkC, y que en cierta medida son compartidas por pacientes con trastorno de
panico modificarian las consecuencias funcionales de la dependencia relacionadas

con la recaida.

La importancia de la actividad noradrenérgica en la modulacion de la conducta tras
la abstinencia a cocaina o morfina en ratas (Harris and Aston-Jones, 1993), es mas
evidente durante la abstinencia aguda que tras largos periodos de abstinencia
(McDougle et al., 1994). Sin embargo, la NA se ha propuesto como el principal
neurotransmisor involucrado en la recaida inducida por estrés (Stewart, 2003). En
este sentido, diversos estudios han demostrado que la exposicion a pruebas
conductuales como el laberinto en cruz elevado da lugar a un incremento de
corticosterona en plasma (Saitoh et al., 2005). Experimentos realizados en nuestro
laboratorio han mostrado un incremento en la respuesta hormonal a estrés en los
animales TgNTRKS tanto en condiciones basales como tras el tratamiento agudo

con morfina (Amador et al en preparacion).

En conjunto nuestros datos sugieren que esta disregulacion del sistema
noradrenérgico podria actuar como factor predisponente a la recaida tras un
periodo largo de abstinencia a través de su implicacion en el eje hipotalamico
pituitario (HPA).

1.6. Regulacion de la expresion de neurotrofinas y sus receptores en el
raton TgNTRK3

Se ha postulado que el sistema NT-3/TrkC modula los efectos biolégicos de los
opiaceos a través de su funcion sobre neuronas noradrenérgicas, si bien existe
controversia en lo que se refiere a la relevancia de este sistema respecto a
BDNF/TrkB. Hay estudios que sustentan que NT-3 evita la disminucion in vitro de
neuronas del LC que tiene lugar después de una exposicidon cronica a morfina

(Sklair-Tavron and Nestler, 1995). Por otra parte, ratones con deleccién del gen NT-
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3 en el SNC muestran una atenuacion de los signos de la abstinencia que pueden
ser reestablecidos mediante la insercion de un transgén que sobreexprese NT-3 en
células noradrenérgicas (Akbarian et al., 2001). En nuestros experimentos de
hibridacién in situ se confirm6 el incremento no solamente de TrkC sino también de
NT-3 en los ratones TgNTRk3 en condiciones basales, que habiamos descrito en
estudios previos (Dierssen et al., 2006). Este incremento de los niveles de TrkC se
acompafia en nuestro modelo de una regulacion a la baja de los niveles de mRNA
de TrkB, respecto a los de animales control. Sin embargo, no se encontraron
diferencias entre genotipos en los niveles de BDNF. Tanto BDNF como NT-4
incrementan el nimero de células noradrenérgicas en cultivos celulares del LC
(Holm et al., 2003). Ademas el numero de neuronas noradrenérgicas se encuentra
reducido en animales mutantes sin TrkB (Holm et al., 2003), mientras que el
heterocigoto BDNF+/- presenta un contenido normal de monoaminas (5HT, NA, y
DA) (Chourbaiji et al., 2004) lo que sugiere que la accion de BDNF sobre neuronas
noradrenérgicas depende de la activacion de receptores TrkB. Tomando en
consideracion estos datos, el incremento de neuronas noradrenérgicas observado
en el LC del TgNTRK3 (Dierssen et al., 2006) podria ser consecuencia de las
alteraciones, no solo del sistema NT-3/TrkC sino también del BDNF/TrkB de forma
que el balance entre ambos sistemas es probablemente determinante del numero
final de neuronas noradrenérgicas. De interés para nuestro trabajo, las
neurotrofinas son capaces de inducir un fenotipo noradrenérgico en neuronas del
LC que en el adulto no expresan el enzima limitante de la sintesis de
catecolaminas, la TH (Bezin et al., 2000). Asi, la sobrexpresién de TrKC por
mecanismos directos, o indirectamente a través de la regulacién del sistema
BDNF/TrkB, podria ser responsable de alteraciones patolégicas del LC,

subyacentes al trastorno de panico y/o a los trastornos adictivos.

El tratamiento crénico con opiaceos y la abstinencia a éstos regulan de forma
diferente la expresion de mRNA de neurotrofinas y sus receptores (Seroogy et al.,
1994; Numan et al, 1998; Numan and Seroogy, 1999; Hung et al., 2008).
Concretamente, tanto el sistema BDNF/TrkB como el NT-3/TrkC han sido
propuestos como reguladores de las adaptaciones neuroquimicas producidas
durante la exposiciébn a opiaceos (Numan et al., 1998; Akbarian et al., 2001;

Akbarian et al.,, 2002). Se ha demostrado que la exposicion crénica a opiaceos
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produce un modesto incremento de BDNF y NT-3 en el LC pero no se han
observado cambios en TrkC ni en TrkB a nivel de mRNA. Sin embargo, durante la
abstinencia se produce un rapido incremento de los niveles de BNDF y una
disminucién de NT-3, acompafiado de un incremento de TrkB y TrkC alas 2y 6
horas de abstinencia en la rata (Numan et al., 1998). En nuestros experimentos el
tratamiento crénico con morfina produce pequefios cambios en el MRNA de BDNF y
NT-3 y una disminucion de los niveles de TrkB, sin modificaciones en TrkC, en
animales control mientras que durante la abstinencia se produce un incremento de
BDNF sin cambios en NT-3. Sin embargo, y en discrepancia con las observaciones
de estudios previos, los niveles de TrkC en animales control no fueron modificados
durante la abstinencia mientras que se observd un disminucién pronunciada de los

niveles de TrkB.

En conjunto, la sobrexpresion de TrkC provocd una regulacion diferencial de NT-3,
BDNF y sus receptores TrkC y TrkB después de la administracion crénica de
opiaceos y durante la abstinencia a éstos. Estos datos sugieren que diferentes
combinaciones de factores neurotréficos y sus receptores en circuitos neuronales
interconectados con células noradrenérgicas del LC podrian ser responsables de
adaptaciones diferenciales en el sistema noradrenérgico provocadas ftras el

consumo de opiaceos.

1.7. La sobrexpresion de TrkC produce cambios celulares adaptativos

frente a la exposicion a opiaceos

Esta descrito que, la administracion crénica de morfina produce un incremento de la
expresion de TH y de su actividad catalitica en el LC (Guitart et al., 1990; Lane-
Ladd et al,, 1997). Junto con este incremento se esperaria un aumento de la
capacidad de neuronas noradrenérgicas de sintetizar NA, que podria contribuir a un
incremento en la liberacion de este neurotransmisor y a los cambios conductuales
descritos durante el sindrome de abstinencia a opiaceos (Maldonado et al., 1992;
Grasing et al.,, 1996). En el ratobn TgNTRK3, previamente se habia descrito un
incremento basal de TH, posiblemente consecuencia del incremento en celularidad
en el LC (Dierssen et al., 2006) y que podria contribuir al incremento observado en

la actividad basal del este nucleo. Sin embargo, en nuestro modelo los niveles de
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expresion de TH tras el tratamiento crénico con morfina mediante dosis crecientes
de ésta y durante la abstinencia, no fueron diferentes a los observados en los
animales control. Estos resultados concuerdan con los estudios electrofisiolégicos y
conductuales realizados en esta Tesis Doctoral, donde la actividad de las neuronas
del LC durante la abstinencia a la morfina y los signos de ésta fueron similares en

ambos genotipos.

2. CONCLUSION DEL TGNTRK3

En conjunto, estos resultados sugieren que la sobrexpresién de TrkC produce
cambios estructurales y funcionales a nivel del LC que podrian explicar el
incremento de la conducta ansiosa y de la reaccion de panico observada en el
TgNTRKS3. Ademas la sobrexpresion de TrkC modifica posiblemente los procesos
neuroadaptativos que subyacen a la dependencia opiacea, de forma que seria un
elemento importante en la adaptacién del LC frente a estimulos externos (Akbarian
et al., 2001; Akbarian et al., 2002). Los cambios adaptativos que se producen en las
neuronas noradrenérgicas frente a la administracién cronica de opiaceos podrian
ser considerados como un tipo de plasticidad neuronal (Schulteis et al., 1998) y
dependen de mecanismos moleculares similares a los observados durante la
memoria y el aprendizaje en centros como el hipocampo. En este sentido, en el
ratbn TgNTRK3 se observan alteraciones en LTP, como también en potenciales
postsinapticos evocados (fEPSP) en la sinapsis CA3-CA1 durante la adquisicion de
un aprendizaje asociativo (Sahun et al., 2007). Mas aun, la sobrexpresion de TrkC
reduce la eficiencia de un aprendizaje condicionado, al igual que se ha observado

en pacientes con trastornos de panico (Grillon et al., 2007).

En conclusion nuestros resultados apoyan la hipétesis de que TrkC es un buen
candidato para la comorbilidad entre trastornos de ansiedad y abuso de sustancias
y podria constituir el mecanismo subyacente de algunos de los fenotipos
conductuales y estructurales propios de la patologia dual. Proponemos que el LC

tiene un papel como estructura interfaz en esta patologia.
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3. CARACTERIZACION DE ELEMENTOS DE LA PATOLOGIA DUAL EN
EL TGCHRNA3/AS5/B4

La segunda parte de esta Tesis se centra en el estudio del posible papel como
elemento causal o de susceptibilidad genética en la patologia dual, de un cluster
gendémico localizado en el cromosoma 15g24 formado por los genes CHRNAS,
CHRNAS, y CHRNB4 que codifican las subunidades a3, a5, y f4 de nAChRs. Estos
genes comparten elementos reguladores de su expresion (McDonough and
Deneris, 1997; Francis and Deneris, 2002; Xu et al., 2006) y se co-expresan en
regiones cerebrales comunes donde tienen la capacidad de formar canales
funcionales (Ramirez-Latorre et al., 1996). De forma individual cada una de estas
subunidades se ha implicado en la expresiéon conductual y fisiol6gica de la ansiedad
en ratones (Salas et al., 2003a), en la actividad locomotora y en el efecto
convulsivante de la nicotina (Salas et al., 2003b; Salas et al., 2003a; Kedmi et al.,
2004; Salas et al.,, 2004). Sin embargo, todavia no se ha demostrado el papel
fisiolégico que desempefia el cluster genédmico CHRNA3/A5/B4, ni su implicacion en
la patogenia de los trastornos psiquiatricos. Solamente un estudio reciente
(Thorgeirsson et al., 2008) sugiere la relacion de una variante genética en este
cluster con el grado de dependencia a la nicotina. En esta Tesis Doctoral
proponemos que el cluster genédmico CHRNAS3/A5/B4 es un buen candidato para la
comorbilidad entre trastornos de ansiedad y trastornos de abuso de sustancias. Se
trata de un cluster con un elevado grado de conservacion filogenético, lo que nos ha
permitido sobrexpresar el cluster humano en nuestro modelo murino. Por ello, y
dado que la variante descrita por (Thorgeirsson et al.,, 2008) da lugar a un
incremento de la expresion, exploramos la posible implicacion de este cluster en la
conducta ansiosa, la actividad locomotora y la respuesta a la nicotina en un ratén
transgénico de sobrexpresion. En nuestro trabajo hemos abordado la
caracterizacion fenotipica en profundidad del modelo TQCHRNA3/A5/B4, desde el
punto de vista conductual, farmacologico y molecular. En todos y cada uno de estos

parametros hemos encontrado respuestas diferenciales entre genotipos.
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3.1. Validacién del modelo TgCHRNA3/A5/B4

La validacion de un modelo como el que presentamos no es tarea facil, ya que el
primer nivel de validacion ha de constatar la disregulacion al alza de la expresiéon no
solamente de uno, sino de tres genes. Ello no es obvio, dado que para sobrexpresar
una estructura gendmica compleja que agrupa tres genes funcionando
coordinadamente, era necesario utilizar mayores longitudes de DNA en las
construcciones transgénicas, para poder garantizar la introduccién conjunta de
todas las secuencias genéticas codificantes y potencialmente reguladoras, y de esta
forma, asegurar una correcta expresion del transgén en tiempo, lugar y nivel. Por
tanto la estrategia utilizada fue la introduccion del DNA exdgeno en un BAC donde
el transgén se introdujo de forma estable. En nuestro modelo, por tanto, en principio
las regiones promotoras propias de cada gen (homologas) estan presentes en el
BAC, pero no sabemos si otras regiones reguladoras, que podrian estar situadas en
regiones mas alejadas, estan incluidas en la construccion. Era por tanto necesario
determinar, no solamente la sobrexpresion, sino también si el patrén de expresion
de cada subunidad era solapable al fisiolégico. Ello es fundamental a la hora de
entender si la repercusiéon de la sobrexpresion tiene un sentido fisiopatolégico, ya
que un patron de expresion en lugares o momentos no fisioloégicos, tendra
consecuencias aberrantes, sin significado real. En nuestros experimentos, el patrén
espacial de expresion de los genes CHRNA3, CHRNAS, y CHRNB4 fue similar en
los animales control y en los TQCHRNA3/A5/B4, descartando la existencia de
expresion ectopica, por lo que podemos asumir que el fenotipo observado se
deberia a la sobrexpresion de las subunidades y no a una localizacién aberrante de

éstas.

Un segundo elemento a tener en consideracién es el hecho de que el BAC contiene
los genes humanos. Si bien la conservacion filogenética del cluster es muy elevada,
no podemos descartar que algunas de las funciones de éste pudieran ser diferentes

en un contexto genético y celular murino que el contexto humano.
Por otra parte, y a diferencia de otras proteinas, en este caso se sobrexpresamos

tres subunidades que han de formar canales i6nicos funcionales. Era pues, crucial

determinar si tales canales se formaban en nuestro modelo. Para ello, ademas de
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los experimentos de expresion con resolucion anatomica (inmunohistoquimica) que
permitieron determinar si la expresion de las tres subunidades era solapante, era
necesario analizar si la fijacion del ligando estaba aumentada. Los experimentos de
fijacion de receptores que realizamos, junto con el analisis por western blot de las
diferentes subunidades demostraron un incremento en el niumero de sitios de
fijacidon para nicotina, principalmente dependiente, segun se extrae del posterior
analisis mediante western blot, de un incremento de la subunidad a3 en el caso de
la corteza cerebral y de la subunidad 34 en el caso del hipocampo. Esta regulacién
diferencial de la expresién de las diferentes subunidades podia implicar diferencias
en la funcionalidad de los canales i6nicos formados, ya que la composicion de los
heteropentameros en los receptores nicotinicos conllevan cambios importantes en
sus propiedades biolégicas. En este sentido, los estudios farmacolégicos mostraron
una mayor sensibilidad a nicotina, por lo que podemos inferir que la sobrexpresion
del cluster genera canales funcionales con una repercusiébn en la potencia
farmacoloégica del agonista. Por ultimo, hay que tener en consideracion que en este
trabajo estamos analizando un efecto de dosis génica que puede repercutir en una
disregulacion por exceso o por defecto de otros genes y de diferentes vias de
sefalizacion. Este hecho hace dificil establecer una relacién directa entre el
genotipo y el fenotipo, ya que éste no es sélo el resultado directo de la modificacién
de la expresion de estas subunidades en nuestro modelo, sino de posibles
modificaciones que pueden aparecer subsecuentemente a nivel del transcriptoma y

del proteoma, y que de hecho observamos en el contexto de este trabajo.

Otra consideracion previa de caracter mas general en la interpretaciéon de
resultados, es que el fenotipo observado puede estar modificado no solamente por
el cambio de expresion de estas subunidades, sino por el propio contexto genético
en el que éste se produce. En este trabajo no hemos utilizado ratones isogénicos,
sino ratones congénicos no completos, una estrategia que logra, a través de
retrocruzamientos sucesivos sobre una cepa estandar, homogeneizar el fondo
genético del modelo transgénico. Esta estrategia de apareamiento probablemente
diluye en cierta medida la influencia del genotipo, pero incrementa la variabilidad
interindividual. Este factor es obviamente una desventaja, porque requiere de
grupos muy grandes de animales para obtener significacion estadistica y

condiciones experimentales muy homogéneas para reducir esa variabilidad y
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extraer conclusiones funcionales. Sin embargo, presenta una ventaja muy
importante, y es que los fenotipos, cuando son observables, son probablemente
mas relevantes respecto a la patologia humana, ya que ésta jamas presenta las

caracteristicas homogéneas de isogenicidad.

3.2. Validacion conductual del TgCHRNA3/A5/B4 como modelo de

ansiedad

En nuestro modelo, la caracterizacion del perfil neurolégico y sensoriomotor no
mostré alteraciones significativas dependientes de genotipo. Ello es importante a la
hora de evaluar las modificaciones observadas en las pruebas conductuales, ya que
permite descartar que el fenotipo observado sea secundario a deficiencias

sensoriales, motoras o autonémicas.

En nuestro modelo era necesario incluir en un primer nivel de analisis el perfil de
respuesta ansiosa, puesto que por una parte se trata de establecer la validacion del
modelo para trastornos de ansiedad y por otra, se sabe que los niveles de
acetilcolina, el principal ligando endoégeno de los nAChRs, se incrementan en
respuesta a ambientes novedosos, a estimulos incondicionados, o0 a una situaciéon
estresante (Giovannini et al., 1998) y por tanto eran esperables cambios en este
dominio funcional. En el contexo del problema central de esta Tesis, estudios
genéticos y de neuroimagen apoyan la existencia de una clara correlacién entre el
consumo de tabaco y los trastornos neuropsiquiatricos, en concreto trastornos de

ansiedad, a través de los nAChRs (revisado en Williams et al., 2004).

En el raton TgCHRNA3/A5/B4 observamos un incremento de la conducta ansiosa y
de la actividad locomotora frente a situaciones novedosas y/o aversivas. Asi, los
resultados de pruebas como el campo abierto, el o-maze, o el laberinto en cruz
elevado, en que se pueden evaluar los cambios conductuales frente a situaciones
novedosas en un entorno con componentes ansiogénicos, demostraban un cierto
incremento de las conductas relacionadas con la ansiedad en el ratén transgénico.
En la interpretacion de este fenotipo, hemos de considerar el incremento de los
sitios de fijacion de nicotina que detectamos en la corteza cerebral y el hipocampo

del raton TgCHRNAS3/A5/B4, regiones relacionadas con actividad locomotora,
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ansiedad y miedo condicionado (Day et al., 1991). Este incremento junto con el
aumento de los niveles de acetilcolina en condiciones estresantes o ansiogénicas
descrito previamente (Giovannini et al., 1998), sugieren que la sobrexpresion del

cluster podria potenciar las conductas relacionadas con ansiedad.

Por otra parte, en el paradigma luz-oscuridad, que también se utiliza para
determinar el fenotipo ansioso, el ratén transgénico mostré un patron conductual
que en un analisis inicial se podria interpretar como una reduccién en la ansiedad,
ya que la latencia de entrada en la zona iluminada fue significativamente menor que
en el raton control. Sin embargo, una evaluacion cuidadosa de este fenotipo,
sugiere que se trata de una conducta impulsiva, ya que la velocidad en la zona
aversiva fue significativamente mayor que la del animal control, un comportamiento
caracteristico de un animal ansioso. Asi, la interpretacion debe considerar la
impulsividad como elemento subyacente a la reduccién de la latencia de entrada en
la zona aversiva. Esta interpretacion vendria a su vez apoyada por el perfil de
respuesta que hemos obtenido en otras pruebas (ver mas arriba). De interés para la
comorbilidad entre trastornos de ansiedad y abuso de sustancias, la impulsividad es
una conducta muy caracteristica del comportamiento compulsivo que se ha
relacionado con trastornos adictivos (Olmstead, 2006) sobre todo en individuos
fumadores (Diergaarde et al., 2008) en los que se ha descrito un incremento de la
impulsividad y una conducta ansiosa (Rondina Rde et al., 2007). Esto, unido a que
una variante genética de este cluster se ha relacionado con un incremento de la
dependencia a la nicotina (Berrettini et al., 2008; Thorgeirsson et al., 2008), y a
nuestros resultados (ver mas abajo) en el experimento de preferencia de plaza,
sugiere que la sobrexpresion de las subunidades a3, a5, y f4 de nAChRs podria
participar en la comorbilidad entre los trastornos de ansiedad y los trastornos
adictivos.

En nuestro modelo, la falta de control de una conducta impulsiva podria depender,
al menos en parte, de alteraciones en la mPFC (Bechara et al., 2000). Estudios en
ratas con lesiones en la mPFC y NAc o tras la manipulacién de la funcion
dopaminérgica en el NAc (Cardinal et al., 2001; Christakou et al., 2004; Pattij et al.,
2007), sugieren que este patrén conductual podria deberse a la interaccién que

existe entre el sistema dopaminérgico mesoestriatal y el sistema colinérgico
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estriatal. Estos sistemas juegan un papel importante en los procesos motivacionales
a través de la activacion i/o desensibilizacion de nAChRs presinapticos en neuronas
dopaminérgicas mesoestriatales (Exley and Cragg, 2008). Dado que, las
propiedades farmacolégicas de los nAChRs dependen del tipo de las subunidades
que los conforman, la sobrexpresion de las subunidades a3, a5, y B4 en el
TgCHRNAB3/A5/B4 probablemente modifica la composicion de nAChRs y por lo
tanto su capacidad de activacion/desensibilizacién. Estos cambios podrian influir en
el balance entre DA y acetilcolina en el estriado, con consecuencias en la respuesta
conductual frente a estimulos recompensantes o aversivos. Estos datos
contribuirian a explicarar el perfil de impulsividad observado en el
TgCHRNAS3/A5/B4.

3.3. La sobrexpresion de las subunidades a3, a5, y B4 de nAChRs
incrementa las conductas relacionadas con adiccion a la nicotina en el

raton

La nicotina fue clasificada como una sustancia adictiva en 1988 y se considera mas
adictégena que la heroina o la cocaina. La nicotina actia sobre el sistema
colinérgico, pero es capaz de modular la actividad del sistema dopaminérgico
mesolimbico a través de los nAChRs. Como se ha mencionado anteriormente,
estudios recientes han demostrado una variacidbn nucleotidica en el cluster
genémico CHRNAS3/A5/B4 en individuos con una mayor dependencia a la nicotina
(Berrettini et al., 2008; Thorgeirsson et al., 2008) y se ha sugerido que este cluster
constituye un determinante importante de la iniciacién temprana en el consumo de
alcohol y tabaco (Schlaepfer et al., 2008). Esta variante genética tendria como
consecuencia funcional un incremento de los niveles de expresion. En este sentido,
otros estudios muestran una asociacion entre una variante del gen CHRNAS que
da lugar a un incremento de mRNA y dependencia a alcohol (Wang et al., 2008).
Asi pues, la evidencia clinica muestra una relacion entre el incremento de expresion
de todas o alguna de las subunidades contenidas en el cluster y el abuso de
sustancias. Estos estudios concuerdan con los resultados que hemos obtenido en la
prueba de la preferencia de plaza, los cuales muestran una mayor preferencia por el
contexto asociado a la administracion de nicotina en los animales
TgCHRNAS/A5/B4, sugiriendo que la sobrexpresion de las subunidades a3, a5, y
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B4 de nAChRs modifica las propiedades reforzadoras de la nicotina.

La dependencia estructural de este fenotipo podria encontrarse en la mPFC y el
NAc, que ademas de relacionarse con una conducta impulsiva (ver mas arriba)
estan implicadas en el efecto reforzador agudo de la nicotina (Stein et al., 1998) y
juegan un papel importante en la conducta asociada con la recaida a la droga, tanto

en animales (Shaham et al., 2003) como en humanos (Naqvi et al., 2007).

Si bien no podemos dar evidencia conclusiva esta Tesis, dado que el sistema
mesocorticolimbico también se ha implicado en trastornos de ansiedad (Gray,
1983), y mas concretamente en los relacionados con estrés (Hebb et al., 2004;
Hebb et al., 2005; Koya et al., 2005), proponemos que alteraciones en este circuito
son un factor importante en trastornos de ansiedad y de abuso de sustancias.
Nuestros estudios permiten especular que la sobrexpresion de las subunidades a3,
a5, y P4 de nAChRs podria estar alterando la funcionalidad del sistema
mesocorticolimbico a través de un incremento de la actividad de estos receptores
tras estrés o exposicibn a drogas de abuso, predisponiendo la aparicién i/o

comorbilidad de trastornos de ansiedad y trastornos de abuso de sustancias.

3.4. Elementos cognitivos en el perfil comportamental del ratén

TgCHRNA3/A5/B4: componentes glutamatérgicos

Ademas de la caracterizacion del perfil conductual general y de las conductas
asociadas al abuso de sustancias, como la preferencia de plaza, en nuestro modelo
analizamos algunos componentes cognitivos especificos que se han relacionado
tanto con trastornos de ansiedad como con abuso de sustancias y cuya
dependencia del sistema nicotinérgico ha sido demostrada mediante estudios
farmacolégicos (ver apartado 3.3.). Uno de los sistemas de neurotransmision que
podria subyacer a todos estos procesos es el sistema glutamatérgico, cuya relacién
con los efectos cognitivos de la nicotina ha sido previamente sugerido. Asi pues, en
nuestro modelo decidimos analizar los componentes cognitivos y neuroquimicos

que pueden subyacer a la patologia dual.
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3.4.1. La sobrexpresion de las subunidades a3, a5, y B4 de nAChRs disregula
la expresion de subunidades de receptores NMDA en la corteza cerebral y
modifica la memoria de reconocimientos de objetos

Numerosos estudios proponen al glutamato como el neurotransmisor encargado de
la formacion de memoria y el aprendizaje a través de su papel en la plasticidad
sinaptica (Daoudal and Debanne, 2003; MacDonald et al., 2006; Campanac and
Debanne, 2007). El ratdn TgCHRNA3/A5/B4 mostré un incremento en los niveles de
expresion de las subunidades NR1 y una disminucion de las subunidades NR2B de
receptores NMDA en la corteza cerebral. Es bien conocido que la activacion de
receptores NMDA corticales es necesaria para la adquisicion de memorias
asociativas, como demuestran estudios en animales sometidos a la prueba de
reconocimiento de objetos (Barker et al., 2006; Barker and Warburton, 2008), de
evitacion pasiva (Flood et al., 1992) o de miedo condicionado (Lewis and Gould,
2007; Resstel et al., 2007). En nuestro modelo la prueba de reconocimiento de
objetos mostré una tendencia significativa al incremento en la exploracion de
objetos nuevos en el TQCHRNAS3/A5/B4 cuando se compard con el ratdn control,
indicando una discriminacion mas eficiente del objeto nuevo, y el establecimiento de
la memoria de reconocimiento. Ello sugiere que la sobrexpresion de las
subunidades a3, a5, y B4 de nAChRs podria modular la adquisicién de memorias
asociativas a través de alteraciones en la subunidades NR1 i/o NR2B, y corrobora
la existencia de una relacidon funcional entre el sistema glutamatérgico y el
colinérgico (May-Simera and Levin, 2003; De Souza Silva et al., 2006).

Por otra parte, se sabe que la conducta exploratoria da lugar a un incremento de
acetilcolina en la corteza cerebral (Giovannini et al., 1998), que también se observa
tras la administracion de nicotina y que ésta produce una mejoria de la memoria de
trabajo (Obinu et al., 2002). El ratébn TgCHRNA3/A5/B4 presenta un incremento de
los sitios de fijacién de nicotina, que redundaria en una mayor sensibilidad frente a
agonistas exdgenos o a acetilcolina enddgena, lo que también podria contribuir al
incremento en la exploracion de objetos nuevos observado en el TQCHRNAS3/A5/B4
a nivel basal (tratado con salino). Sin embargo, después de la administracion de
nicotina el ratbn TQCHRNAS3/A5/B4 mostré una menor exploracion del objeto nuevo
comparada con los niveles de exploracion basales. Esto constituiria un efecto

paradojico de la nicotina, cuya administracién en el raton transgénico afectaria
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negativamente a la memoria de trabajo mientras que en ratones control la mejora.
Nuestros datos concuerdan con estudios realizados en fumadores, donde se
observa una afectacion de la memoria de trabajo, posiblemente debida a
alteraciones en la dIPFC (Park et al., 2000). En conjunto, estos datos sugieren que
la sobrexpresion de las subunidades a3, a5, y B4 de nAChRs estaria remedando la
situacion funcional del cerebro de un fumador incrementando los efectos de la
acetilcolina en la mejora de la memoria de trabajo pero afectando esta memoria tras
la exposicion a nicotina. En este sentido es importante recordar que la composiciéon
de los receptores nicotinicos va a determinar su potencia farmacoldgica y también
su capacidad de desensibilizacion. En nuestro caso, es posible que el incremento
de las subunidades a3, a5, y B4 modifique las propiedades de los receptores
nicotinicos con consecuencias directas en memoria y aprendizaje. En concreto, la
presencia de subunidad a5 puede determinar cambios en la desensibilizacién de
receptores nicotinicos frente a la exposicion continuada de agonista. Si el cluster de
las subunidades a3, a5, y 4 esta produciendo un patrén en nuestro ratén similar al
de la especie humana, nuestros resultados podrian explicar el fenotipo observado

en fumadores adictos de forma aguda y tras la exposicion a largo término a nicotina.

3.4.2. La sobrexpresion de CHRNA3/A5/B4 disminuye la respuesta de miedo
condicionado dependiente de contexto e incrementa la respuesta de miedo
no-contextual

En general se considera que las drogas que poseen un bajo valor ‘hedénico’ pero
que establecen/mantienen la auto-administracion de forma muy intensa, tales como
la nicotina o cafeina, requieren una funcién de facilitacion cognitiva (Chaudhri et al.,
2006). El raton TgCHRNA3/A5/B4 presenté una tendencia a la disminuciéon de la
respuesta de miedo asociada a contexto y un incremento significativo del miedo
condicionado no contextual. Los nAChRs participan en las memorias de miedo, de
forma que los nAChRs a432 en el hipocampo dorsal juegan un papel crucial como
mediadores del efecto facilitador de la nicotina en el miedo condicionado contextual
(Davis et al., 2007). En concreto, la activacibn de nAChRs que contienen la
subunidad B2 son elementos clave en la adquisicion del miedo condicionado
contextual y en los efectos del sindrome de abstinencia sobre éste (Davis and
Gould, 2007; Portugal et al., 2008). Por otro lado, se ha sugerido que la

combinacion de subunidades a3f4 modula las memorias emocionales asociativas
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(Zhu et al., 2005). Ademas, es bien conocido que la administracion de nicotina
puede favorecer los procesos cognitivos (Swan and Lessov-Schlaggar, 2007) y en
el caso de memorias asociativas modula el miedo condicionado contextual sin
afectar al no contextual. De hecho, experimentos preliminares no incluidos en esta
Tesis, demuestran un efecto diferencial de la nicotina sobre el miedo condicionado
en los ratones TQCHRNA3/A5/B4.

Sin embargo, se han de considerar otros factores. Por una parte, las alteraciones de
receptores NMDA en la corteza cerebral que no so6lo se ha relacionado con
memoria de trabajo, sino también con memorias asociadas al miedo (Lissek and
Gunturkun, 2003; Burgos-Robles et al., 2007), de forma que el bloqueo mediante
sRNAi de subunidades NR2B en la corteza cingulada anterior disminuye la
respuesta de miedo condicionado asociado a contexto (Zhao et al., 2005). Por
tanto, dadas las alteraciones en la expresion de receptores NMDA presentes en
nuestro modelo, una posible explicacion al fenotipo observado seria la disminucién
de las subunidades NR2B en la corteza cerebral observada en el
TgCHRNAB3/A5/B4. Ademas, esta respuesta es regidn-especifica, ya que el bloqueo
de receptores formados por subunidades NR2B en hipocampo no afecta a la
memoria asociada al miedo (Zhao et al.,, 2005). Estos datos podrian justificar el
fenotipo observado en el TgCHRNA3/A5/B4, en el que no se encontraron
diferencias en la expresion de ninguna de las subunidades de receptores NMDA en
el hipocampo, pero si en cortex cerebral, donde la disminucién de subunidades
NR2B podria contribuir al fenotipo, apoyando la hipotesis de que el sistema

glutamatérgico media los efectos cognitivos de la nicotina.

Aunque este argumento puede explicar en parte el fenotipo, no justificaria el
incremento de la respuesta de miedo independiente de contexto en el
TgCHRNABS/A5/B4. El aprendizaje y la memoria asociada a estimulos aversivos
cuando se forman independientemente del contexto (Power and McGaugh, 2002),
se encuentran regulados por proyecciones colinérgicas que recibe la BLA desde el
nucleo basal magnocelular, y dependen especificamente de la formacién de LTP en
la amigdala, mientras que las asociadas a contexto dependerian del hipocampo. Se
sabe que la activacion de BLA estd modulada por nAChRs que contienen las

subunidades a34, localizados en las interneuronas GABAérgicas de la BLA (Zhu et
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al., 2005), sugiriendo que un incremento de estas subunidades inhibiria la BLA
disminuyendo asi la respuesta de miedo no contextual. En el TgCHRNAS3/A5/B4, sin
embargo, se observa lo contrario, es decir, se produce un incremento de la
respuesta de miedo independiente de contexto, a pesar de que en las tinciones
inmunohistoquimicas realizadas en el ratdon transgénico hemos observado

expresion de las tres subunidades en BLA.

Una posible explicaciéon del incremento de memoria no contextual observado en el
TgCHRNAS/A5/B4 podria ser que los nAChRs en exceso en este raton estén
formados por las subunidades a3p4, que también contienen la subunidad a5. Esta
configuracién resulta interesante, porque se sabe que la subunidad a5 es capaz de
modificar las propiedades del receptor, incrementando la ratio de desensibilizacion y
disminuyendo la eficacia del ligando por el receptor (Wang et al., 2008). Asi, la
consecuencia final de la sobrexpresion de las tres subunidades seria la disminucién
de la eficacia inhibitoria de las interneuronas GABAérgicas sobre la BLA,

incrementando la respuesta de miedo condicionado independiente de contexto.

Por ultimo, y, si bien en el contexto de este trabajo no hemos explorado la memoria
a largo plazo, hemos de considerar las diferencias observadas en el
TgCHRNAS/A5/B4 de los niveles de expresion de la subunidad NR1 en la corteza
cerebral. Diversos estudios han demostrado la importancia de la subunidad NR1 en
la retencion a largo plazo de memorias asociadas al miedo (Cui et al., 2004),
poniendo de manifiesto que una disminucién de esta subunidad en la PFC tras un
largo periodo de tiempo después del aprendizaje asociativo disminuye la respuesta
al miedo condicionado (tanto contextual como no contextual). Asi, el incremento en
la corteza cerebral de la subunidad NR1 de receptores NMDA en el ratdn
TgCHRNAS3/A5/B4 podria alterar el almacenaje de memorias asociadas al miedo,
convirtiéndolas en permanentes y por lo tanto haciendo de este cluster un sustrato

para el desarrollo de trastornos de ansiedad.

3.4.3. La sobrexpresion de CHRNA3/A5/B4 produce hipersensibilidad a los
efectos convulsivantes de la nicotina
Los estudios de fijacion realizados mostraron un incremento de los sitios de fijacion

para nicotina, tanto en corteza cerebral como en hipocampo en los animales
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transgénicos. Sin embargo, el andlisis de los niveles de expresion de las diferentes
subunidades del cluster mostré que ésta era diferencial en funcién de la region y de
la subunidad, aunque sin existir expresion ectopica, como demostraron los estudios
inmunohistoquimicos. En nuestros experimentos, el incremento de fijacion de
nicotina en corteza parece ser dependiente del incremento de subunidades a3,
mientras que en el hipocampo seria debido al incremento de subunidades 4. No
podemos descartar cierta sobrexpresion de las otras subunidades que no fuera
detectable mediante western blot, ni podemos anticipar las posibles combinaciones
funcionales que pudieran conformar los receptores responsables del incremento de
la fijacion del ligando observada en el raton transgénico. Hay estudios que
demuestran la implicacion de las subunidades a3, a5, y B4 de nAChRs en el efecto
convulsivante de la nicotina (Salas et al., 2003b; Salas et al., 2003a; Kedmi et al.,
2004; Salas et al., 2004). Por tanto era necesario determinar si el incremento de los
sitios de fijacién para nicotina representaban ser canales funcionales. Para ello
realizamos estudios farmacoldgicos en los que los animales fueron tratados con
nicotina. Los resultados mostraron una mayor sensibilidad a los efectos
convulsivantes de ésta en el raton TgCHRNAS3/A5/B4, tal como muestra el
desplazamiento a la izquierda de la curva dosis-respuesta y la significativa
reduccion de la DLgy. Estos resultados sugieren que los receptores creados en
exceso debido a la sobrexpresion del cluster son funcionales. Sin embargo, hemos
de considerar que otros mecanismos podrian actuar de forma indirecta en el efecto
observado. En este sentido, ademas de nAChRs, es bien conocida la participacion
de receptores NMDA y GABAA en la generacion de las convulsiones (Morimoto,
1989; Armijo et al., 2000; Chan et al., 2006). Asi pues, las alteraciones observadas
en la corteza cerebral a nivel de receptores de NMDA en el raton TgCHRNAS3/A5/B4
junto  con estudios que demuestran la importancia de la ratio
NMDAR1:NMDAR2A/2B en la susceptibilidad de padecer ataques epilépticos
(Gashi et al., 2007), podrian explicar el incremento de los efectos convulsivantes de
la nicotina en el raton TQCHRNAZ3/A5/B4. Mas aun, este incremento podria explicar
la relacion que se ha establecido en humanos entre el cluster y la epilepsia

nocturna.

Por otro lado, se ha sugerido que la ansiedad o los ataques de panico son los

sintomas cardinales de un episodio epiléptico (Biraben et al., 2001). Una de las
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explicaciones es la existencia de conexiones reciprocas entre la amigdala y la OFC
y la corteza cingulada (Reimer et al., 1975; Gloor et al., 1982), ya que una descarga
del foco epiléptico estimula estructuras limbicas como la amigdala que a su vez
activa focos epilépticos en regiones como la corteza cingulada, la OFC vy el I6bulo
temporal epiléptico, ademas de ser la responsable de la aparicién de sintomas de
ansiedad (Biraben et al., 2001; Aroniadou-Anderjaska et al., 2007). Estos estudios
sugieren que alteraciones en la via corticolimibica podrian ser las responsables de

la comorbilidad entre trastornos de ansiedad y trastornos epilépticos.

4. CONCLUSION DEL TGCHRNA3/A5/B4

La sobrexpresion del cluster genomico CHRNA3/A5/B4 incrementa la formacion de
nAChRs funcionales con efectos secundarios sobre la expresion de receptores de
NMDA en la corteza cerebral que podrian estar jugando un papel clave en la
ansiedad, en los efectos reforzadores de la nicotina, en la adquisicion y
consolidacién de memorias asociativas, asi como también en la activacion de focos
epilépticos, a través de su interaccion con la BLA. Ademas, la formacién de nAChRs
compuestos por subunidades de este cluster genémico podrian estar modificando la
ratio de desensibilizacién del receptor y como consecuencia afectar la respuesta
frente a estimulos como las drogas de abuso o el estrés, a través de alteraciones en
el sistema mesolimbico y mesoestriatal, promoviendo el desarrollo de conductas
impulsivas caracteristicas de trastornos de abuso de sustancias y trastornos de
ansiedad. Los datos obtenidos de esta Tesis Doctoral, junto con los estudios de
Thorgeirsson et al., (2008) demuestran la implicacion del este cluster genomico en
la adiccién a nicotina y ademas aportan la evidencia de su comorbilidad con otros

trastornos psiquiatricos, como la ansiedad y la epilepsia.
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TgNTRK3

1. La sobrexpresion de TrkC produce un incremento de la actividad de neuronas del
LC que podria contribuir al fenotipo ansioso observado en el TgNTRK3. La
disregulacion de receptores 02-AR y/o los cambios en la eficacia de agonistas
opiaceos que actuan sobre receptores p-opioides que hemos detectado en este
modelo podrian ser responsables, en parte, de este fenotipo a través de una

reduccion de la inhibicién fisiolégica de neuronas del LC.

2. La sobrexpresion de TrkC no afecta a la sensibilizacién locomotora inducida por
la morfina ni al desarrollo de la tolerancia a su efecto antinociceptivo, pero produce

cambios a nivel conductual durante la abstinencia a esta droga.

3. La sobrexpresion de TrkC, modifica las propiedades electrofisiolégicas de las
neuronas del LC, tanto en condiciones basales como tras el tratamiento cronico con
agonistas opiaceos, que en el ratdn transgénico no produce el incremento de
actividad neuronal caracteristico del sindrome de abstinencia . Ello podria deberse
a una alteracion del patrén de cambios adaptativos que se producen en el LC
después de un tratamiento crénico con morfina, secundaria a los cambios

observados en la expresion de factores neurotréficos y sus receptores

TgCHRNA3/A5/B4

4. La sobrexpresion del cluster genético compuesto por las subunidades o3, a5, y
B4 de receptores nicotinicos produce un fenotipo ansioso e impulsivo, y un
incremento del efecto reforzador de la nicotina. Asimismo, se producen cambios en
la eficiencia de memorias asociativas.

5. La sobrexpresion de las subunidades o3, o5, y B4 de receptores nicotinicos

produce hipersensibilidad a los efectos convulsivantes de la nicotina.

6. El TJCHRNAZ3/A5/B4 presenta modificaciones en los niveles de expresion de las

subunidades de receptores glutamatérgicos NMDA de la corteza cerebral que
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podrian actuar como mecanismos comunes a los fenotipos observados.

7. Como conclusion general, los resultados obtenidos demuestran que alteraciones
en los niveles de expresion de genes tan diferentes como los factores neurotréficos
o los receptores nicotinicos, pueden modificar la actividad de regiones cerebrales
implicadas en la aparicion simultanea de diferentes trastornos psiquiatricos. De
nuestros experimentos se desprende que el sistema mesocorticolimbico junto con
regiones troncoencefalicas como el LC jugarian un papel clave en la comorbilidad
de trastornos como la ansiedad, la adiccién o la epilepsia. Un mecanismo de
convergencia podria depender de los cambios en receptores glutamatérgicos, que
son elementos clave en la plasticidad neuronal. Nuestros resultados apoyan la
naturaleza poligénica de la patologia dual y sugieren que los cambios de dosis de

determinados genes podrian ejercer un papel esencial en la morbilidad de la misma.
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1.ABREVIATURAS

5HT
5HT1B
a2-AR
AC
nAChR
ADNFLE
AMPA
AMPc
AP-5
Arc
BAC
BDNF
BLA
BNST
CeA
CEso
COMT
CREB
CRH
CS

D1

D2

DA
DLs
DOR
DRD2
DRD4
DSMIV
Erb4
FBS
FosB
GABA

Serotonina

Receptor de serotonina tipo 1B

Receptor alfa-2 adrenérgico

Adenilato Ciclasa

Receptor nicotinico

Autosomal dominant nocturnal frontal lobe epilepsy
acido a-amino-5-hydroxy-3-methyl-4-isoxazolepropionic
Adenosin monofosfato ciclico

Anatgonista de receptores NMDA
Activity-regulated cytoskeleton-associated protein
Bacterial artificial chromosome

Brain-derived neurotrophic factor

Amigdala basolateral

Nucleo medial de la estria terminalis

Amigdala central

Concentracion eficaz 50

Catechol-O-methyl transferase

cAMP response element-binding

Hormona de liberacion de corticotropina

Estimulo condicionado

Receptor de dopamina tipo1

Receptor de dopamina tipo2

Dopamina

Dosis letal 50

Delta opioid receptor

Gen del receptor de dopamina tipo 2

Gen del receptor de dopamina tipo 4,

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
Epidermal growth factor receptor tipo 4

Suero fetal bovino

FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B

Gamma-aminobutyric acid
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GABAA Receptor de GABA tipo A

GABAB Receptor de GABA tipo B

GAD1 Glutamata descarboxilasa tipo 1

HTTLPR Polimorfismo del gen transportador de serotonina
IMIM Institut Municipal d'Investigacio Meédica
KOR Kappa opioid receptor

LA Amigdala lateral

LC Locus Coeruleus

LTD Long term depression

LTP Long term potentiation

MAOA Monoamine oxidase A

MeA Amigdala medial

MOR Mu opioid receptor

fMRI Functional magnetic resonance imaging
NA Noradrenalina

Nac Nucleus Accumbens

NMDA N-methyl-D-aspartic acid

NPY Neuropéptido Y

NR1 Subunidad tipo 1 del receptor de NMDA
NR2A Subunidad tipo 2A del receptor de NMDA
NR2B Subunidad tipo 2B del receptor de NMDA
NT-3 Neurotrofina-3

OFC Corteza orbitofrontal

p75 Receptor de baja afinidad para neurotrofinas
PAG Sustancia Gris Periacueductal

PBS Tampén fosfato salino

Pgi Nucleus Pragigantocelularis

PFA Paraformaldheido

PFC Corteza prefrontal

dIPFC Corteza prefrontal dorsolateral

mPFC Corteza prefrontal medial

PKA Proteina quinasa A

PRBB Parc de Recerca Biomedica de Barcelona
SLC6A3 Gen del transportador de dopamina, miembro 3
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SLC6A4
SN

SNC

TH

Trk
TrkB
TrkC
us

VTA

Gen del transportador de dopamina, miembro 4
Sustancia nigra

Sistema nerviosos central

Tirosina hidroxilasa

Receptor tirosina quinasa

Receptor tirosina quinasa B

Receptor tirosina quinasa C

Estimulo incondicionado

Area tegmental ventral
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2. ARTICULOS DERIVADOS DE ESTA TESIS

La produccién cientifica derivada de esta Tesis Doctoral queda plasmada en dos

articulos originales de investigacion pendientes de publicacion:

Gallego X, Murtra P, Zamalloa T, Canals JM, Pineda J, Amador-Arjona A,
Maldonado R and Dierssen M (2008) Deregulation of the opiod system in
the locus coeruleus of a mouse model of panic disorder. En preparacion.

Gallego X, Amador-Arjona A, Robles N, Armengol LI, Gratacés M, Sabria J, Estivill
X, Dierssen M (2008) Altered anxiety-related phenotype in BAC transgenic
mice overexpressing the a3, a5, and B4 subunits of the nicotinic receptors

in brain. En preparacion.

Ademas parte de los resultados de esta Tesis Doctoral han sido publicados

previamente:

Dierssen M, Gratacos M, Sahun I, Martin M, Gallego X, Amador-Arjona A, Martinez
de Lagran M, Murtra P, Marti E, Pujana MA, Ferrer |, Dalfo E, Martinez-Cue
C, Florez J, Torres-Peraza JF, Alberch J, Maldonado R, Fillat C, Estivill X
(2006) Transgenic mice overexpressing the full-length neurotrophin receptor
TrkC exhibit increased catecholaminergic neuron density in specific brain
areas and increased anxiety-like behavior and panic reaction. Neurobiol Dis
24:403-418. (En este articulo he realizado la inmunohistoquimica de TrkC,
la inmunofluorescencia doble TH/TrkC y las cuantificaciones de estas
neuronas, asi como el analisis por western blot de TrkC)

Sahun [, Gallego X, Gratacos M, Murtra P, Trullas R, Maldonado R, Estivill X,
Dierssen M (2007) Differential responses to anxiogenic drugs in a mouse
model of panic disorder as revealed by Fos immunocytochemistry in specific
areas of the fear circuitry. Amino Acids 33:677-688. (En este articulo he
realizado la inmunohistoquimica de c-Fos y los contajes estereoldgicos de

los diferentes nucleos)

También he participado en la realizacion y redacciéon de otros articulos y revisiones
del laboratorio:
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Gratacos M, Sahun |, Gallego X, Amador-Arjona A, Estivill X, Dierssen M (2007)
Candidate genes for panic disorder: insight from human and mouse genetic
studies. Genes Brain Behav 6 Suppl 1:2-23. (En este articulo he participado
en la redaccioén de la parte del trastorno de panico)

Martinez de Lagran M, Altafaj X, Gallego X, Marti E, Estivill X, Sahun |, Fillat C,
Dierssen M (2004) Motor phenotypic alterations in TgDyrk1a transgenic
mice implicate DYRK1A in Down syndrome motor dysfunction. Neurobiol
Dis 15:132-142. (En este articulo he participado en la realizaciéon y analisis
del patrén de natacién del TgDyrk1a)

Mercader JM, Saus E, Aguera Z, Bayes M, Boni C, Carreras A, Cellini E, de Cid R,
Dierssen M, Escaramis G, Fernandez-Aranda F, Forcano L, Gallego X,
Gonzalez JR, Gorwood P, Hebebrand J, Hinney A, Nacmias B, Puig A,
Ribases M, Ricca V, Romo L, Sorbi S, Versini A, Gratacos M, Estivill X
(2008) Association of NTRK3 and its interaction with NGF suggest an
altered cross-regulation of the neurotrophin signaling pathway in eating
disorders. Hum Mol Genet 17:1234-1244. (En este articulo he participado
en la realizacién de la inmunohistoquimica de TrkC que finalmente no fue

incluida en el articulo)

A continuacion se adjuntan los articulos mas relevantes para el trabajo presentado

en esta Tesis Doctoral.
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