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Resumen

La adiccion es una enfermedad que se caracteriza por el uso y la bdsqueda
compulsiva de la droga a pesar de las consecuencias adversas que produce su consumo.
Las drogas de abuso actuan sobre la via dopaminérgica mesocorticolimbica [1, 2]. El
consumo crénico de drogas produce la estimulacion repetida de este circuito dando
lugar a una serie de neuroadaptaciones a largo plazo, que se se reflejan en dos
caracteristicas importantes de la adiccion: la incapacidad para controlar el deseo de
obtener y usar drogas, y los altos niveles de reincidencia aun luego de largos periodos
de abstinencia [3, 4]. Entre las drogas de mayor consumo a nivel mundial se encuentra
la cocaina. Evidencias obtenidas utilizando modelos animales para estudiar la adiccion a
drogas, indican que la cocaina produce una serie de modificaciones moleculares, y
cambios plasticos, que serian similares a aquellos que se observan durante el desarrollo
del sistema nervioso [5] y por lo tanto podrian involucrar, entre otras, a las vias de
sefalizacion de Wnt. Los factores Wnt pertenecen a una gran familia de proteinas de
secrecion que pueden activar tres cascadas de sefializacion: la via candnica o
Whnt/Bcatenina, la via de polaridad celular planar y la via del Calcio [6]. Cada una de
estas via cumpliria un rol critico durante el desarrollo embrionario regulando decisiones
celulares y procesos homeostaticos. Sin embargo, poco se conoce hasta el momento
sobre su rol en sistema nervioso adulto. En los ultimos quince afios, la deficiencia de la
via canonica ha sido relacionada con el desarrollo de neuropatologias en el cerebro
adulto, tales como Alzheimer y esquizofrenia [7-10]. A pesar de que la adiccion a
cocaina, al igual que la esquizofrenia, afectan al sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico, poco se sabia acerca del rol de las vias de sefializacion Wnt en la
adiccion a drogas. Por tal motivo, el objetivo general del presente proyecto de tesis fue
examinar la participacion de la via de sefalizacion candnica de Wnt, y sus efectores, en
el desarrollo de neuroadaptaciones a largo plazo producidas por cocaina que serian
responsables de la adiccion a drogas. Utilizando la sensibilizacion comportamental
como modelo para evaluar las modificaciones neurobiolégicas que subyacen a la
adiccién [11], pudimos determinar, por primera vez, una relacion directa entre la
actividad de la via de sefalizacion Wnt/Bcatenina en la Corteza Prefrontal y en el
Nucleo Accumbens y las neuroadaptaciones necesarias para el desarrollo y la expresion
de sensibilizacion comportamental, respectivamente. Ademas, los resultados obtenidos

mostraron que la manipulaciéon farmacolégica de la actividad de la via durante el



Resumen

desarrollo de la sensibilizacion, tendria efectos a largo plazo frente a una nueva
exposicién a la cocaina. Teniendo en cuenta que la adiccion continda siendo un
problema que afecta a la sociedad en su totalidad, y que aun no ha sido identificada una
estrategia terapéutica efectiva, los hallazgos del presente trabajo de tesis resultan de
gran importancia dado que proponen a la via canénica de Wnt como un posible blanco

de accién para el desarrollo de nuevas terapias.
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LA NEUROTRANSMISION DOPAMINERGICA

La dopamina (DA) (3,4-dihidrofenilalanina) (Fig. 1), junto con noradrenalina,
adrenalina, y serotonina son catecolaminas también referidas como aminas biogénicas o
neurotransmisores monoaminérgicos. La DA es un importante neurotransmisor del
Sistema Nervioso Central (SNC) en donde participa de una serie de regulaciones
fisioldgicas y, por lo tanto, también estd involucrada en el desarrollo de enfermedades
neuroldgicas y neuropsiquiatricas [12].

A pesar de haber sido identificada en el SNC a finales de 1950, de haberse
visualizado las vias dopaminérgicas y establecido una relacion entre la pérdida de DA 'y
la enfermedad de Parkinson, ain a mediados de los 60’ se debatia sobre su DA
participacion en la neurotransmision. Fue en la década del 80’ cuando su rol como
neurotransmisor fue confirmado debido a la identificacion de los distintos receptores
especificos y al establecimiento de wuna relacion entre la DA y distintos
comportamientos como la actividad locomotora, los comportamientos estereotipados, el
aprendizaje, la motivacién, el consumo de comida y la recompensa [13]. Es asi entonces
que hoy es claro que la DA también tiene un rol principal en patologias relacionadas
con el movimiento (como la enfermedad de Parkinson) o en desérdenes psiquiatricos
tales como la esquizofrenia y el Déficit de Atencion e Hiperactividad (ADHD). Mas
aan, la neurotransmision dopaminérgica participa en los mecanismos asociados a las
drogas de abuso que generan dependencia y también en la integracion con de las
respuestas del sistema de recompensa del cerebro [12].

Debido a la gran cantidad de funciones y a la importancia que tiene, la DA y sus
sistemas siguen siendo blanco de numerosos estudios para permitir ampliar el
conocimiento de sus efectos, funciones e interacciones y obtener diferentes beneficios y

aplicaciones clinicas.

NH,
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Figura 1: Estructura quimica de la Dopamina (3,4-dihidrofenilalanina)
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Sintesis, liberacidn, regulacion y degradacion de la DA

Sintesis de la DA

Tanto la DA como las otras aminas biogénicas (noradrenalina, adrenalina,
serotonina e histamina) son neurotransmisores clasicos, es decir, se sintetizan en las
terminales axonicas presindpticas. Particularmente, la sintesis de DA involucra dos
pasos enzimaticos que comienzan con el aminodcido Tirosina (Fig. 2). La tirosina es
hidroxilada en la posicién 3 por la enzima Tirosina Hidroxilasa para formar la 3,4-
dihidroxi-L-fenilalanina o L-DOPA. La Tirosina Hidroxilasa es la enzima limitante de
la velocidad en la biosintesis de DA (y de otras catecolaminas) y por lo tanto es la que
controla sus concentraciones neuronales. El paso siguiente de la biosintesis se da
cuando la Decarboxilasa de aminoacidos aromaticos transforma, rapidamente, la L-
DOPA en DA [12].

NH,

| toon  L-Tirosina

/N

HO

Tetrahidrobiopterina + O,
Tirosina
Hidroxilasa
Dihidrobiopterina + H,0

AN

<

HO NH,

|/\|c;cm L-DOPA

£

Decarboxilasa
de
aminoacidos
aromaticos

)
9

\

y
/\/NHE

Dopamina

/

Figura 2: Biosintesis de Dopamina

Liberacion de DA
La DA sintetizada en las terminales nerviosas es luego almacenada en vesiculas

por un transportador vesicular de monoaminas de alta afinidad (VMAT2), que funciona
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acoplado a un gradiente electroquimico generado por una bomba H*-ATPasa. Estas
vesiculas de almacenamiento se concentran en las terminales nerviosas y protegen, por
un lado, a la célula de la toxicidad inherente de los neurotransmisores y, por el otro, a la
DA de su metabolizacion en el citoplasma [14]. Cuando un potencial de accion alcanza
la terminal nerviosa, la despolarizacién de la membrana activa canales de Ca** sensibles
al voltaje, permitiendo la acumulacion intracelular de éste cation. EI aumento de la
concentracién de Ca®* afecta a diversas proteinas entre las que se encuentran aquellas
involucradas en la exocitosis, permitiendo que las vesiculas se fusionen con la
membrana presinaptica y consecuentemente se produzca la liberacién de la DA al
espacio sinaptico [15].

La DA liberada se une a dos clases de receptores que han sido identificados en
base a su especificidad frente a ciertas drogas y clasificados en funcion de los
mecanismos de sefializacion que utilizan: las familias de receptores del tipo D; (D:R) y
del tipo D, (D2R) [16, 17]. Los receptores del tipo D; (D1y Ds) son receptores asociados
a la activacion de la enzima Adenilato Ciclasa a traves de proteinas Gs, llevando al
aumento de la concentracion del segundo mensajero Adenosin Monofosfato ciclico
(AMPc) y a la activacion de la Proteina quinasa A. Estos receptores presentan baja
afinidad frente a algunas drogas antipsicoticas como el sulpiride. Por su parte, los
receptores del tipo D, (D,, D3y Dy) fueron definidos originalmente por estar asociados
con la inhibicién de la liberacion de prolactina, y por su alta afinidad por los agentes
antipsicoticos; actualmente se los asocia con la inhibicion de la Adenilato Ciclasa a
través de proteinas Gi/G, [16, 17]. Los receptores pertenecientes al tipo D, pueden
encontrarse tanto en la presinapsis como en la postsinapsis; por el contrario, los

receptores de la familia D; se ubican principalmente en la postsinapsis [17].

Regulacion y degradacion de la DA

La concentracion de DA en el espacio sinaptico esta estrictamente controlada
por una serie de mecanismos diferentes. EI proceso mas eficiente de eliminacion de la
DA del espacio sinaptico se da a través de los transportadores de DA (DAT) (Fig. 3).
Estas proteinas pertenecen a la familia de transportadores acoplados a Na* y CI™ , y
trasladan la DA presente en la hendidura sinaptica hacia el citoplasma de las terminales
presinapticas permitiendo que reingrese a las vesiculas a través del VMAT o que sea
degradada por la Monoamina Oxidasa (MAO) citoplasmatica [12, 16]. EI normal

funcionamiento de estos transportadores y la rapida recaptacion del neurotransmisor
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presente en la sinapsis es de vital importancia para la sefializacion neuronal,
permitiendo, por un lado, limitar la duracién de la activacion de los receptores pre y
postsinapticos y la difusion de la DA hacia otras sinapsis y por el otro, posibilitando el
reciclado y reutilizacion de la DA no metabolizada [16]. Diversas drogas pueden afectar
el normal funcionamiento del DAT vy, por lo tanto, la concentracion de DA en el espacio
sinaptico. Por ejemplo, la cocaina acttia bloqueando la recaptacion de DA a través de la
interaccion con un sitio particular de unién al DAT, distinto al del sustrato, que impide
que el neurotransmisor liberado reingrese al interior celular. En tanto que ciertas drogas,
como la anfetamina, pueden ser reconocidas como sustrato y competir con la DA por la
recaptacion dado que el mismo posee una especificad limitada. Mas aun, la anfetamina
modifica la actividad del transportador VMAT provocando la liberacion de la DA de las
vesiculas, y su consecuente liberacion al espacio sinaptico, llevando a un “transporte
reverso” del neurotransmisor [12, 16].

Ademas de ser recaptada, la DA es catabolizada enzimaticamente por la MAO y
la Catecol-O-metiltransferasa (COMT) (Fig. 3). La enzima MAO presenta isoformas
intra y extracelulares. La forma intracelular estd asociada a la membrana externa de la
mitocondria y es la encargada de metabolizar la DA una vez que es recaptada dentro de
la terminal presinéptica; mientras que, la forma extracelular actia metabolizando el
neurotransmisor que se encuentra en la hendidura sindptica. En ambos casos, el
producto final es el &cido 3,4-dihidroxifenilacetico (DOPAC). La segunda enzima que
cataboliza a la DA, la enzima COMT, se encuentra principalmente unida a la membrana
sinaptica y produce el metabolito 3-O-metildopamina (3-MT), el cual convertido por la
MAO en acido homovainilinico (HVA) [16].

Finalmente, la DA también se une a receptores de la familia D, que se
encuentran en la presinapsis y funcionan como autorreceptores. Esto es, una vez
activados, inhiben la sintesis y liberacion de dopamina, regulando asi la transmisién

dopaminérgica [18].
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Tirosina
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Figura 3: Modelo de sinapsis dopaminérgica: Esquema representativo de la sintesis,
liberacion, sefializacion y recaptacion de DA. VMAT, transportados vesicular de monoamines;
DAT, transportador de DA; G; and G, proteina G inhibitoria y estimulatoria; MAO,
monoamina oxidasa; DOPAC, 4&cido 3,4-dihidroxifenilacetico; COMT, catecol-O-
metiltransferasa; 3-ME, 3-O-metildopamina; HVA, acido homovanilinico; AC, adenilato

ciclasa.
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VIAS DOPAMINERGICAS CENTRALES

La mayor parte de las neuronas dopaminérgicas del SNC se localizan en tres
nucleos discretos cuyas proyecciones dan lugar a distintas vias. Estos nucleos son: la
Sustancia Nigra (SN) (area A9) a partir de la cual surge la via nigroestriatal; el Area
Tegmental Ventral (ATV) (&rea 10) que da lugar a las vias mesolimbica y mesocortial;

y, el Nucleo Arcuato (area A12) en donde se origina la via tuberoinfundibular [12, 19]
(Fig. 4).

Via Nigroestriatal

La via nigroestriatal (Fig. 4), que se origina en la SN, es fundamental en la
organizacion de los ganglios basales (GB) ya que modula una amplio rango de
comportamientos, desde el aprendizaje y la memoria de trabajo, hasta el control motor y
aspectos motivacionales del comportamiento. La SN puede ser dividida, en base a su
citoarquitectura y a criterios quimicos, en dos grupos celulares: la SN reticulada (SNr) y
la SN pars compacta (SNc). La SNr contiene neuronas GABAérgicas, mientras que la
SNc estd constituida principalmente por cuerpos celulares dopaminérgicos que
proyectan masivamente hacia el caudado y el putamen, dos ndcleos que en conjunto en
los roedores se los denomina estriado dorsal (ED), dando lugar a la via nigroestriatal
[20, 21]. La deficiencia de DA en esta via lleva a desordenes del movimiento,
incluyendo la enfermedad de Parkinson, la cual se caracteriza por rigidez, aquinesia,
bradiquinesia y temblores; mientras que la hiperactividad dopaminérgica seria

responsable de varios trastornos hiperquinéticos tales como las disquinesias [19].

Vias mesolimbica y mesocortical

El circuito mesolimbico (Fig. 4) se origina en las células dopaminérgicas del
ATV (area A10), las cuales proyectan principalmente hacia el Nucleo Accumbens
(NAcc), el tubérculo olfatorio, inervando también el septo, la amigdala (Amig) y el
hipocamo. A su vez, el sistema mesocortical (Fig. 4) se extiende desde el ATV hacia la
corteza prefrontal (CPF), la cingulada y la entorrinal [22].

El sistema mesolimbico se encuentra principalmente involucrado en la respuesta
a los estimulos de recompensa y la memoria, especialmente la relacionada con
apendizaje por claves y asociaciones con el contexto. El sistema mesocortical esta

relacionado con la regulacion emocional, las funciones cognitivas y de ejecucion

13



Introduccion

especialmente en los procesos de control inhibitorios [2]. Sin embargo, existe una
sobreposicidn entre estos dos sistemas dopaminérgicos, por lo que, por lo general, se los
denomina colectivamente como circuito mesocorticolimbico[22] . Debido a la gran
cantidad de funciones en la que el circuito mesocorticolimbico estd implicado, su
desregulacién o disfuncion estd asociada a varios transtornos psiquiatricos, como la

esquizofrenia y la depresion, y la adiccion a drogas [23, 24].

Via Tuberoinfundibular

Las neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares se ubican en el nucleo
Arcuato (&4rea Al12) del hipotdlamo (Fig. 4) y proyectan ventralmente hacia la
Eminencia Media para terminar adyacentes a la circulacion hipofisial. La liberacion de
DA hacia los capilares fenestrados del sistema porta hipofisial permite su transporte a la
hipd6fisis anterior. Las neuronas presentes en este circuito son relativamente pequefias y
secretoras por naturaleza, careciendo de sinapsis verdaderas [25]. Una vez en la
hipofisis, la DA inhibe la sintesis y secrecion de prolactina. Si el funcionamiento del
sistema tuberoinfundibular es perturbado (por la formacién de tumores, adenomas o por
drogas) los niveles de prolactina pueden aumentar y producir hiperprolactemia. La
hiperprolactemia en mujeres se asocia con la galactorrea (secrecién de la glandula
mamaria) y amenorrea (pérdida de la ovulacion y del ciclo menstrual); mientras que en

los hombres puede producir galactorrea e impotencia [16].

Neocortex ;
Hipocampo

Caudado-Putamen
(Estriado)

Nucleo
Accumbens

Amigdala Kisiisito

Tubérculo
Olfatorio

= ViaNigroestriatal == Via Mesolimbica
Via Mesocortical Via Tuberoinfundibular

Figura 4: Vias dopaminérgicas centrales. Esquema de las vias dopaminérgicas centrales en un
corte sagital del cerebro de rata. ATV, Area tegmental ventral; SN, Sustancia Nigra. Adaptado
de Di Giovanni y col en [26].
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CIRCUITO DE LOS GANGLIOS DE LA BASE

Los GB son un grupo de nucleos subcorticales interconectados, criticos en
funciones relacionadas con la motivacion, la respuesta motora y el aprendizaje
procedimental (Fig. 5) [27]. Luego de su descubrimiento en los comienzos del siglo XX,
los GB fueron considerados como un simple sistema de integracién a través del cual la
informacion cortical Ilegaba a los ndcleos motores del tallo cerebral. Esta perspectiva se
basaba en la nocion de que en los GB se daba una convergencia de la informacion que
llegaba desde distintas areas corticales generandose una Unica salida, compuesta de
modalidades funcionales mixtas [28]. Actualmente se sabe que los circuitos neuronales
involucrados en los GB son una parte central del sistema motor extrapiramidal y que su
mal funcionamiento estd asociado con desérdenes neurolégicos tales como enfermedad
de Parkinson y el Huntington, asi como también con el desorden obsesivo compulsivo y
la adiccion [27, 29, 30].

En este sistema el estriado es el nucleo principal que recibe la aferencias
excitatorias glutamatérgicas, asi como también una densa innervacion desde las
neuronas dopaminérgicas del cerebro medio, representando el mayor sitio de plasticidad
sindptica en los GB [27]. Ademas del estriado, los GB del cerebro de los vertebrados
consisten en diferentes ndcleos, entre los que se encuentran el segmento interno y
externo del Globo Palido (GPi y GPe), los nucleos subtalamicos (NST) y la SN, siendo
cada uno de ellos de una profunda importancia clinica [28]. Anatémicamente, el
estriado recibe proyecciones excitatorias desde toda la corteza cerebral, pero
particularmente desde la CPF y la corteza sensoriomotora. Junto al estriado se ubica el
GPi y la SNr, que constituyen los mayores nucleos de salida de los GB, proyectando a
través de varios nucleos talamicos, a la mayor parte de la corteza del 16bulo frontal y al
tallo cerebral. Esta arquitectura indica que los GB son parte de un extenso circuito que
une la corteza cerebral con el 16bulo frontal [28-30].

La segregacion de las proyecciones corticoestriatales permite dividir el estriado
en tres partes principales conocidas como territorios sensoriomotor, asociativo y limbico
[28, 31]. EI territorio sensoriomotor incluye la regién dorsolateral postcomisural del
estriado que recibe proyecciones de la corteza motora primaria y de la corteza
sensoriomotora. El territorio asociativo comprende una gran porcion de la parte dorsal
del estriado y recibe inervacion de las cortezas asociativas de los lobulos frontal,
temporal y parietal. Finalmente, el territorio limbico incluye al NAcc, el tubérculo
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olfatorio y la parte ventral y anterior del estriado, y recibe proyecciones de la corteza
limbica y paralimbica, la Amig y el hipocampo. Estas diferencias anatdmicas sugieren
que, por un lado, distintas partes del estriado pueden contribuir de forma diferencial en
el comportamiento, y por el otro, que las funciones estriatales serian altamente
complejas [28, 31].

El estriado estd formado por células GABAEérgicas, siendo la poblacion
mayoritaria conocida como neuronas espinosas medianas (NEMs). Las NEMs pueden
ser categorizadas en dos subtipos diferentes basandose en su expresion génica y sus
proyecciones axonales: aquellas que expresan los D;1R y las que expresan los D2R [27].
Estos dos tipos celulares se encuentran en cantidades similares y distribuidos al azar a lo
largo de todo el volumen del estriado, y representan una division que da lugar a dos vias
diferentes: por un lado la “via directa” en la que las NEMs que expresan los D;R envian
principalmente proyecciones inhibitorias a los nucleo de salida de los GB (GPi/SNr).
Por otro lado, la “via indirecta”, en donde las NEMs con D,R proyectan hacia el GPe
(Fig. 5). Por su parte, el GPe envia proyecciones inhibitorias sobre los NST que, a su
vez, emiten proyecciones excitatorias a todas las estructuras de los GB, incluyendo al
GPiyala SNr[32].

El modelo mas general del funcionamiento de los GB se basa en una segregacion
en el procesamiento de la informacion entre las vias directa e indirecta, las cuales
actuarian de forma opuesta en el control del movimiento [28, 33, 34]. De forma
anatomicamente simplificada, este modelo describe dos circuitos paralelos (corteza —
GB - tadlamo — corteza) que divergen en el estriado y son modulados diferencialmente
por la DA. Una visién mas compleja indicaria que estas vias estan integradas dentro de
circuitos interconectados, de diferente jerarquia, que surgen desde la corteza limbica y
el estriado ventral y proyectan tanto hacia regiones asociativas como motoras [27].

En la via directa, las NEMs del estriado reciben proyecciones excitatorias
glutamatérgicas desde la corteza sensoriomotora y el tadlamo, para luego enviar
proyecciones GABAérgicas sobre el GPi y la SNr, que a su vez, proyectan hacia los
nacleos motores del tdlamo. Brevemente, el efecto neto de la activacion de la via directa
es la desinhibicion de las proyecciones excitatorias talamocorticales, que lleva a la
activacion de los circuitos corticales premotores y a la seleccion o facilitacion del
movimiento. Las NEMs de la via indirecta forman sinapsis inhibitorias en el GPe, el
cual proyecta hacia las neuronas glutamatérgicas de los NST; los cuales envian
proyecciones excitatorias a los nucleos inhibitorios de salida de los GB (el GPi y la
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SNr). La actividad de la via indirecta llevaria a una inhibicién de las neuronas
talamocorticales, lo que reduciria la actividad regulada por la corteza premotora e
inhibiria el movimiento [27]. En este modelo, la DA que llega de las neuronas de la SNc
seria la responsable de modular la respuesta del estriado, activando a las NEMs DR o
inhibiendo las D,R. Esta competencia de vias responderia al modelo de freno -
acelerador de un auto, el cual sugiere que la liberacion del talamo (desinhibicion) a
través de la via directa es opuesta a la de la via indirecta, que inhibe el talamo a través

de las proyecciones excitatorias adicionales del NST al GPi [30].
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Figura 5: Circuito de los ganglios de la base. A) Corte sagital representando el circuito
corteza — GB — Talamo — corteza en roedores. En la via directa (flechas azules) las NEMs
envian proyecciones directamente a los nucleos de salida de los GB (el GPi y la SNr), donde
forman sinapsis inhibitorias. En la via indirecta (flechas rojas), las NEMs inhiben al GPe, el
cual proyecta sobre los NST formando sinapsis inhibitorias. Los axones excitatorios de los NST
inervan al GPi y a la SNr, que envian proyecciones GABAérgicas a los nucleos motores
talamicos. Finalmente, las neuronas glutamatérgicas del talamo proyectan a la corteza,
completando el circuito (adaptado de [27]). B) El esquema muestra una representacion
simplificada de las vias directa e indirecta. Las neuronas glutamatérgicas de la corteza inervan
a los dos tipos de NEMs GABAérgicas del estriado, las D;R que proyectan al GPi y a la SNr
(via directa) y a las D,R que proyectan indirectamente hacia el GPi y la SNr, pasando por el
GPe y los NST. La activacion de la via directa por la corteza promoveria la actividad motora a
través de la inhibicién del GPi y la SNr y la consecuente desinhibicion del tAlamo; por su parte,
la activacion cortical de la via indirecta inhibiria la actividad motora a través de la inhibicion
de los NST por el GPe, y la consecuente activacion del tAlamo. Las neuronas dopaminérgicas
de la SNc modularian estas respuestas (adaptado de [16]).
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Dopamina y motivacion

El concepto de motivacion esta relacionado con el principio de autoperpetuacion y
de reproduccion para la supervivencia de la especie. Los organismos vienen provistos
con una habilidad innata para codificar el valor bioldgico intrinseco de un estimulo y
para responder de una manera consistente a este codigo [35]. La motivacion se refiere a
aquellos procesos comportamentales a través de los cuales los organismos emiten una
respuesta a un estimulo (el estimulo motivacional) en relacion con sus consecuencias en
términos de la supervivencia individual y de la especie [25].

Dentro del llamado circuito de la motivacion muchos neurotransmisores
participan regulando su actividad y mediando los distintos procesos controlados por este
sistema. Sin embargo, las vias dopaminérgicas del cerebro medio han mostrado tener un
rol principal en los comportamientos de motivacion. A este respecto, ha sido observado
que la administracion de antagonistas de receptores dopaminérgicos afecta la respuesta
a una serie de reforzadores, incluidos la comida, el agua [36, 37], la estimulacidn
eléctrica cerebral [38, 39] y las drogas de abuso [40-42]. EI mapeo de las proyecciones
de las neuronas dopaminérgicas mostrd que este efecto esta mediado no solo por las
proyecciones dopaminérgicas confinadas a las regiones motoras del estriado, sino que
también por las que se extendian a areas limbicas relacionadas con la motivacion,
particularmente al NAcc, principal componente del estriado ventral [43].

A pesar de la gran cantidad de estudios enfocados en la DA, aun no esta
completamente claro que informacién codifica la liberacidn de este neurotransmisor en
el NAcc. Se ha observado que en animales, la inhibicion en la sintesis de DA lleva a un
impedimento en la utilizacion de la informacion sobre la recompensa para motivar
comportamientos dirigidos a un objetivo, es decir, para actuar en funcién de las
preferencias [44]. Al mismo tiempo, basandose en esta idea de la necesidad de la DA
para la ejecucion de comportamientos motivados, se ha propuesto que la
neurotransmision dopaminérgica en el NAcc es la responsable de la asignacion de la
“importancia del incentivo” y de las claves asociadas a la recompensa, de forma tal que
estas claves puedan subsecuentemente disparar un estado de “deseo” por el objetivo,
distinto del “placer” que este produce [45]. Un animal entonces, podria recibir placer de
algo aun en ausencia de DA; sin embargo, no puede usar esta informacion para disparar
el comportamiento necesario para obtenerlo. La liberacion de DA en el NAcc
combinaria entonces a las propiedades hedoénicas (“placer”) de un objetivo con la

motivacion (“deseo”) y por lo tanto, tendria una importancia fundamental en la
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formacion de las asociaciones relacionadas con la recompensa que regulan el
comportamiento [46].

Diversa evidencias sugieren que la DA tiene un rol central en los mecanismos
asociados con aprendizaje mediado por refuerzos [47, 48]. Es asi, que otro modelo de la
accion de la DA se basa en la idea de que los animales se comportaran de forma tal de
maximizar las recompensas futuras [47, 49]. De acuerdo a esta teoria el cerebro estima
el valor de una posible accidn en base a la cantidad de recompensa obtenida por esta
accion en el pasado y usan estos valores almacenados para predecir la recompensa o
castigo resultante para cada accion posible. De esta forma, la recompensa obtenida por
la accion se compara con la predicha y la diferencia constituye el “error en la prediccion
de la recompensa”. Se ha postulado que la DA seria la encargada de codificar este error
en la prediccién de la recompensa y por lo tanto, modularia los comportamientos futuros
de forma de maximizar los beneficios. Este modelo de aprendizaje por reforzamiento es
consistente tanto con el rol asignado a la DA en la asignacion de la importancia del
incentivo, como en la participacion asignada a este neurotransmisor en los aprendizajes

relacionados a la recompensa [50].

Circuito de la motivacion

El circuito de la motivacién incluye al cerebro medio, al estriado, al globo
palido, y al palido ventral los cuales forman circuitos paralelos de procesamiento de
informacidén motivacional (Fig. 6A). Mas especificamente, las porciones ventrales de
estos nuacleos serian las involucradas en el circuito de la motivacion y podian
subdividirse en dos subcircuitos que son paralelos (Fig. 6B), pero que tiene distintas
estructuras de entrada y de salida (Fig. 7) [51].

o>
Corteza/ Talamo/

Amigdala/ Corteza
Hipocampo

B)

Figura 6: Organizacién topolégica de las proyecciones subcorticales en el circuito de la
motivacion. ED, estriado dorsal o ventral (EV); GP, globo péalido; PV, péalido ventral medial
(PVp) o lateral (PV)), SN, sustancia nigra; ATV, area tegmental ventral; NA nicleo accumbens
core (NA,) o shell (NA;). Adaptado de [51].
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Histdricamente los estudios bioldgicos de los comportamientos de motivacion se
enfocaron en la importancia de una serie de ndcleos individuales respecto de la
produccion de respuestas motoras adaptativas. En este aspecto, la Amig obtuvo répida
atencion debido al hecho de que la ablacion bilateral del 16bulo temporal, incluida la
Amig, resultaba en un cambio dramatico en las respuestas emocionales. Puntualmente,
monos agresivos se volvieron mansos y dispuestos a acercarse a objetos que
normalmente le producian temor [52]. Subsecuentemente, animales con lesiones en la
Amig mostraron una disminucion en la respuesta de evitacion frente a estimulos que
indicaban un shock [53], al igual que una reduccién en su capacidad de discriminar
recompensas alimenticias [54]. Estos estudios, combinados con resultados anatomicos
que indicaban que la Amig estd conectada con estructuras motoras, autonémicas y
sensoriales [55-57], sugirieron que éste area tiene una funcion moduladora critica en los
comportamientos de motivacion.

La otra region cerebral fuertemente implicada en el control de la motivacion es
el NAcc. A partir de resultados que mostraron que los animales trabajan para recibir
estimulacion eléctrica en las estructuras del cerebro anterior [58], particularmente
debido a la estimulacion dopaminérgica del NAcc [59, 60], junto con la evidencia de
que el mecanismo de accion de muchas drogas de abuso dependia del NAcc [61, 62], se
postuld un rol central de ésta area en los comportamientos dirigidos a un objetivo.
Actualmente, se considera que el NAcc actuaria como una interfaz funcional entre el
sistema limbico (incluyendo a la Amig) y las estructuras motoras dentro de este circuito.
[63]. Respecto a la inervacidn, las neuronas del ATV proyectan hacia el NAcc, el cual a
su vez, puede ser dividido en dos porciones: la ventromedial Ilamada shell y la medial,
conocida como core. De estas dos regiones, el shell inerva reciprocamente al ATV,
mientras que el core, también recibe proyecciones y proyecta sobre la SN. Ademas, el
shell proyecta a la porcion ventromedial del Palido ventral (PVy,), mientras que el core
proyecta principalmente a la region dorsolateral, subcomisural del PV (PV)). El PV,
inerva GABAérgicamente al ATV, y el PV, lo hace sobre la SN. A diferencia de la SN,
el ATV proyecta sobre ambas regiones del PV [51, 63, 64] (Fig. 7).
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Figura 7: Conectividad en el circuito de la motivacién. CPF, corteza prefrontal dorsal (CPFg)
o ventral (CPF,); MD, tdlamo mediodorsal; PV, palido ventral medial (PV,,) o lateral (PV)),
SN, sustancia nigra; ATV, area tegmental ventral; NA nlcleo accumbens core (NA.) o shell
(NA). Adaptado de [51].

Las aferencias subcorticales que llegan al circuito provienen principalmente de
la CPF, la cual envia proyecciones glutamatérgicas tanto al ATV como al NAcc y la
SN. Tanto la parte dorsal (CPF4) como la ventral (CPF,) de la CPF reciben a su vez,
proyecciones dopaminérgicas mesocorticales del ATV. La amigdala basolateral (ABL)
y el hipocampo también envian proyecciones glutamatérgicas sobre el sistema. La ABL
proyecta sobre varios nucleos, incluidos el NAcc, la CPF, el ATV, el PV y el tdlamo
mediodorsal (MD). Por su parte, la ABL recibe proyecciones del ATV, la CPF y el PV.
Debido a que la ABL se encuentra también inervada densamente por el talamo y la
corteza sensorial, éste area seria la encargada de integrar informacion sensorial
relacionada con estimulos reforzantes para luego transmitirlos al circuito de la
motivacién [51, 63, 64] (Fig. 7).

Como fuera mencionado, el circuito de la motivacion incluye dos subcircuitos:
uno que comprende predominantemente estructuras limbicas y uno relacionado con
areas motoras. Es asi que el ATV, el NAcc shell y el PV, estan asociados con
estructuras limbicas como la CPF,, la ABL y el hipocampo. Por su parte, la CPFy, el
NAcc core y el PV, forman contactos con estructuras motoras como la SN, la corteza

motora y los NST [51, 64]. Sin embargo, es importante tener en cuenta que estos dos
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subcircuitos son, en realidad, parte de del amplio set de estructuras que regulan el
comportamiento como son los GB. De hecho, el ED ha mostrado jugar un rol critico en
el pasaje del aprendizaje a la formacion de habitos, y este pasaje estaria asociado con un
corrimiento desde las estructuras mas ventrales y mediales (NAcc shell) hacia las zonas
mas dorsales y laterales (ED o caudado-putamen) [65, 66].

En condiciones normales el organismo utiliza el circuito de la motivacién para
optimizar las respuestas que aumenten la supervivencia. Sin embargo, muchas drogas de
abuso ejercen sus efectos principales precisamente en estas vias y son capaces de
inducir alteraciones a largo plazo, o quizds permanentes, en la red motivacional que

finalmente dan lugar a la adiccion [67].

ADICCION A PSCICOESTIMULANTES

La adiccion a drogas es reconocida cada vez mas como una enfermedad
neurobioldgica. El uso repetido de drogas de abuso impacta y afecta al circuito normal
de recompensa y de comportamientos adaptativos provocando una serie de cambios
plasticos que se manifiestan como comportamientos recurrentes y compulsivos frente a
la blusqueda de la droga a pesar de las graves consecuencias adversas. Otras
caracteristicas predominantes en la adiccion son la alta vulnerabilidad a la recaida,
incluso luego de largos periodos de abstinencia, y la disminucién en la motivacion para
adquirir recompensas naturales de importancia biolégica para la supervivencia y para un
buen funcionamiento psicosocial [4, 68]. A través de la modificacion de los circuitos de
la motivacion y del aprendizaje, las drogas de abuso alteran las respuestas de los adictos
frente a los estimulos ambientales; haciendo que la adiccion sea entendida como una
enfermedad cerebral cronica marcada por recaidas a largo plazo, que se origina en la
compleja interaccion de un conjunto de variables. Entre las que podemos citar: el
individuo (es decir, factores bioldgicos como la vulnerabilidad genetica y diversos
factores psicolégicos), a la droga (potencia, ruta de administracion y habilidad para
generar estimulos condicionados frente a la recompensa) y a los factores ambientales (es
decir, legalidad, aceptacion y disponibilidad para consumo, presiones de pares,
economicas o politicas entre otras [68].

Al igual que los estimulos bioldgicos motivacionalmente relevantes, todas las
drogas potencialmente adictivas tienen la capacidad de aumentar los niveles

extracelulares de DA liberada por el ATV en la CPF, el estriado (incluido el NAcc) y la

22



Introduccion

Amig, ya sea de forma directa a través de la inhibicion de la recaptacion o el aumento
de la liberacion de DA (como es el caso de la cocaina y la anfetamina), o por
mecanismos indirectos que modifiquen la respuesta de células dopaminérgicas (como el
caso del alcohol, los opioides, y la nicotina, entre otras) [67, 69]. Sin embargo, existen
dos diferencias principales entre la liberacion de DA inducida por un estimulo biologico
y la generada por el consumo de una droga de abuso. Primero, la liberacion de DA
provocada por una droga es mayor en amplitud y duracién que la que puede lograrse a
través de mecanismos fisioldgicos. Segundo, se sabe que la liberacion de DA por
estimulos bioldgicos desarrolla tolerancia, sin embargo, las drogas adictivas liberan DA
cada vez que se consumen [4]. Estas diferencias hacen que el aumento exacerbado y
prolongado en la liberacion de DA inducido farmacol6gicamente, produzca una
sobreestimacion de las claves asociada con la droga frente a aquellos estimulos que
anteceden a recompensas de importancia biolégica [50]. Esto explicaria por qué el uso
repetido de drogas provoca comportamientos de blsqueda cada vez mas compulsivos
que superan incluso todas las facetas de la vida diaria [4].

A medida que el fendmeno de la adiccion progresa desde el uso inicial, al uso
descontrolado, los circuitos neuronales y la neuroquimica cambian y la transmisién
glutamatérgica aparece regulando los comportamientos de busqueda de la droga, aunque
sin dejar de depender de la influencia de la liberacion de DA [4, 70]. En esta transicion,
la liberacion de glutamato (Glu) desde la corteza y la Amig hacia el circuito motor del
estriado (incluido el NAcc) emerge como critica para ejecutar los comportamientos
aprendidos [4, 69, 70]. Méas aln, se ha propuesto que a medida que un comportamiento
es ejecutado de forma repetida, el rol de las proyecciones glutamatérgicas desde la CPF
y la Amig hacia el NAcc se vuelven menos importantes en relacion con las
proyecciones que van desde las areas sensoriales y motoras de la corteza al ED [2, 4].
En el caso de las drogas de abuso, esta transicion desde los circuitos prefrontales hacia
los circuitos encargados de los habitos motores significaria una pérdida sobre el control
y recaidas compulsivas [2, 70]. Muchos de estos cambios plasticos han sido observados
directamente en adictos a través de diversas técnicas de imagenes cerebrales, en donde
se encontro una reduccion general en el metabolismo celular y el flujo sanguineo en la
CPF [71]. Esta “hipofrontalidad” ha sido caracterizada como un fuerte indicador de una
reduccion en la habilidad de regular la busqueda de drogas [4].

Los cambios a largo plazo que se producen en la transmision glutamatérgica

generadas por el consumo repetido de drogas de abuso estan asociadas con distintas

23



Introduccion

modificaciones plasticas. Una pieza clave dentro de estas adaptaciones moleculares es la
reduccion en el intercambio cistina/Glu (XCT) por las células gliales [72]. Esta
liberacion no sinaptica de Glu es la responsable de mantener una concentracion
extracelular suficiente para estimular a los autoreceptores presinapticos inhibitorios (los
metabotropicos de tipo 1l, mGIuRys) y disminuir, frente a un estimulo, la liberacion
sinaptica de este neurotransmisor [73]. Sin embargo, la reduccion en el xCT que se
produce en el NAcc luego del consumo crénico de cocaina por ejemplo, eliminaria esta
inhibicidn tonica, aumentando la probabilidad de liberacion sinaptica de Glu en esta
area frente a un nuevo contacto con la droga [74]. Esta reduccién en los niveles basales
de Glu también llevaria a una disminucion en la expresion de sus transportadores gliales
y a un incremento de los niveles de los receptores ionotropicos del tipo AMPA en la
membrana postsinaptica [74]. Mas aln, esta desregulacion en la neurotransmision
glutamatérgica llevaria a neuroadaptaciones postsinapticas duraderas como son el
cambio en la densidad de espinas en el NAcc y en areas de la CPF [5] que estarian
relacionadas a su vez con un incremento en el ciclo de la actina [75], e involucrarian al

citoesqueleto de actina [4, 76].

Modelos comportamentales de adiccion a psicoestimulantes
Dentro de las drogas psicoactivas ilegales de mayor poder adictivo y mayor
consumo a nivel mundial se encuentra la cocaina. Se ha observado que el consumo de
cocaina termina en adiccidn en una gran cantidad de individuos: alrededor del 5-6% de
los usuarios se vuelve dependiente durante el primer afio de uso, mientras que el 15-
16% lo hace dentro de los 10 afios [77, 78]. El uso de modelos animales ha sido critico
para la investigacion de los distintos mecanismos involucrados en este fendbmeno.
Dentro de los modelos animales utilizados para estudiar la adiccion a drogas se
incluyen aquellos en los que la droga es administrada por el experimentador (no
contingentes), y en los que el animal se autoadministra la droga (contingentes). La
sensibilizacion comportamental es un modelo de administracion no contingente que fue
desarrollado en los ‘80, y ha sido muy utilizado para evaluar modificaciones pléasticas
inducidas por las drogas. Si bien su participacion en los comportamientos de bisqueda
de droga y reincidencia durante la adiccion es aun debatible, gran cantidad de
evidencias han demostrado que los cambios que se producen tanto en los circuitos
neuronales, como en los mecanismos neuroquimicos y neurofarmacoldgicos, son

similares a los que ocurren durante la autoadministracion, postulando la utilidad que la
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sensibilizacion tiene para determinar las bases a través de la cuales las drogas de abuso

alteran la funcion neural [11, 79].

Sensibilizacion inducida por psicoestimulantes

La sensibilizacion motora se define como el aumento sostenido en la respuesta
motora resultante de la administracion repetida de psicoestimulantes [80, 81]. Si bien en
sus comienzos el término solo se referia al aumento de los efectos motores de las drogas
psicoestimulantes, actualmente se sabe que este aumento involucra modificaciones en la
neurotransmision de las distintas areas relacionadas con la recompensa, la motivacion y
con los comportamientos de busqueda y consumo de drogas, es decir, en las areas del
circuito de la motivacion [63, 80-82]. Se ha propuesto que estos cambios
neuroadaptativos serian los responsables de volver al cerebro hipersensible frente a la
asignacién del valor motivacional del incentivo y la recompensa respecto a la droga y de
los estimulos ambientales asociados con la droga [81]. La sensibilizacion ha mostrado
también una importante caracteristica de la adiccion: la persistencia. Se ha observado
que en animales la sensibilizacion puede persistir meses y hasta afios luego de
discontinuar el tratamiento con la droga [80].

La sensibilizacién comportamental puede ser dividida en dos etapas: desarrollo
y expresion. Cada una de estas estd asociada con un determinado periodo del

tratamiento y con neuroadaptaciones especificas en distintas regiones cerebrales [63].

Desarrollo de la sensibilizacion

El desarrollo de sensibilizaciobn comportamental se define como la secuencia
transitoria de eventos moleculares y celulares precipitada por la administracion de un
psicoestimulante y que deriva en cambios duraderos en la funcién neural responsables
del aumento en la respuesta motora [63]. Basandose en resultados obtenidos en
animales tratados mediante inyecciones intracraneales de anfetamina, se determiné que
la accién de las drogas sobre el ATV era la responsable del desarrollo o induccién de la
sensibilizacion. Ademas, utilizando lesiones de areas especificas se demostrd que la
CPF también juega un papel fundamental durante esta etapa de la sensibilizacion [11].
Puntualmente, los estudios iniciales realizados con microinyecciones de anfetamina en
el ATV, mostraron que el tratamiento repetido resultaba en respuestas sensibilizadas
frente a una inyeccion sistémica de anfetamina o cocaina, aun cuando no se observaban

efectos agudos en la actividad locomotora [83, 84]. Evidencias posteriores revelaron
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que el desarrollo de sensibilizacion comportamental estd acompafiado por una serie de
cambios funcionales en el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, entre los que se
incluyen una subsensibilidad de los receptores somatodendriticos en el ATV, un
aumento de la habilidad de los psicoestimulantes para incrementar los niveles
extracelulares de DA en el NAcc y una disminucion en la transmisién dopaminérgica en
la CPF [11, 85, 86]. Si bien la investigacion sobre el fendmeno de la sensiblizacion se
ha enfocado principalmente en las vias mesocorticolimbicas, también se han observado
modificaciones en el sistema nigroestriatal, como por ejemplo, un aumento en la
liberacion de DA en el ED y una menor sensibilidad de los autoreceptores
somatodendriticos de la SN [85]. También los receptores de ionotrépicos de Glu del tipo
NMDA han sido ampliamente involucrados en el desarrollo de sensibilizacion ya que la
coadministracion de antagonistas competitivos, no competitivos o parciales junto al
tratamiento con cocaina produce el blogueo de la sensibilizacion y las
neuroadaptaciones asociadas a este proceso [87-91]. Estos resultados indican que la
transmision mediada por los receptores NMDA seria necesaria desde el comienzo y
estaria asociada a la cascada de cambios celulares que llevan a la sensibilizacion [85].
Al igual que en el caso de los receptores NMDA, la coadministracién de antagonistas de
los receptores de Glu del tipo AMPA junto con el tratamiento con cocaina también
previene el desarrollo de la sensibilizacion [92, 93] junto con las modificaciones
asociadas [90], indicando también una participacion de estos receptores en esta etapa de
la sensibilizacion.

A lo largo de los afios diversas investigaciones han esclarecido la participacion
de las distintas areas del circuito de la motivacion durante el desarrollo de la
sensibilizacion. Por ejemplo, se determin6é que el tratamiento repetido con cocaina
produce un aumento en la excitabilidad de las neuronas del ATV que se asocia con una
disminucion de la sensibilidad de los D;R [94, 95]. Esta modificacion en la funcién de
los D2R llevaria a un incremento en los niveles de DA que se une a los D1R de esta
region, produciendo un aumento de la liberacion de Glu y, consecuentemente, activando
aun mas a las neuronas dopaminérgicas [11, 96, 97]. Se ha demostrado también que
infusiones de cocaina, de inhibidores de la recaptacion de DA [98] o de agonistas de los
DiR en el ATV [99] llevan al desarrollo de la sensibilizacion frente a una inyeccion
sistémica de la droga. Los receptores de Glu también han mostrado estar involucrados
durante esta etapa puesto que la administracion de un antagonista competitivo de los
receptores NMDA directamente en el ATV, en paralelo a un tratamiento sistémico con

26



Introduccion

cocaina, previene el desarrollo de sensibilizacion [88]. Mientras que, la infusion intra-
ATV de AMPA o de agonistas de los receptores metabotropicos lleva a la induccion de
la sensibilizacion [100].

En el NAcc, el tratamiento repetido con cocaina produce un incremento en la
sensibilidad de la respuesta mediada por los receptores D; [101]; vy, la infusion de
agonistas D; de forma éarea especifica aumenta la capacidad de un tratamiento sistémico
con cocaina de desarrollar la sensibilizacion indicando que la activacion de estos
receptores en el NAcc participaria durante esta etapa de la sensibilizacién [102].

La importancia de la CPF quedd demostrada a través de diversos experimentos
en los que animales con lesiones en éste area no desarrollaban la sensibilizacion a
cocaina [90, 103, 104]. Sumado a esto, se determind también que la estimulacion
eléctrica de la CPF era suficiente para desarrollar la sensibilizacion [105]. Si bien su
participacion es este periodo es clara, los mecanismo involucrados no lo son tanto. Se ha
observado que la sensibilizacion atenta significativamente el aumento en la
concentracion de DA en la CPF medial (CPFy) inducido por la cocaina [106, 107],
debido a un incremento en la capacidad de remocion del DAT [106, 108]. En relacién a
esto, también se encontrd que la reduccion de los niveles de DA en la CPF, a través de
inyecciones de 6-hidroxidopamina, induce respuestas comportamentales sensibilizadas a
cocaina y aumenta la liberacion de DA en el NAcc [109]. Si bien, la infusion de
agonistas de los D;R no ha mostrado efectos sobre el desarrollo indicando que estos
receptores no estarian directamente involucrados en esta etapa [110], los receptores de
D, si jugarian un rol importante. Ha sido comprobado que la sensibilizacion esta
relacionada con un aumento en la excitabilidad de las membranas de las celulas
piramidales de la CPF,, [111] y una disminucion en la funcion de los receptores D, en
éste area [110, 112, 113]. Maés aln, se ha demostrado que la disminucién funcional de
los D2R lleva a una pérdida del control excitatorio de las proyecciones glutamatérgicas
que van desde la CPF, hacia el NAcc y el ATV [114]. Sumado a esto, se ha
determinado que el tratamiento con cocaina esta asociado a mayores cantidades de Glu
en la CPF,, y consecuentemente en areas subcorticales como el NAcc y el ATV [115].
Resultados experimentales obtenidos utilizando infusiones intra-CPF, de un agonista de
los mMGIuRy3 (receptores metabotropicos inhibitorios de Glu) indicaron que el desarrollo
de sensibilizacion estaria relacionado con una disminucion en la funcionalidad de estos
receptores [116], confirmando que la sensibilizacion resultaria, en parte, de una
reduccion de la regulacion inhibitoria de las neuronas piramidales de la CPFy, que lleva

27



Introduccion

a un aumento en la transmision excitatoria sobre el NAcc [117]. En este punto es
importante destacar que la pérdida de la funcién de los receptores inhibitorios de la
CPFp, incluidos los D;R, y los mGIluR,3, podria deberse a un aumento en la proteina
AGS3 (del inglés Activator of G-protein Signaling 3). AGS3 es un inhibidor de la
disociacion de la proteina G,; altamente conservado, y se ha observado que su expresion
se encuentra incrementada en la CPF luego de un tratamiento crénico con cocaina [4,
116, 118].

Expresion de la sensibilizacion

La expresion de la sensibilizacion se define como las alteraciones neuronales
duraderas que se originan tanto en el desarrollo como luego de un periodo de
abstinencia y que median la respuesta comportamental aumentada frente a un nuevo
contacto con la droga [63]. Existe una marcada dependencia del tiempo en la respuesta
comportamental y las neuroadaptaciones asociada con la expresion de la sensibilizacion.
Es decir, luego de interrumpida la administracién de la droga, se dan una serie de
cambios plasticos transitorios que llevaran finalmente a la adaptaciones duraderas que

median la hipersensibilidad y la persistencia de la respuesta frente a la droga [119].
Dentro de los cambios a largo plazo se encuentran modificaciones relacionadas
con la neurotransmision dopaminérgica fundamentalmente en el NAcc [119]. Se ha
determinado que largos periodos de abstinencia aumentan la habilidad de las drogas
psicoestimulantes de incrementar los niveles extracelulares de DA en el NAcc [120,
121], y que este efecto es bloqueado mediante la administracion sistémica de
antagonistas de canales de Ca?* [122] indicando una participacion de fosfoproteinas
Ca**-dependientes. Se demostré que la utilizacién de un inhibidor de la enzima Ca?*-
calmodulina quinasa Il (CaMKII) en el NAcc tiene como consecuencia un menor
incremento en la liberacion de DA provocado por una inyeccion de anfetamina en
animales previamente tratados con cocaina [123], asi como también un bloqueo en la
expresion de la sensibilizaciéon comportamental inducida por cocaina [63]. Ademas de
esta participacion de las proteinas Ca®*-dependientes en la liberacion de DA, se ha
observado que en el NAcc shell existe una disminucién en la densidad de los DAT
[124] que se correlacionaria con el aumento de DA provocado por las drogas
psicoactivas [125]. Por su parte, la densidad y funcion de los autoreceptores del tipo D,

en el NAcc no parece estar alterada [126, 127] y, por lo tanto, no contribuiria
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directamente en el aumento de la liberacion de DA observada en esta etapa de la
sensibilizacion [63].

Se ha propuesto también que la expresion de la sensibilizacién estaria
relacionada con una alteracion en la capacidad de respuesta a la DA por las células del
NAcc [119], que no involucraria una modificacion en la densidad de expresion de sus
receptores [63]. Utilizando diferentes analisis funcionales, se ha observado una
supersensibilidad de los receptores D; luego de largos periodos de abstinencia [101,
128, 129]. Sin embargo, no se han observado efectos al administrarse agonistas de los
receptores D; de forma sistémica [130] o intra-NAcc [125] sobre la respuesta
comportamental de animales previamente tratados con psicoestimulantes, indicando que
si bien la estimulacion de estos receptores en el NAcc es necesaria, por si sola no seria
suficiente para desencadenar la expresion de la sensibilizacién [63, 119].

Como fuera previamente mencionado luego de la abstinencia de un tratamiento
repetido con cocaina los niveles basales de Glu en el NAcc estan reducidos [72] y la
reexposicion a la droga produce un aumento en la liberacién de este neurotransmisor
que se asociaria con la expresion de la sensibilizacion [117]. Es asi que antagonistas
sistémicos de los receptores NMDA bloguean la expresion de la sensibilizacién [92] y
la administracion intra-NAcc de agonistas de estos receptores, en ratas pretratadas con
cocaina, induce la respuesta de sensibilizacion [131]. Estos efectos estan acompafiados
de resultados que muestran que largos periodos de abstinencia estan asociados con un
aumento en la expresion de las distintas subunidades de este receptor [132-134].
Respecto a los receptores de Glu del tipo AMPA, se ha observado que si bien el
tratamiento sistémico con antagonistas no logra bloquear la expresion de la
sensibilizacion [92, 93], este efecto si es alcanzado mediante la administracion de
antagonistas directamente sobre el NAcc [117]. De igual manera, se ha observado que
en ratas que desarrollaron la sensibilizacion, la infusion intra-NAcc de AMPA luego de
2 a 3 semanas de abstinencia, induce respuestas locomotoras aumentadas [117, 131]. La
expresion en la superficie de los receptores AMPA en el NAcc aumenta durante la
primera semana luego de cesado el tratamiento y permanece elevada hasta al menos 21
dias en aquellos animales que desarrollaron la sensibilizacion [132, 135, 136]. El
mecanismo por el cual se produce este aumento en los niveles de AMPA no es claro, sin
embargo se ha sugerido que podria estar asociado a una respuesta plastica que surgiria
para compensar la disminucién en el Glu extracelular que se produce luego de la

abstinencia [72, 135, 136]. Funcionalmente, si bien este incremento se correlaciona con

29



Introduccion

la magnitud de la respuesta de sensibilizacion motora [136, 137], podria estar también
relacionado con un aumento en las propiedades motivacionales frente a los estimulos
asociados con la droga [80, 138]. Es importante destacar que esta plasticidad de los
receptores AMPA ha mostrado ser bidireccional, ya que el aumento observado durante
los periodos sin contacto con la droga se ve revertido 24 hs luego de una inyeccién con
cocaina [135, 136] y la consecuente liberacion de Glu asociada en el NAcc [139]. Sin
embargo, la expresion de receptores AMPA se recupera a niveles pre-inyeccion luego
de un nuevo periodo de abstinencia, avalando la participacion de este tipo de receptores
en la plasticidad comportamental persistente asociada con el modelo de sensibilizacién
[132, 139].

Durante la expresion de la sensibilizacion la transmision glutamatérgica esta
directamente implicada, y por lo tanto, también las proyecciones que surgen de la CPF
[119]. Es asi que lesiones bilaterales de la parte dorsal (pero no ventral) de la CPF,,
bloquea la expresion de la sensibilizacion a cocaina, asi como también el incremento de
Glu asociado en el NAcc [140]. Consistentemente, se ha sugerido que el tratamiento
cronico con cocaina produciria modificaciones a largo plazo sobre los receptores
metabotropicos de tipo 1 'y 1l en la CPF que llevaria a la hipersensibilidad en la respuesta
frente a un nuevo contacto con la droga de las proyecciones que la CPF,, emite sobre el
NAcc [141].

Cambios plasticos estructurales asociados a la exposicion a cocaina

La persistencia en los comportamientos compulsivos de busqueda de la droga
indicaria que estas sustancias adictivas tienen la capacidad de provocar cambios
duraderos en el cerebro y que estos cambios serian los que modulan los fenotipos de
pérdida de control en las personas adictas [4, 68]. Avalando esta hipotesis existen datos
que muestran que la exposicion a todas las sustancias potencialmente adictivas resulta
en una modificacion dramatica del patréon de expresion de genes de en areas centrales
del sistema de recompensa [142]. De forma similar, investigaciones tempranas
establecieron que uno de las formas mas robustas de plasticidad neuronal asociada a la
administracion repetida de psicoestimulantes es la reestructuracion duradera de los
arboles neuronales y de las espinas dendriticas [143].
Si bien el modelo de administracion de la droga (contingente o no contingente) influye
en los resultados obtenidos, postulando que la voluntad seria un componente importante
en algunos aspectos de la plasticidad, en lineas generales para el caso de la cocaina, los
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efectos obtenidos con ambas formas de tratamientos son similares [5]. Resultados
obtenidos en roedores han mostrado consistentemente que los psicoestimulantes
aumentan la densidad y complejidad de las espinas dendriticas en las neuronas
piramidales glutamatérgicas de la CPF, [144-147]. Sin embargo, la mayor cantidad de
investigaciones se ha centrado en la evaluacion de las NEMs del NAcc, permitiendo
incluso examinar en detalle los cambios morfol6gicos en células que expresan los D;1R 0
los D2R. Los resultados de estos andlisis han mostrado que si bien la induccién de las
espinas dendriticas luego de un tratamiento repetido con psicoestimulantes ocurre en
ambas poblaciones celulares [5, 147, 148], la mayor estabilidad y permanencia de estas
nuevas espinas se daria en las neuronas D;R [149-151]. Estas alteraciones de mayor
persistencia en las células que expresan los D;R ya han sido observadas en otras formas
de plasticidad y podrian ser una caracteristica importante y selectiva de la
neurofisiologia de la adiccion [152]. Si bien el mecanismo que regula estas
modificaciones estructurales no esta del todo claro, la regulacién del citoesqueleto de
actina pareceria estar involucrada [4]. De acuerdo con esto, se ha observado un aumento
persistente en el ciclo de la actina luego del cese de un tratamiento crénico con cocaina
[75]. Ademas, se ha postulado que estos cambios en la morfologia involucrarian la
modificacion de la actividad de GTPasa pequefias, asi como la induccion de diferentes
genes y sus blancos (por ejemplo, AFosB, NF«B, Cdk5-MEF2, etc) [153].

Muchos de estos mecanismos moleculares involucrados en los cambios plasticos
asociados a la adiccion a cocaina son similares a aquellos que se observan durante el
desarrollo del sistema nervioso [5] y por lo tanto podrian involucrar, entre otras, a las
vias de sefializacion de los factores Whnt.

FACTORES WNT Y VIAS DE SENALIZACION

Los factores Wnt (de inglés, Wingless-related integration site) [154] son
glicoproteinas de secrecion con una inusual modificacion postraduccional (el agregado
de acido palmitico en una cisteina conservada) que es esencial para su funcionamiento
[155]. Los Wnt son proteinas sefializadoras que funcionan como importantes
mediadores de la comunicacion intercelular y su participacion es crucial para el normal
desarrollo embrionario, asi como para el desarrollo del sistema nervioso [6]. Durante
esta etapa, las proteinas Wnt participan en la especificacion del eje antero-posterior
durante el desarrollo de la placa neural dentro del embrion, regulan la morfogénesis del
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tubo neural, modelan la proliferacion, diferenciacion y migracion de las células madres
neuronales, participan en el crecimiento y guiado axonal, asi como en el desarrollo de
las dendritas y en la formacion de sinapsis [6, 156]. En el cerebro adulto participan en la
regulacion de la neurogénesis, la estabilidad sinaptica y la plasticidad, y su alteracion
estd asociada con desérdenes del SNC, tales como el trastorno bipolar, la esquizofrenia
y el Parkinson, entre otros [157].

Las vias de sefializacion de Wnt involucran una serie de componentes que se
encuentran bajo diversos pasos regulatorios. La familia de proteinas Wnt incluye a 19
miembros dentro de los mamiferos y la familia de receptores clasicos de estos factores
son los denominados Frizzled (Fz) de siete dominios transmembrana. Ademas, se han
descripto diversos correceptores como los asociados a la lipoproteina de baja densidad
5/6 (LRP5/6), el receptor huérfano de un paso transmembrana del tipo tirosina quinasa
(ROR) vy el receptor tirosina quinasa (RYK), entre otros [7]. EI modelo actual propuesto
involucra la activacion, a través del complejo Wnt-Fz, de una proteina intracelular
Ilamada Dishevelled (Dvl) que es capaz que de agrupar a los diferentes componentes de
al menos tres vias de sefializacion distintas: la via de polaridad celular planar (PCP), la
via Wnt/Ca?* 0 la via canénica o Wnt/Bcatenina (Fig. 8) [6].

La via PCP fue primero identificada en Drosophila en donde participa de la
regulacion de la polaridad de los tejido y la migracion celular durante el desarrollo. Esta
via sefaliza a través de la activacion de las GTPasas pequefias, Rho y Rac, que luego
estimulan a ROCK y JNK respectivamente. Los efectos de la activacion de esta via
estan relacionados con la regulacién de la organizacion del citoesqueleto, la movilidad
celular y la expresion de distintos genes dependientes de JNK, por ejemplo los genes
regulados por el factor activador de la transcripcion 2 (ATF-2). La via del Ca** es una
via dependiente de proteina G, la cual lleva a la activacion de la fosfolipasa C que tiene
como resultado la liberacién de Ca** intracelular. Este incremento en la concentracion
de este cation lleva a la activacion de proteinas tales como la CaMKII, calcineurina y la
proteina quinasa C. En este proceso muchos factores de transcripcion son activados,
incluyendo a la proteina de union al elemento de respuesta a cAMP (CREB) [6, 7, 156].
La via canonica de Wnt es, dentro de las tres, la mas estudiada y conservada a través de
la evolucion, mostrandose presente en el cerebro adulto, en cual participaria de forma
muy importante en el mantenimiento de las conexiones neuronales a lo largo de toda la
vida [158].
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CaMKIl

Figura 8: Vias de sefalizacion de los factores Wnt. Adaptado de [7].

Via candnica de Wnt o Wnt/Bcatenina

La via de sefializacion canonica de Wnt tiene un rol fundamental en la
proliferacion de progenitores neuronales durante el desarrollo del SNC como asi
también durante la sinaptogenesis. En los ultimos afios, diversos estudios realizados
tanto en humanos como en roedores, han demostrado que la via candnica de Wnt tiene
ademas gran importancia en desordenes neuropsiquiatricos tales como la esquizofrenia,
el desorden bipolar y los trastornos del espectro autista, como asi también en
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer [7, 157].

La via candnica de Wnt actla regulando la cantidad de una proteina que
funciona como coactivador transcripcional, la Pcatenina, a través de un complejo de
destruccidn que tiene un rol fundamental en la respuesta final generada por la via [6]. La
proteina supresora de tumores Axina funciona como una plataforma de este complejo
interactuando con la Pcatenina, la proteina supresora de tumor poliposis adenomatosa
coli (APC) y dos serina-treonina quinasas constitutivamente activas, la caseina quinasa
lo (CK-la) y la glucogeno quinasa sintasa 3 (GSK3p) [7]. La APC es una gran

proteina que interactaa tanto con la Bcatenina como con la Axina a través de tres
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motivos de unién a Axina que estan intercalados por repeticiones de 15 a 20
aminoacidos que se unen a la Bcatenina [159].

En ausencia de los factores Wnt, la CK-la y la GSK3p fosforilan
secuencialmente a la Pcatenina que se encuentra asociada a la Axina. La fosforilacion se
produce en una serie de residuos serina-treonina ubicados el extremo N-terminal que
luego son reconocidos por el complejo de la ubiquitina ligasa E3. Este complejo marca
a la Bcatenina para su rapida destruccion por el proteosoma [160], evitdndose asi la
activacion de los genes blanco en el nicleo (Fig. 9). La union de un factor Wnt al
receptor Fz y la subsecuente asociacion del correceptor LPR5/6, recluta a la Axina a la
cola citoplasmatica fosforilada del LPR, permitiendo que la Bcatenina se acumule y se
transloque al nlcleo para activar a sus genes diana (Fig. 8 y 9) [161].

Wnt OFF

Figura 9: Via canénica o Wnt/ fcatenina. Adaptado de [159].

El resultado final de la activacion de la via candnica de Wnt es la expresion de
los genes regulados por la Bcatenina, el factor de células T (TCF) y el factor aumentador
linfoide (LEF) [7]. Mientras que la mayoria de los genes activados por este complejo
nuclear son especificos de cada tejido o de una etapa particular del desarrollo, la
expresion del gen de la Axina2 es general y por lo tanto se la considera como un
indicador de la actividad de la via [162].

Ademas de su rol en la via candnica, la Pcatenina cumple una funcion
estructural, interaccionando con distintas caderinas en las uniones de adhesion. Si bien
se ha debatido ampliamente sobre este rol dual entre las funciones de adhesion y

sefializacion, actualmente se ha planteado la existencia de reservas independientes de
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Bcatenina, cada uno de los cuales estaria implicado en una funcion en particular [159,

163, 164].

VIA CANONICA, DESORDENES NEUROPSIQUIATRICOS Y ADICCION

En los Gltimos afios evidencias crecientes involucran a la via candnica y a sus
efectores en diversos desordenes psiquiatricos, relacionando la ausencia o deficiencia de
algunas de las proteinas relacionadas con la via (como Frizzled-3, GSK3p y el regulador
de su actividad, Akt) con la susceptibilidad frente al desarrollo de neuropatologias tales
como Alzheimer y esquizofrenia [7-10]. A pesar de que la adiccion a cocaina, al igual
que la esquizofrenia, afecta al sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, no se habia
propuesto una participacién de las vias de sefializacion Wnt durante la adiccion. Dentro
de las observaciones que sugeririan una posible relacion entre el uso repetido de drogas
y los efectores de las vias de Wnt podemos citar: que tanto la administracion de
anfetamina como de antagonistas de receptores dopaminérgicos, modifican la expresion
de la Pcatenina y la GSK3p en areas del cerebro que contienen cuerpos neuronales
dopaminérgicos tales como en el ATV y la SN [165, 166]. Mas aln, estudios in vitro
han demostrado que antagonistas de los receptores dopaminérgicos del tipo D, (drogas
antipsicoticas) modifican la expresion de los efectores de la via candnica de Wnt a
través de Dvl [167]. Particularmente para el caso de la cocaina se observd que en
animales adultos, la administracion cronica de esta droga induce cambios en la actividad
de GSK3p que estarian relacionados con la sensibilizacion comportamental [168-171].
Si bien los trabajos citados involucran a distintos efectores de la via candnica de Wnt en
mecanismos relacionados con el fendmeno de adiccidén, en ninguno de los casos
anteriores los autores proponen a la via de sefializacion Wnt/Bcatenina como un posible

blanco de accion de los efectos de la cocaina.
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Objetivos

La adiccion a drogas es un problema mundial no resuelto que afecta no sélo
a la persona que consume sino a todo su entorno. Particularmente para el caso de la
dependencia de cocaina, hasta la actualidad no se ha establecido una medicacion
eficiente para su tratamiento, por lo que el estudio de las bases moleculares que
median la adiccion sigue revistiendo gran importancia tanto a nivel clinico como
social. Si bien se ha demostrado que la via canonica de Wnt estaria involucrada en
una serie de mecanismo similares a los que dan lugar a los cambios plasticos
asociados con la adiccion, hasta la fecha no se ha propuesto una relacion directa
entre la via Wnt/Pcatenina y el consumo cronico de cocaina. ES por esto que el
objetivo general del presente trabajo de tesis es determinar el posible rol de la via
candnica de Wnt, y sus efectores, en las neuroadaptaciones desencadenadas por la
exposicion a cocaina, en un modelo animal de adiccion como es la sensibilizacion

comportamental. Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1) Evaluar si el desarrollo de sensibilizacion motora inducido por cocaina
involucra modificaciones en los niveles de expresién de distintos efectores de la
via candnica de Wnt, como son la Bcatenina y la GSK3p, en homogenados

totales de areas cerebrales pertenecientes al circuito de la motivacion.

2) Examinar si la modificacion en los efectores de la via en los
homogenados totales de los animales que desarrollaron la sensibilizacion se
relaciona con la actividad de la via candnica de Wnt. Para esto se realizara la
determinacion de los niveles de Pcatenina en subfracciones nucleares y de
membrana, y se mediran los niveles de expresion del ARNm de diversos genes
codifican de uno de los genes blanco de la via, el de la Axina2; asi como los

factores Whnt.

3) Determinar la importancia de la modificacion en los niveles del efector
final de la via, la Bcatenina, en el desarrollo de la sensibilizacién inducido por

cocaina. Para ello, se propone:

a. Examinar los niveles de Pcatenina en aquellos animales que no

desarrollaron la sensibilizacién comportamental a cocaina.
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b. Evaluar si el blogueo del desarrollo de la sensibilizacion
provocado por un pretratamiento sistémico con un activador de la via
(LiCl), esta asociado con el restablecimiento de los niveles de Bcatenina,
tanto en los homogenados totales como en las fracciones nucleares de las
areas del circuito de la motivacion.

C. Analizar la importancia de la modificacion en la actividad de la
via canonica de forma area especifica. Para ello se trabajard con un
pretratamiento que consistird en la infusion intracerebral en distintas

areas de interés de una droga inhibidora de la via canonica, el Sulindac.

4) Estudiar si la expresion de la sensibilizacion motora inducida por cocaina
involucra modificaciones en los niveles de expresion de distintos efectores de la
via candnica de Wnt, como son la Bcatenina y la GSK3p, en homogenados

totales de las areas cerebrales del circuito mesocorticolimbico.

5) Examinar si la modificacion en los homogenados totales de alguno de los
efectores en animales que expresaron la sensibilizacion, se relaciona con la
actividad de la via canonica de Wnt. Para esto lograr esto se realizard la

determinacion de los niveles de Bcatenina en subfracciones nucleares.

6) Determinar la importancia en la modificacion de los efectores de la via
candnica para la expresion de la sensibilizacion. Para lograr esto, se evaluaran
los niveles de Pcatenina en animales que desarrollaron la sensibilizacion y
permanecieron un periodo sin contacto con la droga y en animales que no

expresaron la sensibilizacion.

7) Evaluar si el bloqueo de la sensibilizacion con LiCl tiene efectos a largo

plazo sobre la respuesta comportamental y la expresion de Pcatenina.

38



MATERIALES Y
METODOS



Materiales y Métodos

PROCEDIMIENTOS GENERALES

Animales

Se utilizaron ratas Wistar machos adultas de 250-350g, provenientes del Bioterio
Central de la Facultad de Cs. Bioguimicas y Farmaceéuticas de la UNR. Una semana
antes de comenzar cualquier experimento, los animales fueron transportados a la sala de
mantenimiento ubicada en el Laboratorio de Toxicologia con el fin de proporcionar el
tiempo necesario para la habituacion al nuevo ambiente. La sala de mantenimiento se
encuentra a una temperatura ambiente de 22 + 1°C bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12h
(7h/19h) donde las ratas permanecieron con acceso libre a alimento y agua. El uso y
manejo de los animales se realizd de acuerdo al “Reglamento para el manejo y uso de
animales de laboratorio” de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas
(UNR) que se encuentra basado en la “Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio” (NIH, Instituto Nacional de Salud, EE.UU). Ademas el protocolo de
investigacion cuenta con la aprobacion del Comité de Bioética en el Uso y Manejo de
Animales de Laboratorio de la Facultad (Res N°557/2010).

Drogas

Los clorhidratos de cocaina y de ketamina (Laboratorios Saporiti, Buenos Aires,
Argentina), la xilacina (Laboratorio Alfasan, Woerden, Holanda) y el ketorolac
(Laboratorios Bernabd, Buenos Aires, Argentina) fueron disueltos en una solucién de
NaCl 0,9%P/V (solucion fisiolégica o salina). Mientras que, el cloruro de litio (LiCl) se
preparé en agua MiliQ, y el Sulindac fue disuelto en una solucion al 5% P/V de (2-
hidroxipropil)-p-ciclodextrina. El LiCl, el Sulindac y la B-ciclodextrina fueron provistos
por Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA).

Aparato para medir actividad motora

Se utilizaron cajas de acrilico cuadradas (43x43x30 cm) equipadas con 8 pares de
haces infrarrojos localizados a 3 c¢cm del piso. La interrupcion del haz de luz fue
registrada automaticamente como una cuenta por medio de una computadora que esta
conectada a las cajas a través de un analizador. Luego, con la ayuda de un software
adecuado se estimo la actividad locomotora total utilizando el nimero de cortes de
haces. El registro se realiz6 en blogues de 10 min durante la hora de habituacién previa

a la inyeccion y durante las 2 hs posteriores a la misma. El sistema existente en nuestro
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laboratorio fue disefiado y construido por investigadores del Laboratorio de
Investigacion Aplicada y Desarrollo, Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales
(LIADE, Universidad Nacional de Cérdoba).

Cirugia estereotaxica para la implantacion de canulas guia bilaterales

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de Ketamina (85 mg/kg) y
Xilazina (2.5 mg/kg) via intraperitoneal [172], y colocados en un estereotdxico Kopf
(David Kopf Instruments, Tujunga, California, USA) cuya barra dental incisiva se ubicé
a 3.3 mm por debajo de la linea interaural. Para implantar las canulas guias bilaterales,
el craneo fue expuesto y se realizaron orificios con un torno de uso dental para
posteriormente colocar y fijar las canulas con cemento dental a una distancia de 1,5 mm
por encima del sitio final de inyeccion Los parametros, tomados del Atlas estereotaxico
de Paxinos y Watson [173], fueron (en mm): anteroposterior (AP) +2.9, dorsolateral
(DL) £0.5, dorsoventral (DV) -2.0 para CPF; y, AP, -0.2, DL, £3.0, y DV, -3.4 para
ED. Las coordenadas AP y DL se tomaron desde bregma, mientras que la DV se tomd
respecto de la superficie del craneo. Junto con las canulas guia se realizaron dos
orificios adicionales superficiales, donde se colocaron dos pequefios tornillos con el fin
de aumentar la sujecién del implante. Los animales recibieron una dosis diaria del
analgésico antiinflamatorio no esteroide Ketorolac (2 mg/kg) via intraperitoneal
inmediatamente antes de la anestesia, asi como durante los tres dias posteriores a la
cirugia. Todos los animales permanecieron en sus cajas hogar sin ser manipulados

durante 1 semana para su completa recuperacion [172].

Infusiones intracerebrales (1C)

Para realizar las infusiones IC de las drogas o vehiculos, se trabaj6 con inyectores
de 30 gauge, los cuales fueron insertados dentro de cada canula guia (23 gauge) hasta
alcanzar el sitio final de inyeccion. Los inyectores, se conectaron a una microjeringa
Hamilton (Hamilton Company, Reno, Nevada, EE.UU) de 10 ul via un catéter de
polietileno (P10). Se administré un volumen de 1pul en un periodo de 180s utilizando
una bomba de infusion (KDS 101, Kent Scientific Corporation, Torrington,
Connecticut, EE.UU) luego de lo cual, el inyector permanecid dentro de la canula guia

por otros 60s para permitir la difusion completa de la solucion.
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Control del sitio final de inyeccion

Con el fin de corroborar el sitio de inyeccion IC, se realizo la fijacion del tejido
cerebral mediante perfusion transcardiaca. Para ello los animales fueron anestesiados
con una mezcla de Ketamina (85 mg/kg) y Xilazina (2,5 mg/kg), via i.p.. Posteriormente
se realiz0 la cateterizacion de la arteria aorta a traves de la cual se procedio a perfundir
en primer lugar solucion fisiologica y luego una solucion de formol 4% (solucién
fijadora) mediante la utilizacion de una bomba de perfusion (Masterflex L/S variable-
speed modular drive, Cole-Parmer, Vernon Hills, Illinois, EE.UU). Luego, el cerebro
fue extraido y mantenido en la solucion fijadora durante 24 a 48 hs para ser finalmente
colocado en una solucién de crioproteccion (sacarosa al 30% en buffer fosfato 0,1M
conteniendo azida al 0,01%P/V) a 4°C. Los cortes coronales de un grosor de 90 um se
obtuvieron con criostato y fueron observados directamente utilizando una lupa binocular
estereoscopica. La localizacion incorrecta del sitio de inyeccidn asi como la presencia
de tejido necrosado fue considerado razon suficiente para descartar al animal del
estudio.

Obtencion de muestras de tejido cerebral

Al finalizar aquellos experimentos en los que se recogerian muestras de tejido
cerebral, los animales fueron rapidamente decapitados, sus cerebros fueron extraidos y
disecados en una matriz de acrilico como fuera previamente descripto por Heffner y col
[174]. En lineas generales se realizo la diseccién de NAcc, la CPF, el ED y la Amig
(Fig. 10). Sin embargo, de acuerdo al objetivo de cada experimento existieron pequefias
diferencias entre las areas recolectadas y los tiempos de sacrificio. Estas diferencias se
detallan méas adelante. ElI material obtenido se almacend a -80°C hasta su posterior

procesamiento.
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CPF

Figura 10: Diagrama coronales del cerebro de rata Las lineas de punto delimitan los cortes
realizados para la obtencién de las distintas areas cerebrales: Corteza Prefrontal (CPF),
Nucleo Accumbens (NAcc), Estriado Dorsal (ED) y Amigdala (Amig). Adaptado de Paxinos y
Watson [173].

ESTUDIOS COMPORTAMENTALES

Desarrollo de sensibilizacion inducida por psicoestimulantes

El protocolo de sensibilizacion usado fue descrito en la década del *80 por Kalivas
y col [175] y ha sido ampliamente utilizado desde entonces. Para llevar a cabo este
protocolo, ratas Wistar macho recibieron una inyeccion diaria de cocaina durante 7 dias
(2 x 15 mg/kg; 5 x 30 mg/kg, i.p.). Luego de la primera y la séptima inyeccién, cada una
de 15 mg/kg i.p. de cocaina, se determind la actividad motora durante las dos horas
posteriores. Entre los dias 2 a 6 los animales recibieron una inyeccion diaria de cocaina
de 30 mg/kg i.p. en sus cajas hogar. Se consider6 que se desarrolld sensibilizacion
cuando la respuesta motora inducida por el tratamiento repetido con cocaina en el dia 7
presentd al menos un 20% de aumento con respecto al dia 1 [117], de esta forma los
animales quedaron divididos entre sensibilizados (Repetido o Sens.) (incremento >20
%) y no sensibilizados (No Sens.) (incremento <20%). En forma paralela se procesaron
dos grupos controles: Salina, que recibié diariamente inyecciones de solucion salina (1
ml/kg i.p.), y Cocaina Aguda, que recibid inyecciones de salina durante los 6 primeros
dias del tratamiento y el Gltimo dia recibié una inyeccion de cocaina (15 mg/Kg i.p.). En
estos grupos, también se registrd la actividad motora durante la primera y la ultima

inyeccion del tratamiento.
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Expresion de sensibilizacion inducida por psicoestimulantes

Como ya fuera descripto, la expresion de la sensibilizacion es el resultado de los
cambios neuroquimicos y moleculares inducidos por el tratamiento repetido con la
droga, junto con un periodo durante el cual el animal permanece sin contacto con el
psicoestimulante. Por lo tanto, para evaluar este fendmeno, ratas Wistar macho fueron
sometidas al tratamiento repetido con cocaina descripto previamente (2 x 15mg/kg y 5 x
30mg/kg i.p.). Finalizadas las 7 inyecciones, permanecieron en sus cajas hogar por 21
dias sin contacto con la droga. En el dia 28 los animales recibieron un desafio con 15
mg/kg i.p. de cocaina luego del cual la actividad locomotora se registr6 durante dos
horas. Asi, se considerd que los animales expresaron la sensibilizacion cuando, en el dia
28, la respuesta a cocaina era superior a la observada en el dia 1. Los animales que no
alcanzaron este criterio formaron parte del grupo No Sens. [117]. De forma simultanea
se analiz6 el comportamiento de los siguientes grupos: Salina (desarrollo: salina,
desafio: salina), Cocaina Aguda (desarrollo: salina, desafio: 15 mg/kg i.p. de cocaina) y
Cocaina/Salina (Coc/Sal) (desarrollo: cocaina, desafio: salina). Al igual que el grupo
tratado de forma repetida con cocaina, el registro de actividad se realizo los dias 1, 7 y
28 (Fig. 11).

Salina Salina Salina
Salina Cocaina Agudo
Cocaina Cocaina Repetido (Sens) y NS
Cocaina Salina Coc/Sal
vV v VvV vV Vv Vv v v
I S [ [T I // |
L I/ |
Da 1 7 28

Figura 11: Esquemas de tratamiento utilizados durante la expresion de la sensibilizacion.

Pretratamiento con LiCl durante el desarrollo de la sensibilizacion inducida por
cocaina

Para evaluar la importancia de los cambios en la via candnica sobre el desarrollo
de la sensibilizacion se realizo un pretratamiento con LiCl. Dado que, el LiCl actia

como un inhibidor inespecifico de la GSK3p, esto es, se impide la fosforilacion de
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Bcatenina permitiendo que la misma se acumule y se transloque al nlcleo para activar a
sus genes diana. Asi, los animales recibieron una inyeccion de LiCl (30 mg/kg i.p.) 30
minutos [169] antes de cada inyeccion de cocaina. En paralelo se procesaron los
siguientes grupos controles: el grupo Salina/Salina (Sal/Sal) que recibié un
pretratamiento con vehiculo (solucion salina,1 mL/kg i.p.) previo a cada inyeccion de
salina; el grupo LiCl/Salina (LiCl/Sal), que recibié una inyeccién de LiCl (30 mg/kg
i.p.) previo a las inyecciones de salina y finalmente, el grupo Salina/Cocaina (Sal/Coc),

que recibi6 una inyeccion de vehiculo previo a cada inyeccion de cocaina (Fig. 12).

Pretratamiento LiCl or Vehiculo (i.p) _
30min
Tratamiento Salinaor Cocaina (i.p.) ?
| l [ l [ l l [ |
| 1 1 1 1 1 1 1 |
, 1 7
Dia T T

Medicidn actividad locomotora

Figura 12: Esquema utilizado para el pretratamiento con LiCl durante el desarrollo de

sensibilizacién a cocaina.

Infusiones intracerebrales de Sulindac en la CPF o el ED

Con el objetivo de determinar la importancia de los cambios en la via en dos
areas especificas del circuito de la motivacion, tales como CPF y el ED, durante el
desarrollo de sensibilizacion conductual, se realizaron infusiones intra-cerebrales (IC)
de un inhibidor farmacoldgico de la via canoénica: el Sulindac [176]. Para ello, una vez
recuperados de la cirugia los animales recibieron los 15 mg/kg de cocaina en el dia 1 y
la actividad motora fue registrada durante las dos horas posteriores a la inyeccion.
Luego, entre los dias 2 y 6 los animales recibieron una infusion bilateral de Sulindac (5
pg/lado) o vehiculo ((2-hidroxipropil)-p-ciclodextrina (HP-B-CD) al 5%, 1 ul/lado) en
el area elegida una hora antes de recibir una inyeccion de cocaina de 15 mg/kg i.p. en
sus cajas hogar. Finalmente en el dia 7, al igual que el dia 1, recibieron la inyeccién de
cocaina (15 mg/kg i.p.) y se registro la actividad locomotora. Ademas se trabajo en
paralelo con animales control que recibieron 7 inyecciones de solucion salina (1 mL/kg
i.p.) y el correspondiente pretratamiento con Sulindac o vehiculo (Fig. 13).
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Considerando que esperabamos que el pretratamiento con Sulindac facilitara el
desarrollo de sensibilizacion, se utilizd una dosis de cocaina menor a la usada
previamente (15 mg/kg incluso los 7 dias) con el objetivo de permitir una mejor

observacion del cambio en el comportamiento asociado al efecto del pretratamiento.

Sulindac o Vehiculo (i.c)

Pretratamiento

Tratamiento Salina o Cocafna (i.p.) ? il
A
| l L [ I I : : I
r r r r t+t & & T~ |
Dia } %

Medicion actividad locomotora

Figura 13: Esquema de administracion usado para el pretratamiento con Sulindac IC

Evaluacion de los efectos a largo plazo del pretratamiento con LiCl durante el
desarrollo la sensibilizacion

Para establecer si el efecto del pretratamiento con LiCl durante el desarrollo de
sensibilizacion a cocaina perduraba en el tiempo, un grupo diferente de animales recibid
una inyeccion de LiCl (30 mg/Kg. i.p.) 30 min antes de cada inyeccion de cocaina (2 x
15 mg/kg i.p., 5 x 30mg/kg i.p.) o salina (7 x 1 ml/kg i.p.), y se evalud las respuestas
comportamentales del dia 1 y 7. Luego, los animales permanecieron tres semanas en sus
cajas hogar sin contacto con la droga. En el dia 28, recibieron una dltima inyeccién de
cocaina (15 mg/Kg i.p.) o salina (1 ml/kg i.p.), y nuevamente se evalud la respuesta
comportamental durante las dos horas posteriores a la inyeccion. En la Figura 14 se

muestran los distintos esquemas de tratamiento usados.
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Desafio Grupo

OV
Salina =2 Safina salina sal/Sal/sal
o’ ’
Licl 3—-bSaIina Salina Li/Sal/Sal
Licl 3—ODSalina Cocaina Li/Sal/Coc
Licl L)Cocaina Salina Li/Coc/Sal
Licl 3—c'»Cocal'na Cocaina Li/Coc/Coc
vV vV VvV VvV v Vv ¥ v
S| [ [ (| S . /L |
(1 1 ° [ 1 1 I/ |
Dia 1 7 28

Figura 14: Esquemas de tratamiento utilizados para evaluar el efecto del pretratamiento con
LiCl a largo plazo.

ESTUDIOS MOLECULARES

Procesamiento de muestras de tejido cerebral

Obtencion de homogenados totales

Las areas cerebrales fueron homogenizadas en buffer de lisis RIPA pH=8 (Tris-
HCI 0,05M pH=7,5; NaCl 0,1M; EDTA 1mM; Triton X-100 1 %V/V; SDS 0,1 %P/V
deoxiglicolato de sodio 0,5%P/V) con inhibidores de fosfatasas (aprotinina 2 pg/mL;
leupeptina 2 pg/mL; pepstatina 1 pg/mL; fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100
ug/mL; NagVO, 1mM; NaF 50mM), y centrifugadas a 13000g por 5 minutos a 4°C. A
partir del sobrenadante obtenido, se realizd la determinacion de la concentracion de
proteinas totales por el método de Lowry [177] y posteriormente, las muestras se
almacenaron con buffer LAEMMLY (Tris-HCL 0,05M pH=6,8, SDS 2%, glicerol 16%,
-mercaptoetanol 1.5M y Azul de Bromofenol) a -20°C hasta su posterior uso.

Fraccionamiento subcelular

Las areas cerebrales fueron extraidas e inmediatamente homogenizadas
(utilizando un homogenizador de teflon) en buffer sacarosa frio (sacarosa 0,32M, 10mM
HEPES pH=7,4) con inhibidores de fosfatasas (aprotimina, leupeptina, pepstatina,
PMSF, NaVO3; y NaF) y centrifugadas a 1000g durante 10 minutos. El sobrenadante fue
transferido a un segundo tubo y el pellet resuspendido en el buffer sacarosa y

centrifugado a 1000g por 10 min. El sobrenadante se recogid en el segundo tubo y el
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pellet se resuspendio en Buffer A (10mM HEPES pH=7,8, 10mM KCI) conteniendo
inhibidores. Luego de centrifugar a 250g durante 10min, el pellet se lavé con Buffer A
mas IGEPAL 0,1% e inhibidores. A continuacion, se incubdé 10 min en hielo, se
centrifugd a 250g 10 min y el pellet se resuspendié en Buffer RIPA con inhibidores,
conformando la fraccion nuclear. Las fracciones citosolica y de membrana se
obtuvieron trabajando con el sobrenadante obtenido en los 2 primeros pasos. Este se
centrifugd a 1000g durante 6 min para separar los posibles restos nucleares (pellet) y el
sobrenadante obtenido fue centrifugado nuevamente a 12000g por 20 min. A partir de
aqui, se separd la fraccion citosolica (sobrenadante) y el pellet se lavé dos veces con
Buffer HEPES/EDTA (4mM HEPES pH=7,4, 1ImM EDTA) conteniendo inhibidores, se
centrifugd (12000g, 10 min) y resuspendi6 en Buffer RIPA con inhibidores,
obteniéndose la fraccion de membrana. Durante todo el procedimiento, las muestras
fueron mantenidas a 4°C. La determinacién de la concentracion de proteinas en cada
fraccion se realizo por el método de Lowry [177] y posteriormente, las muestras se
almacenaron con buffer LAEMMLY hasta su utilizacion. La Figura 16 muestra el
esquema del procedimiento experimental utilizado. Una vez obtenidas las 3 fracciones
subcelulares se procedi6 a caracterizar el contenido proteico de cada fraccion para
evaluar la eficiencia del protocolo de fraccionamiento empleado. La pureza de la
fraccion nuclear se corroboré por la ausencia de tubulina mientras que la pureza de la
fraccion de membrana se confirmé por el incremento de la proteina PSD-95 respecto al

homogenados total (Fig. 15).

Fraccién

Homog.
Citosol Nicleo Membrana Total
Calnexina=p | ws —— 90 kDa Figura 15: Caracterizacién
del contenido proteico de
Tubulina = | v - - 50 hDa cada fraccion subcelular a
través de la técnica de
PSD-95 = e e— 95 kDa western blot.
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AREA DISECADA (tubo 1)
Homogeinizacion en
150pl buffer de lisis

1000G 10°
PELLET (tubo 1) |
Resuspender
Gie Cattes Hhe ks SOBRENADANTE (tubo 2)
1000G 10~
SOBRENADANTE (tubo 2) 1000G 6°
PELLET (tubo 1) /\
1008 DuEsr AP 7S, SOBRENADANTE (tubo 3) PELLET (tubo 2)
(HEPES 10mM; 10mM.KCl) 12.000G 20° Descarte
Mantener en hielo
PELLET (tubo 3) e SOBRENADANTE (tubo 4)
100p! buffer HEPES/EDTA pH 7,4 FRACCION CITOSOLICA
(HEPES 4mM; 1mM EDTA)
12.000G 20°
PELLET (tubo 3) SOBRENADANTE
Resuspender Descarte
100pl buffer HEPES/EDTA
12.000G 20°
SOBRENADANTE
PELLET (tubo 3) Descarte

Resuspender 100pl buffer RIPA
FRACCION DE MEMBRANA

v

Tubo 1
250G 10°

PELLE\m

100p! buffer A/NP-40 0,1% SOB[I){eE:c/:l:t/:NTE
Hielo 107/ vortex
250G 10~
PELLE\m SOBRENADANTE
Lavado 100pl PBS Descarte
Hielo 107/ vortex
250G 10~

PELLET (tubo 1)
Resuspender 100pl
buffer RIPA
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Figura 16: Diagrama de flujo para el fraccionamiento subcelular (segin [178] con
modificaciones)

Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) e inmunodeteccion (Western Blotting)

Las muestras obtenidas y diluidas en buffer LAEMMLY, se calentaron a 80°C
en bafo seco, se sembraron en geles de poliacrilamida al 10% y se sometieron a
electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se trabajo con 10 pg de
proteina total en el caso de los homogenados totales y con 5 pug en el caso de las
fracciones celulares. Luego, las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(Amersham Biosciences, Piscataway, Nueva Jersey, EEUU). Las membranas fueron
bloqueadas por 1 h a temperatura ambiente en una solucién Buffer Tris-Base Salina con
Tween-20 al 0,05% (TTBS) conteniendo 5% P/V de leche y luego incubadas durante
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toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente (anti-pcatenina 1:10000,
anti-phospho-GSK3p-Y216 1:8000, anti-GSK3p-total 1:10000; BD BioScience, San
José, California, EEUU). A continuacion las membranas se incubaron con anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa alcalina (anti-mouse 1:7000 o anti-rabbit 1:10000;
Sigma, St. Louis, MO, EEUU), para finalmente ser reveladas por quimioluminiscencia
(ECL). La semicuantificacion se realizd usando el programa Gel-Pro Plus. En los casos
correspondientes el contenido de tubulina (1:14000; Sigma, St. Louis, MO, EEUU) o
GSK3p-total (1:10000; BD BioScience, San José, California, EEUU) fue utilizado

como control de carga del gel.

Extraccion del ARN mensajero (ARNm) y RT-PCR.

El ARNm de las areas cerebrales disecadas se extrajo con TRIzol® (Invotrogen,
Waltham, Massachusetts, EEUU) siguiendo las indicaciones del fabricante. EI ADNCc se
sintetiz6 mezclando 0,5 pg de primers de oligodT (Biodynamics, Buenos Aires,
Argentina), 2 pg del ARNm obtenido a partir de la extraccion con TRIzol®, 5 pl de
buffer-RT (Promega, Madison, Wisconsin, EEUU), 0.5 mM de los cuatro
desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTPs, Promega, Madison, Wisconsin, EEUU) con
200 unidades de la enzima MMLYV transcriptasa reversa (Promega, Madison, Wisconsin,
EEUU) durante 60 min a 37°C. Posteriormente se realiz6 la PCR utilizando 3 pl del
ADNCc obtenido, la enzima GoTaq ADN polimerasa (Promega, Madison, Wisconsin,
EEUU), dNTPs, y los primers especificos. Estos ultimos fueron disefiados utilizando el
programa Primer3 free software [179] y se muestran en la tabla 1. Las condiciones de la
PCR fueron las siguientes: 2 minutos a 94°C para la desnaturalizacién inicial, seguida
por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos de annealing a 62°C
y 45 segundos de extension a 72°C; y, finalizados los ciclos, 5 minutos a 72°C para la

extension final.
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Gen Directo Reverso

AXxin2 S-TTTGGAGGAATGGTCTCTCG-3 5-CTTGAGGTGCATGTGACTGG-3

Wnt 3a S-TTTGGAGGAATGGTCTCTCG-3 5-CTTGAGGTGCATGTGACTGG-3

Wnt 5a S5-TCGACTATGGCTACCGCTTC-3 5-CGACCTGCTTCATTGTTGTG-3

Wnt 7a 5-CCCGAACCCTCATGAACTTA-3 5-TGTGGTCCAGCACGTCTTAG-3

Wnt 7b 5-AGCCAACATCATCTGCAACA-3 5-GGCATTCATCGATACCCATC-3

Wnt 8b 5-TCCCGAGCTTGGTTTAGAGA-3 5-AATCCGGAAAGTGTCACTCG-3

18S 5-CGCTAGAGGTGAAATTCTTGG-3 | 5-CGGAACTACGACGGTATCTGA-3

Tabla 1: Secuencia de los distintos primers utilizados para la técnica de PCR

ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos obtenidos de la conducta de los animales tratados con salina o cocaina
(de forma aguda o repetida) fueron analizados utilizando el programa GraphPad Prism 6
y mediante una ANOVA de dos vias para medidas repetidas, utilizando Bonferroni como
analisis post hoc.

El andlisis estadistico de las pruebas conductuales para aquellos grupos que
recibieron un pretratamientos i.p. (con LiCl o vehiculo) o IC (con Sulindac o vehiculo),
fue realizado con el Software SPSS. Para ello se utilizo un ANOVA de dos vias para
medidas repetidas para las determinaciones durante el desarrollo de la sensibilizacion,
siendo los factores de consideracion: tratamiento (administracion repetida de cocaina o
salina); pretratamiento (administracion de LiCl o de Sulindac o de vehiculo) y tiempo
(dias 1y 7, siendo este ultimo el factor analizado como medidas repetidas). En el caso de
la expresion, se aplicd un ANOVA de 3 vias para medidas repetidas siendo los factores
en consideracion: tratamiento (administracion repetida de cocaina o salina);
pretratamiento (administracion de LiCl o salina), desafio (salina o cocaina) y tiempo
(dias 1, 7, y 28 siendo este ultimo el factor analizado como medidas repetidas). En
ambos casos el test post hoc utilizado fue el de Bonferroni o LSD.

Para las determinaciones bioquimicas también se utilizé el programa GraphPad
Prism 6 para los resultados obtenidos que se analizaron mediante pruebas de ANOVA de
una o de dos vias segun correspondiera, con Bonferroni como analisis post hoc. Para el
caso de la utilizacion del andlisis de ANOVA de tres vias, se utilizo el Software SPSS y
al LSD como analisis post hoc. En aquellos casos en los se comparan datos

pertenecientes solo a dos grupos experimentales se utilizo la t-student.
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Se considero diferencia significativa cuando el valor de p fue menor a 0,05. Los

resultados se expresaron como el promedio + el error estdndar medio (EEM).
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DESARROLLO DE SENSIBILIZACION A COCAINA

Evaluaciéon de la actividad de la via candnica de Wnt durante el desarrollo de la

sensibilizacion comportamental a cocaina

Estudios comportamentales

El protocolo utilizado en el presente trabajo de tesis fue desarrollado por Kalivas
y col [175] y produce desarrollo de sensibilizacion motora en alrededor del 60% del
total de los animales tratados [117, 136, 180]. Es decir, alrededor del 60% de los
animales muestran un aumento de la actividad locomotora en el dia 7 de al menos un
20% respecto del primer dia del tratamiento [117]. En la Figura 17 se muestran los
resultados comportamentales de ratas sacrificadas a 3 0 24 hs luego de la dltima
inyeccion (Fig. 17A y B, respectivamente) para animales que fueron tratados de forma
repetida con cocaina y desarrollaron la sensibilizacion comportamental y para animales
tratados con salina o con cocaina aguda.
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Figura 17: Desarrollo de sensibilizacién motora inducido por el tratamiento repetido con
cocaina. Los gréficos de barras muestran la actividad motora total registrada durante las 2hs
posteriores a la inyeccion en el dia 1 y en el dia 7 de animales sacrificados 3 hs (A) o0 24 hs (B)
luego de la ultima inyeccion del tratamiento. Los resultados se expresan como la media + EEM.
*Significativamente diferente del dia 1 del tratamiento correspondiente, p<0,01. +
Significativamente diferente del dia 7 del Agudo, p<0,01. ANOVA de dos vias, post test
Bonferroni (n=8-10 por grupo).

Un ANOVA de dos vias para medidas repetidas aplicado a los resultados
recogidos para la actividad locomotora total de animales sacrificados a 3 hs (Fig. 17A),
revelo un efecto significativo del factor tratamiento [F(2,21)= 31,40, p<0,0001], y

tiempo [F(1,21)= 31,94, p<0,0001], asi como de la interaccion tratamiento x tiempo
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[F(2,21)= 5,548, p=0,0019]. El anélisis post hoc de Bonferroni de estos datos revelo que
el tanto el grupo agudo como el repetido presentaron diferencias significativas en la
comparacion de la actividad motora entre los Dias 1 y 7; siendo el Dia 7 del grupo
repetido significativamente diferente al del agudo. De igual manera, un ANOVA de 2
vias para medidas repetidas aplicado a los datos comportamentales de animales
sacrificados a 24 hs, mostrados en la Figura 17B, revel6 un efecto significativo del
factor tratamiento [F(2,23)= 33,78, p<0,0001], y tiempo [F(1,23)= 120,6, p<0,0001], asi
como de la interaccién tratamiento x tiempo [F(2,23)= 28,73, p<0,0001]. El andlisis
post hoc de Bonferroni de estos datos revel6 que el tanto el grupo agudo como el
repetido presentaron diferencias significativas en la comparacion de la actividad motora
entre los Dias 1 y 7; siendo el Dia 7 del grupo repetido significativamente diferente al
del agudo. Tal como habia sido previamente observado en otros laboratorios, estos
resultados muestran que el protocolo utilizado induce el desarrollo de sensibilizacion

motora a cocaina.

Estudios moleculares

Determinacion de los niveles de fcatenina durante el desarrollo de la sensibilizacion
comportamental a cocaina

Una vez finalizada la evaluacién comportamental, se procedié a evaluar el
estado de la via candnica de Wnt utilizando como indicador los niveles de la proteina
efectora final de la via, la Pcatenina. El analisis de los niveles totales de fcatenina se
realiz6 en homogenados totales de diferentes areas del circuito de motivacion (CPF,
NAcc, ED y Amig) extraidas de los animales sacrificados a 3hs (Fig. 18) o a 24 hs (Fig.
19) luego de la Gltima inyeccién del tratamiento. En todos los casos, los animales
incluidos en el grupo Repetido fueron aquellos que desarrollaron la sensibilizacion
comportamental a la cocaina.

El analisis de ANOVA de una via aplicado a los niveles totales de Bcatenina en
los animales sacrificados 3 hs luego de la Gltima inyeccion (Fig. 18) mostré un efecto
significativo del factor tratamiento en la CPF y el ED (Fig. 18 Ay B) [CPF: F(2,18)=
3,702, p=0,045; ED: F(2,19)= 29,12, p<0,0001]. El analisis post hoc de Bonferroni
revel6 una disminucion estadisticamente significativa en los niveles de Pcatenina en los

animales que recibieron el tratamiento repetido respecto al grupos Salina en la CPF y el
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ED. Ademas, en el ED el grupo que recibid el tratamiento agudo también present6é una

diferencia significativa con respecto al grupo Salina.
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Figura 18: Niveles de Pcatenina durante el desarrollo de sensibilizacion a cocaina. L0S
grdficos de barras muestran los niveles de fcatenina en homogenados totales de la CPF (A), el
ED (B) y el NAcc (C) de animales que desarrollaron sensibilizacion (cocaina repetida) o sus
controles (Salina y Cocaina Aguda) y fueron sacrificados 3 hs después de la ultima inyeccion.
Los resultados se expresan como la media + EEM de los porcentajes de variacion en funcion
del grupo Salina. *Significativamente diferente de Salina, p<0.05; *Significativamente diferente
del resto de los grupos, p<0.05. ANOVA de una via, post test Bonferroni (n=7-8 por grupo).
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Figura 19: Niveles de Bcatenina durante el desarrollo de sensibilizacion a cocaina. L0S
grdficos de barras muestran los niveles de fcatenina en homogenados totales de la CPF (A), la
Amig (B), el ED (C) y el NAcc (D) de animales que desarrollaron sensibilizacion (cocaina
repetida) o sus controles (Salina y cocaina aguda) y fueron sacrificados 24 hs después de la
Gltima inyeccidén. Los resultados se expresan como la media + EEM de los porcentajes de
variacion en funciéon del grupo Salina. *Significativamente diferente de Salina, p<0.01;
ANOVA de una via, post test Bonferroni (A, Cy D) y t test (B) (n=7-10 por grupo).

Respecto a los resultados obtenidos para animales sacrificados 24 hs luego de la
ultima inyeccidn, la evaluacion estadistica de los niveles de Pcatenina (Fig. 19) revelo
un efecto significativo del factor tratamiento en la CPF y el ED (Fig. 19 Ay C) [CPF:
F(2,20)= 6,013, p=0,009; ED: F(2,19)= 8,175, p=0,0027]. El anélisis post hoc de
Bonferroni revel6 diferencias significativas entre el grupo con tratamiento repetido y el
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grupo Salina tanto en la CPF como en el ED. La comparacion de los niveles totales de
Bcatenina en la Amig (Fig. 19 B) mostré una diferencia significativa entre el grupo
Salina y el grupo con tratamiento repetido (t test, p=0,0003).

En conjunto, estos resultados indicarian que el desarrollo de sensibilizacion esta
relacionado con una disminucion en los niveles del efector final de la via candnica de
Wnt, Bcatenina, en areas del circuito de la motivacion como son la CPF, el ED y la

Amig.

Determinacion de la actividad de GSK3p durante el desarrollo de la sensibilizacion a
cocaina

Como fuera mencionado en la introduccion, los niveles de PBcatenina estan
altamente regulados a través de la actividad de un complejo de degradacién que
involucra, entre otras, a la quinasa GSK3p. Esta proteina posee dos sitios de
fosforilacion especificos ubicados en la serina 9 (sitio de inhibicion) y en la tirosina 216
(sitio de activacion) [181]. En la Figura 20 se muestran los resultados obtenidos al
evaluar la actividad de la quinasa GSK3p a través de la determinacion de los niveles
fosforilacion en la tirosina 216 en animales que desarrollaron sensibilizacion
comportamental a cocaina y fueron sacrificados 24 hs luego de la ultima inyeccion. La
comparacion simple de estos datos indic6 que tanto en la CPF (t test, p=0,0105), la
Amig (t test, p=0,0229) como en el ED (t test, p=0,0006) la actividad de la GSK3p se
encuentra significativamente incrementada en los homogenados totales de los animales
que desarrollaron la sensibilizacion a cocaina respecto del grupo Salina. Estos
resultados indicarian que seria la activacion de ésta proteina la responsable de la

disminucion observada en los niveles totales de pcatenina.
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Figura 20: Niveles de GSK3p activa en el desarrollo de sensibilizacion a cocaina. Los graficos
de barras muestran los niveles de actividad de GSK3[ en homogenados totales de la CPF (A),
la Amig (B) y el ED (C) de animales que fueron tratados con salina o desarrollaron
sensibilizacion a cocaina y fueron sacrificados 24hs después de la ultima inyeccion. Los
resultados se expresan como la media + EEM de los porcentajes de variacion en funcion del
grupo Salina. *Significativamente diferente de Salina, p<0.05, t test (n=7-10 por grupo).
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Determinacion de los niveles de fcatenina en fracciones subcelulares de animales
que desarrollaron sensibilizacion a cocaina

Con el fin de determinar si los cambios observados en los niveles de Pcatenina
en los homogenados totales durante el desarrollo de la sensibilizacién estan
relacionados con la via canonica de Wnt, se evalud el contenido de este efector en la
fraccion nuclear de la CPF (Fig 21 A) y del ED (Fig. 21 B). Esta determinacién se
realizd dado que en la via candnica la union de Wnt a su receptor Fz da lugar a la
activacion de Dvl resultando en la inhibicion de GSK3p, la estabilizacién de Bcatenina
y su posterior pasaje al nucleo.

El andlisis estadistico de los datos de la Figura 21 a través de una comparacion
simple indic6 que los animales que desarrollaron sensibilizaciébn muestran niveles
significativamente disminuidos de Bcatenina en la CPF (t test, p=0,0365), mientras que
no se observan cambios en el ED.

Considerando que la Pcatenina, ademas de actuar como efector de la via
canonica de Wnt, participa en las uniones de adhesion, se determinaron los niveles de
esta proteina durante el desarrollo de la sensibilizacion en la fraccion de membrana de la
CPF (Fig 21 C). Los resultados indicaron que los animales que desarrollaron la
sensibilizacion no presentan modificaciones en los niveles de membrana de Pcatening;
lo cual podria ser explicado por el hecho de que la reserva de [Bcatenina presente en la
membrana seria diferente a la nuclear, que es la regulada por la via de sefializacién de
los factores Wnt [159].

En conjunto estos resultados indicarian que el desarrollo de sensibilizacion
comportamental a cocaina estaria asociado con una inhibicion de la via candnica de Wnt
en la CPF. En tanto que en el ED no se observaron modificaciones en los niveles del
efector final en la fraccion nuclear, con lo que la disminucion observada en los
homogenados totales podria no estar relacionada con modificaciones en la actividad de

la via candnica.
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Figura 21: Niveles de fcatenina en subfracciones celulares durante el desarrollo de
sensibilizacion a cocaina. Los grdficos de barras muestran los niveles de Pcatenina en las
fracciones nucleares de la CPF (A) y el ED (B), y en la fraccion de membrana de la CPF (C)
de animales que fueron tratados con salina o desarrollaron sensibilizacién a cocaina y fueron
sacrificados 24hs después de la Gltima inyeccion. Los resultados se expresan como la media +
EEM de los porcentajes de variacion en funcion del grupo Salina. *Significativamente diferente
de Salina, p<0.05, t test (n=6-9 por grupo).
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Determinacion de los niveles de expresion del ARNm de genes relacionados con las
vias del Wnt durante el desarrollo de la sensibilizacion a cocaina

Debido a que los animales que desarrollan sensibilizacion a cocaina presentan
modificaciones que indicarian una inhibicion de la via candénica de Wnt en la CPF, se
examino la expresion del ARNm de diferentes factores Wnt asi como del gen de Axina
2, cuya expresion es considerada un indicador de la actividad de la via canonica [162].
Tal como muestra la Figura 22, el desarrollo de sensibilizacion produciria una
disminucion significativa en la expresion del ARNm de Wnt7b ( . 22A) (t test,
p=0,0199) y de Axina2 (Fig. 22 B) (Mann-Whitney test, p=0,0055) en la CPF de
animales sacrificados 24 hs luego de la Gltima inyeccién. Estos resultados indicarian
que el desarrollo de sensibilizacién estaria asociado a una disminucion en la actividad
de la via Wnt/Bcatenina en la CPF, que podria deberse a una disminucion en los niveles
de Wnt7b.
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Figura 22: Niveles de expresion de factores Wnt y Axina2 durante el desarrollo de
sensibilizacion a cocaina. Los gréaficos de barras muestran los niveles de expresion de ARNm
de diferentes factores Wnt (A) y del gen Axina2 (B) en la CPF de animales que fueron tratados
con salina o desarrollaron sensibilizacién a cocaina y fueron sacrificados a las 24hs. Los
resultados se expresan como la media + EEM de los porcentajes de variacion en funcion del
grupo Salina. *Significativamente diferente de Salina, p<0.05, t test (A) y Mann-Whitney test
(B) (n=5-9 por grupo).
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Determinacion de los niveles de Pcatenina en animales que no desarrollaron la

sensibilizacién comportamental a cocaina

Estudios comportamentales

Tal como fuera previamente documentado en diversos trabajos donde se utilizd
el mismo esquema de tratamiento [117, 136, 180], aproximadamente el 40% de los
animales tratados no mostré el aumento de actividad locomotora asociado a la
sensibilizacion a cocaina. En la Figura 23 se muestran los resultados de este grupo de
animales no sensibilizados, seleccionados utilizando el criterio propuesto por Pierce y
col. [117].
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Figura 23: Actividad locomotora total en los Dias 1y 7. Los resultados se expresan como la
media £+ EEM de la actividad motora total registrada durante las 2 horas posteriores a la
inyeccion de cocaina o salina. *Significativamente diferente del resto de los grupos, p<0.05.
ANOVA de dos vias, post test Bonferroni (n=8 -10 por grupo).

En la Figura 23 se muestra la respuesta motora promedio observada para cada
uno de los grupos. Un ANOVA de dos vias para medidas repetidas aplicado a los datos
mostrados en la figura revelaron un efecto significativo del grupo (sensibilizados, no
sensibilizados o Salina) [F(2,23)= 32,29, p<0,0001], y del tiempo [F(1,23)= 9,275,
p=0,0057], asi como una interaccion significativa grupo x tiempo [F(2,23)= 34,85,
p<0,0001]. EIl analisis post hoc de Bonferroni de estos datos revelé que el grupo
sensibilizado presentd diferencias significativas en la actividad motora del dia 7

respecto del resto de los dias en todos los grupos.
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Estudios moleculares

Determinacion de los niveles de fcatenina en animales que no desarrollaron la
sensibilizacién comportamental a cocaina

La evaluacion de la actividad de la via candnica de Wnt en areas cerebrales
pertenecientes al circuito de la motivacion mostrd diferencias significativas en aquellos
animales que desarrollaron la sensibilizacion a cocaina. Sin embargo, y tal como se
muestra en la Figura 23, un porcentaje de las ratas tratadas no mostré el aumento de
actividad locomotora asociado a la sensibilizacion a cocaina. Con el fin de esclarecer
aun mas la importancia que la modificacién en la actividad de la via canénica tiene para
el desarrollo de sensibilizacion comportamental, se evaluaron los niveles de Pcatenina
en homogenados totales obtenidos a partir de este grupo de animales no sensibilizados
(Fig. 24).

La evaluacion estadistica de los datos representados en la Figura 24 revel6 un
efecto significativo del grupo (sensibilizados, no sensibilizados o Salina) en la CPF
[F(2,15)= 15,51, p=0,0002] (Fig. 24 A), en la Amig [F(2,18)= 14,97, p=0,0001] (Fig. 24
B) y en el ED [F (2,16)= 18,26, p< 0,0001] (Fig. 24 C). En tanto que, el analisis post
hoc de Bonferroni mostré que en todos los casos el grupo sensibilizado presentd
diferencias significativas con el grupo Salina y el no sensibilizado. Particularmente en la
Amig el grupo no sensibilizado presentd, también, diferencias significativas en
comparacion con el grupo Salina. Estos resultados indicarian que la disminucién
observada en los niveles de Pcatenina en las areas evaluadas estaria directamente
relacionada con el desarrollo de sensibilizacién comportamental, y no seria solamente

una respuesta provocada por el tratamiento repetido con cocaina.
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Figura 24: Niveles de Bcatenina en animales tratados de forma repetida con cocaina. L0S
graficos de barras muestran los niveles de Bcatenina en homogenados totales de CPF (A), la
Amig. (B) y el ED (C) de animales que fueron tratados con salina o cocaina y desarrollaron
sensibilizacion comportamental (Sens.) o no (No Sens.). Todos fueron sacrificados 24hs
después de la ultima inyeccion. Los resultados se expresan como la media + EEM de los
porcentajes de variacion en funcion del grupo Salina.*Significativamente diferente de los otros
grupos analizados p<0.05. ANOVA de una via, post test Bonferroni.(n=5-8 por grupo).

65



Resultados

Evaluacion del efecto de la activacion sistémica de la via de Wnt en el desarrollo de
la sensibilizacion motora inducida por cocaina

Se ha demostrado que el LiCl es un inhibidor de la quinasa GSK3 y, que por lo
tanto, funciona como un imitador de los factores Whnt, activando la via candnica [182,
183]. Es por esto que, para evaluar la importancia en la disminucién de los niveles de
Bcatenina durante el desarrollo de la sensibilizacion, se trabajé administrando LiCl de
sistémica. Para ello los animales recibieron una inyeccion de LiCl (30 mg/kg i.p.) 30
minutos antes de cada inyeccién de salina o cocaina. La actividad motora se registro,
después de las inyecciones, en los dias 1 y 7 (Fig. 25) y los niveles de Pcatenina se
evaluaron en homogenados totales y en fracciones subcelulares de &reas obtenidas a

partir de animales sacrificados 24 hs luego de la Gltima inyeccion (Fig. 26 y 27).

Estudios comportamentales

La Figura 25 muestra los resultados comportamentales obtenidos para los

distintos grupos de animales tratados
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Figura 25: EI LiCl bloquea el desarrollo de sensibilizacion motora inducido por cocaina. El
grafico de barras muestra la actividad motora total registrada durante las 2hs posteriores a la
inyeccion en el dia 1y en el dia 7. Las barras representan la media + EEM. *Significativamente
diferente del dia 1 de Sal/Coc y, de los dias 1y 7 del resto de los grupos, p<0.05. ANOVA de
dos vias para medidas repetidas, post test Bonferroni. (n=8-13 por grupo).

Un ANOVA de 2 vias para medidas repetidas aplicado sobre los datos de la
Figura 25, reveldé un efecto significativo del factor tratamiento [F (1,40)= 119,53,

p<0,0001], asi como interacciones significativas entre pretratamiento x tratamiento [F
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(1,40)= 7,59, p=0,01] y pretratamiento x tratamiento x tiempo [F (1,40)= 13,29,
p<0,001]. EIl andlisis post hoc de Bonferroni revel6 que el grupo Sal/Coc presentd
diferencias significativas en la comparacion de la actividad motora del dia 7 con en su
respectivo dia 1y, con los dias 1 y 7 del resto de los grupos. Estos resultados indicarian
que el pretratamiento con LiCl es suficiente para bloquear el desarrollo de la

sensibilizacion comportamental a cocaina.

Estudios moleculares

Determinacion de los niveles de [fcatenina en animales pretratados con LiCl:
homogenados totales

La Figura 26 muestra los resultados obtenidos para los niveles de catenina en
los homogenados totales de las distintas areas extraidas para los distintos grupos
tratados. Un ANOVA de dos vias aplicado a los datos de la Figura 26 mostré en la CPF
(Fig. 26 A) un efecto significativo del factor pretratamiento [F(1,32)= 20,10, p<0,0001],
y tratamiento [F(1,32)= 13,13, p=0,0010], asi como de la interaccion tratamiento x
pretratamiento [F(1,32)= 26,77, p<0,0001]. En tanto que, el andlisis post hoc de
Bonferroni indic6 una diferencia significativa del grupo Sal/Coc en relacién al resto de
los tratamientos. En la Amig. (Fig. 26 B) el analisis de ANOVA de dos vias reveld un
efecto significativo del factor pretratamiento [F(1,33)= 11,46, p=0,0019], y tratamiento
[F(1,33)= 13,35, p=0,0009], asi como de la interaccion tratamiento x pretratamiento
[F(1,33)= 9,245, p=0,0046]. Mientras que el analisis post hoc de Bonferroni mostré una
diferencia significativa entre los animales Sal/Coc y el resto de los grupos evaluados.
Respecto al ED (Fig. 26 C), el ANOVA de dos vias indicé un efecto significativo del
factor pretratamiento [F(1,31)= 11,07, p=0,0023], y tratamiento [F(1,31)= 13,89,
p=0,0008]; v, el analisis post hoc de Bonferroni revelé una diferencia significativa del
grupo Sal/Coc respecto del resto de los tratamientos aplicados. Finalmente, en el NAcc
(Fig. 26 D) el ANOVA de dos vias indicé un efecto del pretratamiento [F(1,36)= 21,66,
p<0,0001] y el andlisis post hoc de Bonferroni permitid revelar una diferencia
significativa de los grupos que recibieron el pretratamiento con LiCl (LiCl/Sal y
LiCl/Coc) con respecto al grupo control (Sal/Sal).
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Figura 26: El LiCl bloquea el desarrollo de sensibilizacion motora inducido por cocaina
reestableciendo los niveles de Pcatenina. Los graficos de barra muestran los niveles de
Pcatenina en la CPF (A), la Amig. (B), el ED (C) y el NAcc (D) de animales que fueron
pretratados con salina o LiCl y luego con salina o cocaina y fueron sacrificados 24hs después
de la ultima inyeccion. Los resultados se expresan como la media £ EEM de los porcentajes de
variacion en funcién del grupo Sal/Sal. *Significativamente diferente del resto de los grupos,
p<0.05. “Significativamente diferente de Sal/Sal, p<0.05. ANOVA de dos vias, post test
Bonferroni (n=8-10 por grupo).

Estos resultados indicarian que la activacion de la via canonica de Wnt con LiCl
bloquea el desarrollo de sensibilizacion reestableciendo los niveles de Pcatenina en la
CPF, Amig y el ED.
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Determinacion de los niveles de fcatenina en la CPF de animales pretratados con
LiCl: fracciones subcelulares
En un set diferente de animales sometidos al mismo esquema experimental, se

evaluaron los niveles de Bcatenina en fracciones subcelulares de la CPF (Fig. 27).
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Figura 27: El LiCl restaura los niveles de fcatenina en la fraccion nuclear de animales
tratados de forma repetida con cocaina sin modificar la fraccion de membrana. Los gréaficos
de barras muestran los niveles de fScatenina en la fraccion nuclear (A) y en la de membrana (B)
de animales que fueron pretratados con salina o LiCl y luego con salina o cocaina y fueron
sacrificados 24hs después de la altima inyeccion. Los resultados se expresan como la media +
EEM de los porcentajes de variacion en funcion del grupo Sal/Sal. *Significativamente distinto
de Sal/Coc p<0.05. ANOVA de dos vias, post test Bonferroni (n=6-10 por grupo).

La evaluacién de la fraccion nuclear, arrojé resultados similares en los niveles de
Bcatenina respecto de los observados en los homogenados totales (Fig. 27 A). Un
ANOVA de una via aplicado a los datos mostrados en la Figura 27 A revel6 un efecto
del pretratamiento [F(1,30)= 17,50, p=0,0002] y el anélisis post hoc de Bonferroni
indico una diferencia significativa de los grupos que recibieron el pretratamiento con
LiCl (LiCl/sal y LiCl/Coc) con respecto al grupo Sal/Coc. Por su parte, en estos
animales los niveles de Pcatenina en la fraccion de membrana no mostr6 diferencias

significativas entre los distintos grupos evaluados (Fig. 27 B).

Determinacion de la importancia de la via del Wnt en distintas areas del circuito
de la motivacion durante el desarrollo de la sensibilizacion a cocaina
Con el objetivo de determinar la relevancia que la disminucion en los niveles de

Bcatenina tiene en las distintas areas durante el desarrollo de sensibilizacion conductual,
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se realizaron infusiones intra-cerebrales de Sulindac (5ug/ul/lado), un inhibidor
especifico de la via canonica de Wnt [176], en la CPF y el ED. Este inhibidor, actla
bloqueando el dominio de union PDZ de Dvl impidiendo la activacion de la via
canonica [176], y se administré en la CPF o el ED una hora antes de cada inyeccion de
cocaina entre los dias 2 a 6 de un tratamiento repetido (7x15 mg/kg de cocaina i.p.). La
actividad locomotora se determind en los dias 1 y 7 del tratamiento, y los animales
fueron sacrificados 24 hs después de la Ultima inyeccion del tratamiento.

Infusiones intra-CPF

Estudios comportamentales

La Figura 28 muestra los resultados comportamentales obtenidos para los
distintos grupos de animales que fueron pretratados con vehiculo o Sulindac intra-CPF y
que luego recibieron salina o cocaina. A la derecha de la figura se muestra la posicion
de los sitios finales de infusion determinada histolégicamente.
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Figura 28: El Sulindac intra-CPF facilita el desarrollo de sensibilizacién motora inducido
por un tratamiento repetido con cocaina. El grafico de barras muestra la actividad motora
total registrada durante las 2hs posteriores a la inyeccion en el dia 1 y en el dia 7 de un
tratamiento repetido (7 x 15mg/kg i.p.). Los resultados se expresan como la media =+ EEM.
“Significativamente diferente del resto de dias en todos los grupos, p<0.0001. ANOVA de dos
vias para medidas repetidas, post test Bonferroni. (n=6-14 por grupo). A la derecha del panel
se muestran esquemas indicando los sitios de infusion. Los cortes coronales fueron adaptados
de Paxinos y Watson [173].
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Un ANOVA de 2 vias para medidas repetidas aplicado sobre los datos de la
Figura 28, reveld que existe un efecto significativo del factor tratamiento [F(1,30)=
63.56 p< 0.001] y una interaccion significativa entre pretratamiento x tratamiento X
tiempo [F(1,30)= 8.134 p< 0.01]. El andlisis post hoc de Bonferroni revel6 que solo en
el grupo Suli/Coc la actividad en el dia 7 es significativamente diferente del dia 1
(p<0,001). En otras palabras, que la administracion de Sulindac en la CPF facilita el

desarrollo de sensibilizacion comportamental.

Estudios moleculares

Una vez corroborado el correcto sitio de infusion a través de cortes histolégicos
de animales perfundidos, un nuevo set de individuos fue sometido al esquema de
tratamiento, evaluados comportamentalmente y sacrificados 24 hs luego de la ultima
inyeccion de cocaina. La Figura 29 muestra los resultados obtenidos al evaluar los
niveles de Pcatenina en los homogenados totales de la CPF (Fig. 29 A), la Amig (Fig.
29 B) y el ED (Fig. 29 C) de los distintos grupos.

Un ANOVA de dos vias aplicado a los datos de la Figura 29 A reveld que en la
CPF existe un efecto significativo del factor tratamiento [F(1,21)= 6,552, p=0,0183] y
del pretratamiento [F(1,21)= 20,40, p=0,0002]. El analisis post hoc de Bonferroni de
estos datos reveld que el grupo Suli/Sal present6 diferencias significativa con el grupo
Veh/Sal, mientras que el grupo Suli/Coc mostré una disminucion significativa con
respecto a los grupos Veh/Sal y Veh/Coc. Estos resultados, junto a las evidencias
previas, indicarian que la disminucion de los niveles de Bcatenina en la CPF seria tanto
necesaria como suficiente para el desarrollo de sensibilizacion comportamental a

cocaina.
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Figura 29: Niveles de Bcatenina en animales tratados intra-CPF con Sulindac. Los graficos
de barras muestran los niveles de Scatenina en la CPF (A), la Amig (B) y el ED (C) de
animales que fueron pretratados con Vehiculo o Sulindac en la CPF y luego con salina o
cocaina y fueron sacrificados 24hs después de la Gltima inyeccion. Los resultados se expresan
como la media + EEM de los porcentajes de variacion en funcion del grupo Veh/Sal.
*Significativamente diferente de Veh/Sal, *Significativamente diferente de Veh/Sal y Veh/Coc,
p<0.05. ANOVA de dos vias, post test Bonferroni (n=6-9 por grupo).
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Infusiones intra-ED

Estudios comportamentales

Los resultados obtenidos para los de animales pretratados con vehiculo o
Sulindac en el ED y que luego recibieron salina o cocaina se muestran en la Figura 30.
En la misma figura se indica la posicion de los sitios finales de infusion, determinada
histologicamente, de los distintos grupos de animales tratados.

Un ANOVA de dos vias para medidas repetidas revelo un efecto significativo
del factor tratamiento [F(1,21)= 161.63, p< 0.001] y el andlisis post hoc de Bonferroni
indicé la actividad en los dias 1 y 7 de los grupos Veh/Coc y Suli/Coc fue
significativamente diferente respecto a los grupos Veh/Sal y Suli/Sal (p< 0.001). Estos
resultados indicarian que el tratamiento con Sulindac en el ED no afectaria la respuesta

frente al tratamiento repetido con cocaina.
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Figura 30: El Sulindac intra-ED no modifica la respuesta motora inducida por un
tratamiento repetido con cocaina. El gréfico de barras muestra la actividad motora total
registrada durante las 2hs posteriores a la inyeccion en el Dia 1 y en el Dia 7 de un tratamiento
repetido (7 x 15mg/kg p.c.). Los resultados estdn expresados como la media +
EEM.*Significativamente diferente del dia 1y 7 de los grupos controles (Veh/Sal y Suli/Veh),
p<0.05. ANOVA de dos vias para medidas repetidas, post test Bonferroni. (n=5-9 por grupo). A
la derecha del panel se muestran esquemas indicando los sitios de infusion. Los cortes
coronales fueron adaptados de de Paxinos y Watson [173]
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Estudios moleculares

Nuevamente, luego de corroborar histolégicamente la posicion de las canulas, se
realizé la evaluacion de los niveles de Bcatenina en un grupo diferente de animales (Fig.
31). Es importante aclarar que, al igual que para las inyecciones en la CPF, este nuevo
set de animales fue evaluado comportamentalmente y sacrificado a las 24 hs.
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Figura 31: Niveles de fcatenina en animales tratados intra-ED con Sulindac. Los graficos de
barras muestran los niveles de Scatenina en el ED (A), la CPF (B) y la Amig (C) de animales
que recibieron Vehiculo o Sulindac en la ED y luego salina o cocaina, y fueron sacrificados a
las 24hs. Los resultados se expresan como la media + EEM de los porcentajes de variacién en

funcién del grupo Veh/Sal. *Significativamente diferente de Veh/Sal, p<0.05. ANOVA de dos
vias, post test Bonferroni. (n=5-9 por grupo).
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Un ANOVA de dos vias aplicado a los datos de la Figura 31 indico un efecto
significativo del factor tratamiento [F(1,19)= 7,764, p=0,0118] y del pretratamiento
[F(1,19)= 12,98, p=0,0019] en el ED (Fig. 31 A). El analisis post hoc de Bonferroni
para los datos del ED reveld que el grupo Suli/Coc present6 diferencias significativa
con el grupo Veh/Sal. Estos datos, indicarian que la disminucion en los niveles de
Bcatenina en esta area seria necesaria pero no asi suficiente para desencadenar la

sensibilizacion comportamental.

EXPRESION DE SENSIBILIZACION A COCAINA

Evaluacion del estado de la via Wnt/Bcatenina en distintas dreas cerebrales del

sisterma mesocorticolimbico de animales que expresaron sensibilizacion a cocaina

Estudios comportamentales

Al igual que en el caso del desarrollo, se evalu6 comportamentalmente la
expresion de la sensibilizacién. Para esto, los animales recibieron 7 inyecciones de
cocaina (2x15mg/kg, 5x30mg/kg) y permanecieron sin contacto con la droga por tres
semanas. Luego recibieron un desafio con 15 ms/kg de cocaina en el dia 28. En la
Figura 32 A se muestran los resultados obtenidos durante cada dia evaluado para todos
los animales que expresaron la sensibilizacion junto con sus correspondientes controles.
En la Figura 32 B se presentan sélo los datos de la actividad motora en el dia 28 de los
animales que expresaron la sensibilizacion y fueron sacrificados 3 o 24hs luego de la
ultima inyeccion del tratamiento, ademas de los correspondientes controles. Como fuera
mencionado, en todos los casos los animales incluidos en el grupo Repetido fueron
aquellos que expresaron la sensibilizacion comportamental a la cocaina, es decir,
aquellos que mostraron un aumento de la actividad locomotora en el dia 28 de por lo
menos el 20% respecto del primer dia del tratamiento [119].

Un ANOVA de dos vias para medidas repetidas aplicado a los datos de la Figura
32 A revel6 un efecto significativo del factor tratamiento [F(2,39)= 97,65, p<0,0001], y
tiempo [F(2,78)= 59,44, p<0,0001], asi como de la interaccion tratamiento X tiempo
[F(4,78)= 17,28, p<0,0001]. El andlisis post hoc de estos datos reveld que el grupo con
tratamiento repetido present6 diferencias significativas, tanto en la comparacion de la

actividad motora de los dias 7 y 28 con respecto a la del dia 1, como asi también entre
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los dias 7 y 28. Finalmente, los animales pertenecientes al grupo agudo solo presentaron

diferencia significativa con respecto a animales Salina en el dia 28.
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Figura 32: Expresion de sensibilizacién motora inducido por cocaina crénica. A) El gréafico
de barras muestra la actividad motora total registrada durante 2hs en el Dia 1, 7 y 28 de
animales sacrificados 3 hs 0 24 hs luego de la Gltima inyeccion. B) Actividad motora total
registrada durante 2hs luego de la inyeccion en el dia 28 en animales sacrificados a 3 hs (panel
izquierdo) o 24hs (panel derecho) luego de la inyeccidon. Los resultados se expresan como la
media + EEM. *Significativamente diferente de Salina en el Dia correspondiente, p<0,05,
“Significativamente diferente del Dia 7 y 28 de cocaina repetida, p<0,05, *Significativamente
diferente del resto de los tratamientos, p<0,05. (A) ANOVA de dos vias para medidas repetidas,
post test Bonferroni. (n=12-16 por grupo). (B) ANOVA de una via, post test Bonferroni. (n=6-8

por grupo).

En el caso de la Figura 32 B, un ANOVA de una via reveld diferencia
significativas entre los diferentes tratamientos en animales sacrificados tanto a 3 hs [F
(2,18)= 39,52, p< 0,0001], como a 24 hs [F (2,18)= 51,54, p< 0,0001] luego de recibida

la ultima inyeccién del tratamiento. El andlisis post hoc de Bonferroni mostré que la
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actividad en el dia 28 de los animales que recibieron el tratamiento repetido, ya sea
sacrificados a 3 hs como a 24 hs, fue significativamente diferente del resto de los

grupos.

Estudios moleculares

Determinacion de los niveles de ficatenina durante la expresion de la sensibilizacion
comportamental a cocaina

Finalizada la evaluacion comportamental de los distintos grupos, se procedio a
evaluar los niveles de Bcatenina tanto a 3 como a 24 hs luego de la Gltima inyeccion
(Fig. 33 y 34, respectivamente). La Figura 33 muestra los resultados obtenidos para los
niveles de Bcatenina en el NAcc (Fig. 33 A), la CPF (Fig. 33 B) y el ED (Fig. 33 C) de
animales sacrificados 3 hs luego de recibida la ultima inyeccion del tratamiento en el dia
28. El andlisis de ANOVA de una via aplicado a estos datos indicd un efecto
significativo del tratamiento tanto en el NAcc [F (2,18)= 18,11, p< 0,0001], como en el
ED [F (2,17)= 6,541, p= 0,0078], no observandose efectos en la CPF. El analisis post
hoc de Bonferroni indic6 una diferencia significativa en los niveles de PBcatenina de los
animales con tratamiento repetido que expresaron la sensibilizacion a cocaina respecto
del resto de los grupos en el NAcc (Fig. 33 A), mientras que en el ED (Fig. 33 C) el
tratamiento repetido mostré diferencias significativas respecto a aquellos animales que

recibieron solo salina.
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Figura 33: Niveles de ficatenina durante la expresion de sensibilizacion a cocaina a 3 hs. L0S
grdficos de barras muestran los niveles de fcatenina en homogenados totales de la NAcc (A), la
CPF (B) y el ED (C) de animales que expresaron sensibilizacién (cocaina repetida) o sus
controles (Salina y Cocaina Aguda) y fueron sacrificados 3 hs después de la ultima inyeccion.
Los resultados se expresan como la media + EEM de los porcentajes de variacion en funcion
del grupo Salina. *Significativamente diferente del resto de los grupos, p<0.05;
*Significativamente diferente de Salina, p<0.05. ANOVA de una via, post test Bonferroni (n=6-
8 por grupo).
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Figura 34: Niveles de fcatenina durante la expresion de sensibilizacion a cocaina a 24 hs.
Los grdficos de barras muestran los niveles de fcatenina en homogenados totales de la NAcc
(A), la CPF (B) y el ED (C) de animales que expresaron sensibilizacion (cocaina repetida) o
sus controles (Salina y Cocaina Aguda) y fueron sacrificados 24 hs después de la Ultima
inyeccidn. Los resultados se expresan como la media £ EEM de los porcentajes de variacion en
funcion del grupo Salina.*Significativamente diferente del resto de los grupos, p<0.05;
*Significativamente diferente de Salina, p<0.05. ANOVA de una via, post test Bonferroni (n=6-
8 por grupo).

La evaluacion estadistica de los niveles de Bcatenina 24 hs luego de la Gltima
inyeccién del tratamiento (Fig. 34) revel6 un efecto significativo del tratamiento tanto
en el NAcc [F (2,19)= 20,53, p< 0,0001] (Fig. 34 A), como en el ED [F (2,16)= 5,179,
p= 0,0184] (Fig. 34 C), sin indicar cambios en la CPF (Fig. 34 B). El analisis post hoc
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de Bonferroni mostré una diferencia significativa en los niveles de Bcatenina de los
animales que expresaron la sensibilizacion a cocaina (tratamiento repetido) respecto del
resto de los grupos en el NAcc (Fig. 34 A), mientras que en el ED (Fig. 34 C) el
tratamiento repetido solo mostro diferencia al tratamiento con salina.

Los resultados indicarian que aquellos animales que expresan la sensibilizacion
comportamental a cocaina presentan un incremento en los niveles de Bcatenina en el
NAcc, junto con una disminucion de esta proteina en el ED que se observa tanto 3 hs

como 24 hs luego de la inyeccion en el dia 28.

Evaluacion de distintos efectores de la via candnica de Wnt en el NAcc de animales
gue expresaron la sensibilizacion a cocaina

La expresion de la sensibilizacién dependeria principalmente de los cambios
plasticos que se producen en el NAcc, de modo que se comenzé evaluando la actividad
de la via candnica de Wnt en éste area. En la Figura 35 se muestran los resultados de la
determinacion de la actividad de la proteina GSK3 en homogenados totales (Fig. 35 A)
y de los niveles de Pcatenina en la fraccion nuclear (Fig. 35 B) de animales que
expresaron la sensibilizacion comportamental a cocaina y fueron sacrificados 24 hs
luego de la dltima inyeccion en el dia 28.

La comparacion simple de los resultados de la Figura 35 A indic6 que los
animales que expresaron la sensibilizacibn a cocaina presentan niveles
significativamente aumentados de la GSK3[ activa (t test, p<0,03) en el NAcc. Asi
mismo, la comparacién de los niveles de PBcatenina en la fraccion nuclear (Fig. 35 B)
revel6 un aumento significativo de la proteina en los animales que expresaron la

sensibilizacion (t test, p<0,05).
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Figura 35: Estado de la via candnica de Wnt en el NAcc durante la expresion de la
sensibilizacion. El grafico de barras muestra los niveles de GSK3p activa en homogenados
totales de NAcc (A)y los niveles de fcatenina en la fraccion nuclear del NAcc (B) de animales
tratados con salina o cocaina que fueron sacrificados 24hs después de la ultima inyeccidn en el
dia 28 del tratamiento. Los resultados se expresan como la media £+ EEM de los porcentajes de
variacion en funcion del grupo Salina. *Significativamente diferente de Salina p<0.05, t test.
(n= 6 por grupo).

En conjunto, estos resultados indicarian que la expresion de la sensibilizacién a
cocaina estaria relacionada con un aumento en la actividad de la via candnica de Wnt en
el NAcc.

Evaluacion de los niveles de fcatenina y de la actividad de GSK3p en el NAcc luego

de un periodo de ausencia de cocaina

Con el fin de determinar si el aumento en los niveles de Pcatenina y la
disminucion en la actividad de GSK3[ observados en el NAcc durante la expresion de
la sensibilizacion surgen como respuesta al desafio con cocaina o son modificaciones
que se producen en aquellos animales que desarrollaron la sensibilizacion durante el
periodo sin contacto con la droga, se trabajo con un nuevo set de animales. Este nuevo
grupo fue tratado segun el esquema de desarrollo de sensibilizacién y luego de la
evaluacion comportamental, aquellos animales que sensibilizaron, permanecieron sin

contacto con la droga durante tres semanas. En el dia 28 se les realizé una inyeccion con
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salina y se los sacrificO 24 hs después. Este grupo se denomind Cocaina/ Salina
(Coc/Sal).

Estudios comportamentales

En la Figura 36 se muestran los resultados comportamentales para este nuevo
grupo de animales, junto con los resultados de controles Salina y de animales que
expresaron la sensibilizacion.

Un ANOVA de dos vias para medidas repetidas aplicados a los datos de la
Figura 36 revel6 un efecto significativo del factor tratamiento [F(2,19)= 34,08,
p<0,0001], y tiempo [F(2,38)= 23,67, p<0,0001], asi como de la interaccién tratamiento
X tiempo [F(4,38)= 29,23, p<0,0001]. El analisis post hoc de Bonferroni indico que el
grupo que expresod la sensibilizacion (tratamiento repetido), asi como el grupo Coc/Sal
presentaron diferencias significativas en la comparacion de la actividad motora de los
dias 7 y 28 con respecto a la del dia 1, como asi también en la comparacién entre los
dias 7 y 28.
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Grupo
Figura 36: Actividad locomotora total registrada durante las 2 hs posteriores a la inyeccion
en los Dias 1, 7y 28. Los resultados se expresan como la media £ EEM. *Significativamente

diferente del dia 1 del grupo correspondiente, p<0.05. ANOVA de dos vias, post test Bonferroni
(n=6-8 por grupo).
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Estudios moleculares

La Figura 37 muestra los resultados obtenidos al analizar los niveles de
Bcatenina (Fig. 37 A) y de GSK3p activa (Fig. 37 B) en homogenados totales del NAcc
obtenidos de animales sacrificados 24 hs luego de la ultima inyeccion de los distintos
tratamientos. La evaluacion estadistica de estos datos reveld un efecto significativo del
tratamiento tanto en los niveles de Bcatenina [F (2,17)= 8,721, p< 0,003], como en los
de GSK3[ activa [F (2,15)= 3,707, p< 0,05]. El analisis post hoc de Bonferroni mostr6
una diferencia significativa en los niveles de catenina y GSK3p activa de los animales
que expresaron la sensibilizacion a cocaina (tratamiento repetido) respecto del resto de

los grupos (Salina y Coc/Sal).
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Figura 37: Niveles de Pcatenina y de GSK3f activa en el NAcc de animales Coc/Sal. Los
graficos de barras muestran los niveles de pcatenina (A) y de GSK3f (B) en homogenados
totales del NAcc de animales que fueron tratados con salina, cocaina o Coc/Sal y fueron
sacrificados 24hs después de la Gltima inyeccidn realizada en el dia 28. Los resultados se
expresan como la media £ EEM de los porcentajes de variacion en funcion del grupo Salina.
*Significativamente diferente de los otros grupos analizados p<0.05. ANOVA de una via, post
test Bonferroni. (n=6-8 por grupo).

Estos resultados indicarian que la presencia de la cocaina es necesaria para que
se produzcan las modificaciones en la actividad de la GSK3[p y en los niveles de
Bcatenina que se observan en el NAcc de los animales que expresaron la sensibilizacion

comportamental a cocaina.
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Determinacion de los niveles de Pcatenina en el NAcc de animales que no

expresaron la sensibilizacion a cocaina

El aumento en los niveles de [catenina en el NAcc de animales que
desarrollaron la sensibilizacion comportamental luego de un periodo de ausencia de la
droga dependeria del desafio con cocaina. Para determinar si estas modificaciones estan
ademas relacionadas con el aumento en la respuesta motora caracteristico del modelo,
se evaluaron los niveles de Bcatenina en el NAcc de animales que no expresaron la

sensibilizacion comportamental.

Estudios comportamentales

La Figura 38 muestra la actividad locomotora de los distintos grupos de
animales separados en funcion del criterio propuesto por Pierce y col. [117].
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Figura 38: Actividad locomotora total registrada durante las 2 hs posteriores a la inyeccion
en los Dias 1, 7 y 28. Los resultados se expresan como la media + EEM. *Significativamente
diferente del resto de los dias del grupo correspondiente, p<0.05. ANOVA de dos vias, post test
Bonferroni (n=8 - 9 por grupo).

Un ANOVA de dos vias para medidas repetidas aplicados a los datos de la
Figura 38 indico un efecto significativo del factor grupo [F(2,22)= 36,43, p<0,0001], asi
como de la interaccion grupo x tiempo [F(4,44)= 6,972, p=0,0002]. EIl anélisis post hoc
de Bonferroni reveld que el grupo que expreso la sensibilizacién present6 diferencias

significativas en la comparacion de la actividad motora de los dias 7 y 28 con respecto a
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la del dia 1. En tanto que, estas diferencias no se observaron en el grupo que no

sensibilizo.

Estudios moleculares

La evaluacion de los niveles de Bcatenina en homogenados totales del NAcc de
animales sacrificados 24 hs luego de la dltima inyeccion se muestra en la Figura 39. Un
ANOVA de una via aplicado sobre estos datos revelo un efecto significativo de grupo
[F(2,17)= 10,17, p<0,003], mientras que el analisis post hoc de Bonferroni mostré que

el grupo sensibilizado era diferente del resto.
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Figura 39: Niveles de fcatenina en el NAcc de animales que no expresaron la sensibilizacion
a cocaina. El gréafico de barras muestra los niveles de Bcatenina en homogenados totale del
NAcc de animales que expresaron la sensibilizacion comportamental (Sens) o no (No sens) y
fueron sacrificados 24hs después de la Ultima inyeccion realizada en el dia 28. Los resultados
se expresan como la media + EEM de los porcentajes de variacion en funcion del grupo
Salina.*Significativamente diferente de los otros grupos analizados, p<0,05. ANOVA de una
via, post test Bonferroni (n=6-7 por grupo).

Estos resultados indicarian que el aumento en los niveles de [catenina en el
NAcc estaria directamente asociados a la expresion de la sensibilizacion. En conjunto
los resultados obtenidos sugeririan que los cambios en la via de Wnt/ Bcatenina son
necesarios para la expresion comportamental de la sensibilizacion y requieren de la

presencia de cocaina.
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Evaluacion de los niveles de Pcatenina en el ED: determinaciones luego de un
periodo de abstinencia y en animales que no expresaron la sensibilizacion a

cocaina

De manera similar a lo realizado en el NAcc y con el objetivo de evaluar la
importancia de los cambios observados en los niveles de Bcatenina en el ED durante la
expresion de la sensibilizacion se evalud en éste area al efector final de la via canonica
en animales que no expresaron la sensibilizacion; asi como en aquellos que recibieron
salina en el dia 28 (Coc/Sal).

Estudios comportamentales

La Figura 40 muestra los resultados comportamentales obtenidos para los

distintos grupos.
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Figura 40: Niveles Actividad locomotora total registrada durante las 2 hs posteriores a la
inyeccion en los Dias 1, 7 y 28. El gréfico de barras muestra la actividad motora total
registrada durante las 2hs posteriores a la inyeccion en el dia 1, 7 y 28 de los distintos grupos
de animales Las barras representan la media £ EEM. *Significativamente diferente del dia 1
del grupo correspondiente, p<0,05. ANOVA de dos vias para medidas repetidas, post test
Bonferroni. (n=6-9 por grupo)

Un ANOVA de dos vias para medidas repetidas aplicado a estos datos revel6 un
efecto significativo del factor tratamiento [F(3,27)= 21,02, p<0,0001], y tiempo
[F(2,54)= 9,331, p=0,0003], asi como de la interaccion tratamiento x tiempo [F(6,54)=
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11,06, p<0,0001]. El analisis post hoc de Bonferroni indicd que el grupo que expreso la
sensibilizacion, asi como el grupo Coc/Sal presentaron diferencias significativas en la
comparacion de la actividad motora de los dias 7 y 28 con respecto a la del dia 1, como

asi también entre los dias 7 y 28.

Estudios moleculares

La Figura 41 muestra los resultados moleculares para los niveles de Bcatenina en
el ED de los distintos grupos evaluados. El analisis de ANOVA de una via aplicado a
los datos de la Figura 41 revel6 un efecto significativo del grupo [F(3,22)= 33,23,
p<0,0001], mientras que el analisis post hoc de Bonferroni mostré que tanto el grupo
sensibilizado, como el Coc/Sal presentaron diferencias significativas en la comparacion

con el resto de los grupos evaluados.
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Figura 41: Niveles de Pcatenina en homogenados totales de ED de animales Coc/Sal y no
sensibilizados. El grafico de barras muestra los niveles de pcatenina en animales Salina,
Sensibilizados (Sens.), Cocaina/Salina (Coc/Sal) y No Sensibilizados (No Sens.) que fueron
sacrificados 24hs después de la ultima inyeccion realizada en el dia 28 del tratamiento. Los
resultados se expresan como porcentajes de variacion en funcion del grupo Salina y las barras
representan la media + EEM. *Significativamente diferente del resto de los tratamientos,
p<0,05. ANOVA de una via, post test Bonferroni. (n=6-8 por grupo).
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Estos datos, junto con la disminucién observada en los niveles de Bcatenina en
los animales que expresaron sensibilizacion, plantearian una importante relacion entre
los cambios en los niveles de [catenina en el ED y la respuesta comportamental a
cocaina. En otras palabras, los resultados indicarian que, junto con las modificaciones
provocadas durante el desarrollo y luego de un periodo sin contacto con la droga, la
expresion de la sensibilizacion tendria lugar siempre y cuando el desafio con cocaina

pueda llevar los niveles de Bcatenina a valores menores que los del grupo Salina.

Evaluacion de los efectos de un pretratamiento sistémico con un activador de la via
canonica del Wnt (LiCl) durante el desarrollo de sensibilizacion en la respuesta a

largo plazo frente a cocaina.

El pretratamiento sistémico con un activador de la via candnica de Wnt blogquea
el desarrollo de sensibilizacion a cocaina restaurando los niveles de [catenina en
distintas areas del circuito de la motivacion. Para evaluar si estas modificaciones
permanecen en el tiempo dando lugar a efectos a largo plazo, se pretrataron animales
con LiCl (30 mg/Kg. i.p. 30 min antes de cada inyeccion de cocaina o salina); y, se
evaluaron las respuestas comportamentales del dia 1 y 7, como fuera previamente
descripto. Una vez finalizado este tratamiento los distintos grupos permanecieron tres
semanas en sus cajas hogar sin contacto con la droga. Luego, en el dia 28 se evaluo
nuevamente la respuesta motora ante una Gltima inyeccion de cocaina (15 mg/Kg i.p.) o
salina (1 ml/Kg i.p.). Todos los animales fueron sacrificados 24 hs luego de la dltima

inyeccion.

Estudios comportamentales

La Figura 42 muestra los resultados comportamentales obtenidos para los dias 1,
7'y 28 de animales que fueron pretratados con salina (Fig. 42 A) o LiCl (Fig. 42 B). En
la Figura 42 C se presentan los resultados de la actividad motora en el dia 28 de todo los

grupos evaluados.

88



Resultados

A) B)
12000+ 12000+
£ O Diat t £ O Diat
£ 10000 3 Dia7 T  E 1000003 pia7
o [=]
T 8000{®@ Dia28 S gooo{®m Dia28 ¢
I t 5
o 6000 S 6000
[ -
T 4000- T 4000 T
ke ke
£ 20004 2 2000 [j
o Q
< O'm T T T . 0- T T T
Pretratamiento I Ssling | I Lici |
Tratamiento I Salina T Coc i } Salina T Coc I
Desafio  |==23linay . _Coc 4 Salinay, Coc 4 jSalinay | _Coc | Salinay, Coc |
C) Dia 28
12000+ Tratamiento/Desafio
c
€ 10000- I 4 3 Salina/Salina
& 3 Cocaina/Salina
= 80004 * * . .
= 3 Salina/Cocaina
* r -
5 6000+ @ Cocaina/Cocaina
[l
T 40004
-
>
2 2000-
< [] []
0 T
Pretratamiento | Saling 1 Licl ]

Figura 42: Actividad locomotora total en los Dias 1, 7 y 28. A) Actividad locomotora total
registrada durante las 2 hs posteriores a la inyeccién en los dias 1, 7 y 28 de animales que
fueron pretratados con solucién salina, tratados con salina o cocaina y que recibieron un
desafio con salina o cocaina. B) Actividad locomotora total registrada durante las 2 hs
posteriores a la inyeccién en los dias 1, 7 y 28 de animales que fueron pretratados con LiCl,
tratados con salina o cocaina y que recibieron un desafio con salina o cocaina. C) Actividad
locomotora total registrada durante las 2 hs posteriores a la inyeccion en el dia 28 de animales
que fueron pretratados con salina o LiCl, tratados con salina o cocaina y que recibieron un
desafio con salina o cocaina (barras negras de los gréaficos Ay B). Los resultados se expresan
como la media + EEM. fSignificativamente diferente del resto de los dias en el grupo
correspondiente.*Significativamente  diferente de su respectivo Sal/Sal, p<0,001;
*Significativamente diferente de su respectivo Sal/Coc, p< 0,01; #Significativamente diferente
de Sal/Coc/Coc, p<0,05. ANOVA de dos vias para medidas repetidas, post test Bonferroni (A).
ANOVA de tres vias para medidas repetidas, post test LSD (B) (n=8 - 9 por grupo).

Un ANOVA de tres vias para medidas repetidas aplicado a los datos de las

Figuras 42 A y B revel6 una interaccion significativa entre los factores tiempo X

89



Resultados

pretratamiento x tratamiento x desafio [F(2,98)=4,268, p< 0,03], mientras que el analisis
post hoc de Bonferroni indicO que en los animales Sal/Sal/Coc y Sal/Coc/Coc
presentaron diferencias en la actividad cuando se compard el dia 28 con el resto de los
dias evaluado, mientras que el grupo Sal/Coc/Sal mostré diferencias significativas en el
dia 7 respecto del dia 1 y 28 (Fig 42 A). Por su parte, los animales LiCl/Sal/Coc y
LiCl/Coc/Sal revelaron diferencias significativas en la actividad del dia 28 en
comparacion con los dias 1y 7 (Fig. 42 B).

El andlisis de ANOVA de 3 vias aplicado a la Figura 42 C revelé un efecto
significativos del desafio [F(1,49)= 118,7, p<0,0001], del tratamiento [F(1,49)= 13,8,
p=0,001], asi como de la interaccidn pretratamiento x tratamiento x desafio [F(1,49)=
4,28 p= 0,044]. El analisis post hoc de LSD indicd que la actividad de los animales
Sal/Sal/Coc y Sal/Coc/Coc fue significativamente mayor a la de los animales
Sal/Sal/Sal, mientras que la de las ratas LiCl/Sal/Coc y LiCl/Coc/Coc también presentd
diferencias significativas respecto a la actividad de las LiCl/Sal/Sal. Finalmente, el
grupo Sal/Coc/Coc mostro diferencias significativas respecto a los grupos Sal/Sal/Coc y
LiCl/Coc/Coc.

Estos resultados indicarian que el pretratamiento con LiCl durante el desarrollo
tiene efectos a largo plazo en la respuesta locomotora a cocaina. Dado que, estos
animales son incapaces de expresar la sensibilizacion compartamental inducida por

cocaina.

Estudios moleculares

La Figura 43 muestra los resultados para los niveles de Bcatenina en el NAcc de
animales que recibieron el pretratamiento con salina o LiCl y que fueron sacificados 24
hs luego de la ultima inyeccion en el dia 28. El analisis de ANOVA de tres vias aplicado
a los datos de la figura reveld un efecto significativo tanto del pretratamiento [F(1,44)=
33,5, p<0,001] como del desafio [F(1,44)=6.301p<0.016]. El andlisis post hoc de LSD
mostrd que tanto el grupo sensibilizado (Sal/Coc/Coc), como los grupos pretratados con
LiCl (LiCl/Sal/Sal, LiCl/Sal/Coc, LiCl/Coc/Sal y LiCl/Coc/Coc) presentaron diferencias

significativas con el grupo control (Sal/Sal/Sal).
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Figura 43: Niveles de fcatenina en homogenados totales del NAcc de animales pretratados
con LiCl o salina durante el desarrollo de sensibilizacion. El grafico de barras muestra los
niveles de pScatenina en animales que recibieron salina o LiCl antes de salina o cocaina
durante el desarrollo y posteriormente fueron desafiados con salina o cocaina en el dia 28.
Todos los grupos fueron sacrificados 24hs después de la Gltima inyeccidn. Los resultados se
expresan como la media + EEM de los porcentajes de variacion en funcion del grupo
Salina/Salina/Salina. *Significativamente diferente de Salina/Salina/Salina, p<0.01. ANOVA de
tres via, post test LSD. (n=5-8 por grupo).

Esto resultados indicarian que el pretratamiento con LiCl durante el desarrollo
de la sensibilizacion tendria un efecto a largo plazo elevando los niveles de Pcatenina.
Este aumento podria impedir el cambio que se observa durante la expresion de la
sensibilizacion, sugiriendo que mas que el nivel de actividad en si, seria la modificacion
en la actividad de la via el evento crucial que permitiria que tenga lugar la respuesta

comportamental aumentada en presencia de la cocaina.
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El objetivo general del presente trabajo de tesis consistio en determinar el
posible rol de la via candnica de Wnt y sus efectores en las neuroadaptaciones
desencadenadas por la exposicion a cocaina durante la sensibilizacion comportamental.
Los principales hallazgos obtenidos fueron los siguientes: pudimos determinar que el
desarrollo de la sensibilizacion esta asociado con modificaciones a nivel del efector
final de la via canonica de Wnt, la Bcatenina, en areas del circuito de la motivacion tales
como la CPF, el ED y la Amig. Asi, en la CPF encontramos una disminucién en la
actividad de la via, la cual seria necesaria y suficiente para permitir el desarrollo de
sensibilizacion; mientras que, en el ED la disminucion en los niveles de Bcatenina seria
necesaria, pero no suficiente. Ademas, demostramos que el blogueo del desarrollo de
sensibilizacion inducido por un pretratamiento con un activador sistémico de la via (el
LiCl), esta asociado a un restablecimiento e los niveles de Pcatenina en todas las areas
estudiadas (CPF, Amig y ED) asi como en la fraccion nuclear de la CPF. Mas aln, se
determind que este restablecimiento en los niveles de [catenina produciria
modificaciones que tendrian efectos a largo plazo en la respuesta frente a un desafio con
cocaina. En el caso de la expresién de la sensibilizacion, los resultados obtenidos
también indicaron que existen modificaciones en la actividad de la via que se relacionan
directamente con las respuestas comportamentales. Por otro lado, se determino que
existe una relacion directa entre la activacion de la via candnica en el NAcc y la
expresion de la sensibilizacion, siendo ambos fendmenos dependientes del desafié con
cocaina. Finalmente, se determin6 que la modificacion en la actividad de la via en el ED
también seria de gran importancia durante esta etapa de la sensibilizacion. Es asi que en
conjunto, los resultados obtenidos en la presente tesis postularian que la via de
seflalizacion Wnt/PBcatenina tiene una importante participacion dentro de las
neuroadaptaciones necesarias para el desarrollo y la expresion de sensibilizacion
comportamental inducida por cocaina.

Por su parte, en los ultimos afios se ha observado que los factores de crecimiento
Wnt, ademas de participar durante el desarrollo embrionario, se expresan
persistentemente en el cerebro adulto en donde tendrian un rol activo en el
mantenimiento y la proteccién de las conexiones neuronales durante toda la adultez. A
su vez, se ha propuesto que ciertas enfermedades del SNC podrian estar relacionadas
con estos factores [157]. Particularmente, se determinO que varios efectores de la via
candnica de Wnt se encuentran modificados en desordenes como la esquizofrenia [7-

10]. Ademas, se ha determinado que la exposicion a distintas drogas que también
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involucran efectos sobre las vias dopaminérgicas mesocorticolimbicas, producen
modificaciones sobre distintas proteina implicadas en esta via de sefializacion [165-
167]. A pesar de esto, no se habia postulado ain una relacion directa entre las
modificaciones en las vias dopaminérgicas generadas por la adiccién a cocaina y la via
de senalizacion Wnt/Bcatenina.

El abuso de drogas es un fenédmeno cronico y duradero que tiene un alto impacto
tanto en la salud, como en el entorno de los individuos adictos, llevando a la
desintegracion familiar, a la violencia domestica, a la desercion escolar, a la
desocupacion, e incluso a la realizacion actos criminales [184]. A pesar de esto y de que
los mecanismos neurales que subyacen a la adicciébn han sido extensamente
investigados, son pocos los farmacos y/o tratamientos disponibles para hacer frente a la
dependencia de drogas, remarcando la importancia de continuar con las investigaciones
y los desarrollos en este area [11, 184].

Dentro de los modelos animales utilizados para el estudio del consumo repetido
de drogas, la sensibilizacion comportamental sigue siendo un modelo relativamente
simple y util para estudiar los cambios plasticos relevantes para la adiccion. Tal es asi
que las neuroadaptaciones que acompafian a la sensibilizacion motora se superponen
con aquellas relacionados con el aumento en la motivacion por la busqueda de la droga
[138]. Méas aun, los circuitos neurales, asi como los cambios neuroquimicos y
moleculares que subyacen a la sensibilizacion son similares a aquellos observados en la
recaida frente a los comportamientos de bdsqueda de la droga [11].

A través del impacto sobre del circuito de la motivacion, las drogas adictivas
modifican el desarrollo de estrategias dirigidas hacia estimulos bioldgicos en favor de
comportamientos que se orientan progresivamente a la busqueda y el consumo de droga
[70]. En el presente trabajo de tesis, se determind que el desarrollo de sensibilizacion
comportamental esta asociado con una disminucion en los niveles del efector final de la
via canodnica, la Pcatenina, en homogenados totales de areas pertenecientes a este
circuito de la motivacion como son la CPF, el ED y la Amig. Ademas, acompariando a
estos cambios, se observd un aumento en los niveles del la proteina GSK3[ activa
respecto al grupo control. Mas aun, encontramos que aquellos animales que no
mostraron el aumento en la actividad locomotora frente al tratamiento repetido con
cocaina (animales no sensibilizados) presentan niveles de Pcatenina semejantes a los
observados en el grupo control en todas las areas evaluadas, indicando que el desarrollo

de sensibilizacion estaria asociado con una reduccion en el efector final de la via.
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Asimismo, se determin6 que 24 hs luego de una inyeccion aguda de cocaina no se
observan modificaciones en los niveles de Bcatenina en ninguna de las areas evaluadas,
indicando que la disminucion en los niveles estaria directamente relacionada con el
desarrollo de sensibilizacion comportamental a cocaina.

Como fuera mencionado la CPF tiene una particular importancia durante esta
etapa de la sensibilizacion. Diversos estudios demostraron que animales con lesiones en
éste &rea no desarrollan la sensibilizacién a cocaina [90, 103, 104]; al mismo tiempo que
se demostro que la estimulacién eléctrica de la CPF es suficiente para inducirla [105].
En funcion de estos antecedentes se profundizo el estudio sobre las modificaciones de la
via canonica en éste area en particular. Los resultados mostraron que la reduccion en la
Bcatenina observada en los homogenados totales de los animales que desarrollaron la
sensibilizacion comportamental, seria consecuencia de una disminucién en los niveles
nucleares del efector final de la via. Mas adn, el analisis de la expresion del ARNm de
Axina2, un gen propuesto como indicador de la actividad de la via canonica [162], y del
ARNmM del Wnt7b indic6é una reduccion en comparacién con los animales controles.
Estas evidencias postularian que el desarrollo de sensibilizacién a cocaina involucraria
una reduccion en la actividad de la via canénica de Wnt en esta area en particular,
aunque sin dejar de depender de cambios en los niveles de Bcatenina del ED y la Amig.

Para profundizar en el andlisis sobre la importancia de las modificaciones en los
niveles de Bcatenina durante el desarrollo se trabajo con un activador de la via canonica
de Wnt como es el LiCl. Previamente Xu y col. [169] habian demostrado que el
pretratamiento sistémico con éste farmaco (100mg/kg) en ratas produce un bloqueo en
el desarrollo de la sensibilizacion. En el presente trabajo de tesis, encontramos que una
dosis de 30mg/kg de LiCl es suficiente para bloguear el desarrollo de sensibilizacion.
Mas aun, demostramos que este efecto del LiCl estd asociado no solo con un
restablecimiento en los niveles de Pcatenina en los homogenados totales de todas
aquellas areas evaluadas, sino también con un restablecimiento de los niveles en la
fraccion nuclear de la CPF. Estos hallazgos confirmarian que la disminucién en los
niveles de Pcatenina es una modificacion necesaria para el desarrollo de la
sensibilizacion a cocaina.

Habiendo determinado que la disminucion en los niveles de Pcatenina en areas
del circuito de la motivacién es necesaria para el desarrollo de la sensibilizacion, se
procedié establecer la importancia de este cambio en ciertas areas del circuito.

Concretamente se realizd una intervencion farmacoldgica con un inhibidor de la via
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canodnica del Wnt, el Sulindac, administrado directamente en la CPF o en el ED. Los
resultados obtenidos mostraron que el pretratamiento con Sulindac en la CPF exacerba
el desarrollo de la sensibilizacion comportamental a cocaina, mientras que en el ED no
produce efecto. El andlisis molecular mostré que los niveles de Pcatenina se
encontraban significativamente disminuidos especificamente en las areas donde el
Sulindac fue infundido. Esto nos permite sugerir que las modificaciones en la CPF
serian tanto necesarias como suficientes para el desarrollo de la sensibilizacion. En tanto
que, los cambios en el ED serian necesarios es decir, que acompafiarian al resto de las
modificaciones observadas. Estudios futuros deberdn realizarse para determinar la
importancia para el desarrollo de sensibilizacion de los cambios observados en la Amig.

En conjunto estos resultados postularian, por primera vez la participacién de la
via canonica de Wnt en el desarrollo de la sensibilizacion. Dado que las evidencias
existentes evaluaron los niveles de actividad de GSK3p luego de la administracion de
cocaina pero no lo relacionaron con su funcion como efector de la via candnica. Asi, en
la linea de nuestros resultados, Miller y col. (2009; 2014) demostraron que en ratones
sacrificados 30 minutos luego de una inyeccién aguda de cocaina la actividad de la
GSK3p esta aumentada en el ED [168, 185], lo que podria dar lugar a una disminucion
en los niveles de Pcatenina que no fue medida en dichos trabajos. En tanto que, la
actividad en la CPF y en el NAcc no presentd modificaciones [185]. Por otro lado, un
aumento en la actividad de la GSK3p en el NAcc core fue observado por Kim y col.
(2013) en ratas sacrificadas 60 minutos luego de una inyeccion aguda [171]; y, por Xu'y
col. (2009), en animales que desarrollaron sensibilizacion a cocaina y fueron
sacrificados 24 hs luego [169]. El hecho de que nuestros resultados no mostraran
modificaciones en el NAcc puede explicarse teniendo en cuenta que, en todos los casos,
la diseccion realizada del NAcc incluyé tanto el core como el shell. Esta diferencia en la
extraccion del area podria ser responsable de que no haya sido detectado el efecto que el
aumento en la actividad de la GSK3p tendria sobre los niveles de Bcatenina. En lineas
generales, estos trabajos previos muestran un aumento de actividad de GSK3f
sugiriendo una disminucion en los niveles de [Pcatenina. La originalidad de los
resultados aqui presentados estaria en el establecimiento de una relacién entre esos
cambios, la actividad de la via candnica de Wnt y las neuroadaptaciones necesarias para
la induccion del desarrollo de sensibilizacion.

Si bien en este trabajo de tesis demostramos que la disminucion en la actividad

de la via canonica seria una neuroadaptacion indispensable para el desarrollo de
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sensibilizacion, aun no estaria claro cual seria el mecanismo molecular implicado.
Evidencias previas involucrarian tanto a la transmision dopaminérgica como a los D;R.
Especificamente, la administracion cronica de anfetamina produce una disminucion en
los niveles de Bcatenina en el ATV, mientras que el tratamiento con antagonistas de los
DR (drogas antipsicoticas) produce el efecto opuesto tanto en el ATV como en la CPF
y el ED [165, 166]. Ademas, recientemente se ha demostrado que los D2R interaccionan
con la Bcatenina mediante sus dominios intracelulares impidiendo que ingrese al nicleo
y active la transcripcion de sus genes blanco [186]. Mas aun, se ha determinado que los
antipsicoticos producen un aumento en los niveles de Dvl-3 que lleva a un incremento
en los niveles de Pcatenina en el ATV y en la CPF [166, 167] y que este efecto estaria
mediado por los autoreceptores D, [167, 187]. Coincidentemente, resultados obtenidos
en el presente trabajo de tesis revelaron que el Sulindac, un inhibidor de la via candnica
de Wnt que actla a nivel de Dvl impidiendo su activacién, administrado directamente
en la CPF facilita el desarrollo de sensibilizacion, a la vez que produce una disminucion
en los niveles de Bcatenina.

Durante el desarrollo de la sensibilizacion la CPF juega un importante rol y una
de las principales neuroadaptaciones asociadas a éste area es la disminucion en la
funcion de los receptores D, [110, 112, 113], que seria la responsable de la pérdida del
control excitatorio de las proyecciones glutamatérgicas que van hacia el NAcc y el ATV
[114]. Es posible que la pérdida de funcionalidad de los autoreceptores D, esté asociada
con la disminucion en la actividad de la via canonica de Wnt que se produce por el
tratamiento crénico con cocaina y podria originarse a nivel de Dvl o incluso corriente
arriba. Avalando esta hipotesis, recientemente fue demostrado que Dvl es un importante
regulador del acoplamiento de los receptores Fz con su correspondiente proteina Ga;.
Puntualmente se observé que en células en cultivo, tanto el silenciamiento como la
sobreexpresion de Dvl-3 impacta fuertemente sobre la eficiencia de la sefializacion
desencadenada por la activacion de Fz6 y mediada por la proteina Ga;, postulando que
en condiciones normales los niveles de Dvl estan estrictamente regulados [188].
Teniendo en cuenta que esta regulacion no esta relacionada al dominio de union a Fz
[188], y que Dvl también interacciona con los D,R [167], es posible que el desarrollo de
sensibilizacion a cocaina produzca una modificacion en los niveles de Dvl, y que este
cambio sea el responsable de la menor funcionalidad observada en los D;R.

Por otro lado, corriente arriba de Dvl, la actividad de la via esta regulada
mediante los niveles extracelulares de los distintos factores Wnt y de diversas proteinas
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que acttan como inhibidores fisiologicos. Sin bien nuestros resultados muestran una
disminucion en la expresion del ARNm de Wnt7b en la CPF de los animales que
desarrollaron la sensibilizacién, apuntando a que modificaciones en la sintesis de los
factores Wnt controlarian la actividad de la via corriente arriba de Dvl; también existen
evidencias que sugeririan un rol importante de Dickkopf-1(un inhibidor fisioldgico de la
via Wnt/Bcatenina [189]). En relacion a esto, ha sido demostrado que en ratones adultos
la induccion en la expresion de Dickkopf-1 en el estriado provoca una disminucion en la
transmision dopaminérgica mediada por los D;R y los D;R, sin modificaciones en los
niveles totales de estas proteina [190]. Ademas, un estudio preliminar realizado en
individuos con psicosis que consumen drogas adictivas encontrd niveles de Dickkopf-1
en suero significativamente aumentados en comparacion con pacientes con psicosis que
no consumen drogas o con pacientes controles, postulando una relacion entre el
consumo de drogas y el incremento en los niveles de de Dickkopf-1 [191]. En otras
palabras, es posible que la disminucion en la funcionalidad de los D2R se genere por un
cambio en los niveles de Dickkopf-1 provocado por el tratamiento con cocaina.

Si bien nuestros resultados en el ED indican modificaciones en los efectores de
la via canonica que coincidirian con observaciones previas [168, 185] la participacion
de la via canonica de Wnt en esta area no es clara. A diferencia de lo observado en la
CPF, la determinacion de los niveles nucleares de Pcatenina en el ED no mostro
diferencias al comparar los animales controles con aquellos que desarrollaron
sensibilizacion, indicando que esta disminucion podria no estar directamente
relacionada con la actividad de la via candnica de Wnt. Més aun, si bien el tratamiento
intra-ED con Sulindac reduce los niveles totales de Bcatenina, esta disminucién no es
suficiente para provocar el desarrollo de sensibilizacion a cocaina. A pesar de esto, los
niveles del efector final en aquellos animales que no desarrollaron la sensibilizacion
fueron semejantes a los del grupo control, sugiriendo entonces que la disminucién en los
niveles de Pcatenina estaria relacionada con el desarrollo de la sensibilizacion, pero no
seria suficiente para inducirla. EI mecanismo implicado en estos cambios también
podria involucrar a los D;R, pero de una forma independiente de AMPc y de Dvl.
Recientemente se ha observado que los receptores de DA pueden ejercer sus efectos a
través de vias de sefializacion alternativas, como la que involucra a la proteina
multifuncional Parrestina 2 [192, 193]. Esta proteina es generalmente reclutada hacia
receptores asociados a proteina G que se encuentran activados/fosforilados y, ademas de
participar en otras funciones, puede actuar como proteina de anclaje de otras quinasas y
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fosfatasas formando un complejo que regula vias independientes de proteina G, como es
la via Akt/GSK3 [192, 193]. Se ha reportado que luego de la estimulacion de los D3R,
se produce la inhibicion de la proteina Akt, la consecuente activacion de la GSK3 y a la
modulacion de los niveles de Pcatenina [171]. ES asi que, teniendo en cuenta la alta
densidad de expresion de los autorreceptores del tipo D, presentes particularmente en el
ED [194], es probable que la disminucion en los niveles de fcatenina esté asociada a la
activacion de este mecanismo. Mas aun, debido a que el desarrollo de sensibilizacion
estaria acompafiado por un incremento en la liberacion de DA en el ED [85], esto podria
explicar la mayor reducciéon que se observa en los niveles de Pcatenina luego del
desarrollo de sensibilizacion en comparacion con el tratamiento agudo e incluso podria
estar relacionado, al menos en parte, con la observacion de que en los animales no
sensibilizados no presentan cambios a nivel del efector final en los homogenados
totales. El analisis de los niveles de PBcatenina en las fracciones de membrana podria
ayudar también a determinar el origen de la disminucion en los niveles totales de este
efector que se observa en los homogenados totales.

Respecto a las modificaciones observadas en la Amig, al igual que para el caso
del ED, la disminucion en los niveles de Pcatenina pareceria ser necesaria para el
desarrollo de la sensibilizacion. Sin embargo, no es claro hasta el momento si estos
cambios serian suficientes para desatar el fenébmeno comportamental. Méas aun, teniendo
en cuenta los resultados obtenidos para el ED, los datos recabados en los distintos
experimentos no serian suficientes para confirmar la participacion de la via canonica de
Whnt en esta &rea durante el desarrollo de sensibilizacion. Dentro de las evidencias
relevantes encontradas que involucran cambios en este area, podemos citar que en ratas
sometidas a un esquema de condicionamiento por el sitio asociado con la droga o CPP
(del inglés, conditioned place preference), la reactivacion de la memoria de recompensa
asociada a la cocaina estd relacionada con un aumento en la actividad de la GSK3p, y
que la inhibicion de la actividad de esta quinasa de forma sistémica (con LiCl) o area
especifica (con SB216763) impide la reconsolidacion de este tipo de memorias [190].
Por consiguiente, es probable que las modificaciones observadas en los niveles de
Bcatenina en la Amig de animales sometidos al tratamiento repetido, ademas de
acompariar al desarrollo de la sensibilizacion, tengan un rol relacionado a mecanismos
involucrados en la memoria, procesos altamente ligado al fenémeno de la adiccion [50].

En resumen, el desarrollo de la sensibilizacion estaria asociado con una

disminucién en los niveles de Pcatenina en areas pertenecientes al circuito de la
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motivacion, y su restablecimiento llevaria al bloqueo del fendmeno comportamental.
Dentro de las areas estudiadas, encontramos que la disminucion en la actividad de la via
candnica en la CPF tendria un rol fundamental dentro de las neuroadaptaciones que dan
lugar al desarrollo de sensibilizacion y podria estar relacionada con las modificaciones
que se producen en los D,R durante esta etapa. La participacion de estos receptores
también influiria en los cambios observados en el ED, en donde encontramos que si
bien la reduccién en los niveles de Bcatenina estaria relacionada con la sensibilizacion,
no seria de por si suficiente para influir en la respuesta frente a un tratamiento cronico.
Respecto a la Amig, los resultados obtenidos no permiten afirmar con certeza una
participacién de la via durante el desarrollo de la sensibilizacion, planteando la
necesidad de continuar con los estudios para esclarecer si la via canénica de Wnt se
encuentra involucrada en esta area.

Todas estas modificaciones mencionadas darian lugar a los cambios que se
producen a largo plazo en el sistema mesocorticolimbico luego de cesado el tratamiento
y durante el periodo en que los animales permanecen sin contacto con la droga, y que
dan lugar, frente a un nuevo desafio con la droga, a la expresion de la sensibilizacién
[63].

Nuestros resultados mostraron que junto con la expresion de la sensibilizacion,
los niveles de Pcatenina se encuentran disminuidos en los homogenados totales
obtenidos a partir del ED y aumentados en los homogenados totales del NAcc, tanto en
los animales sacrificados a 3 como a 24 hs luego de recibida la Gltima inyeccion del
tratamiento. En tanto que en la CPF no se encontraron diferencias significativas frente a
ningun tratamiento ni periodo de sacrificio.

La expresion de la sensibilizacion ha mostrado depender de cambios en la
funcién neuronal generados fundamentalmente en el NAcc, y el analisis de la actividad
de la via canonica pareceria estar en consonancia con esta participacion. Los analisis
moleculares mostraron que aquellos animales que expresaron la sensibilizacion
presentan junto al aumento en los niveles de Bcatenina, una disminucion en la actividad
de la quinasa GSK3p. Més aun, a través de la evaluacion de subfracciones celulares se
pudo determinar que el cambio de Pcatenina se produce también a nivel nuclear,
postulando que la expresion de la sensibilizacion se da asociada a un aumento en la
actividad de la via candnica de Wnt.

Como fuera mencionado en la introduccién, los animales que desarrollan

sensibilizacion muestran un cambio bidireccional en la plasticidad de los receptores

100



Discusion

ionotropicos de Glu del tipo AMPA en el NAcc. Luego de 3 semanas de abstinencia, la
expresion en la superficie de este tipo de receptores se encuentra incrementada. El
desafio con cocaina revierte este aumento superficial de los receptores AMPA, llevando
a una disminucion en las subunidades que componen este receptores 24 hs luego de la
inyeccion, a su vez que se observa una disminucion en la relacion AMPA/NMDA. Estas
modificaciones que se producen en el NAcc se darian solo en aquellos animales que
expresaron la sensibilizacion y requeririan de la presencia de la cocaina [135, 136, 195].
De forma similar, nuestros resultados indican que el aumento en los niveles de
Bcatenina en el NAcc estd ligado tanto a la expresion de la sensibilizacion, como al
desafio con la cocaina. Al mismo tiempo, recientemente Peng y col [196] mostraron que
la sobreexpresion de una isoforma completa de la Pcatenina resistente a la degradacion
desencadenada por la GSK3p en células postsinapticas de cultivos neuronales, lleva a
una disminucién en la densidad de los receptores AMPA presentes en la superficie
sindptica y a un aumento en la relacion NMDA/AMPA.. Es decir, que en conjunto con
estas evidencias, nuestros resultados permitirian postular que es el incremento en los
niveles de PBcatenina que se produce en los animales que expresan la sensibilizacion el
responsable de mediar los cambios plasticos en la neurotransmision glutamatérgica que
se producen durante esta etapa de la sensibilizacion. Respecto al mecanismo
relacionado, es posible que los receptores del tipo D1, y consecuentemente las NEMs
del NAcc que expresan este tipo de receptores, estén involucrados. Se ha reportado que
el tratamiento con agonistas de los D;R produce la inhibicion de la actividad de la
GSK3p tanto en células neuronales en cultivo, como en el hipocampo y la corteza de
conejos tratados de forma sistémica [197, 198]. Teniendo en cuenta que luego de un
periodo de abstinencia de un tratamiento repetido con cocaina los receptores Dy del
NAcc presentan una supersensibilidad [101, 128, 129] y que el desafio con la droga
lleva a un aumento exacerbado en la liberacion de DA en este area [120, 121], es
posible que la activacion de estos receptores provoque la acumulacion de Peatenina a
través de la inhibicion de la GSK3p. Acompaiando a estas modificaciones, influirian
también cambios asociados con la neurotransmision glutamatérgica. A este respecto,
Sutton y Rushlow [199] demostraron que el tratamiento con agonistas de los receptores
mGIuRy3 involucra la activacion de la via de Wnt, y a la estabilizacion de la Bcatenina
[199] y, dado que, como fuera previamente mencionado, la expresion de la

sensibilizacion estaria asociada a un incremento en la liberacién de Glu producido por el
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desafio con la droga [117], este mecanismo también podria estar participando del
aumento en los niveles de Pcatenina.

Con respecto al ED, encontramos que el desafio con cocaina provoca una
disminucion en los niveles de Bcatenina respecto del grupo control en aquellos animales
que expresan la sensibilizacion; en tanto que los animales que no la expresan, muestran
niveles semejantes a los del grupo control. Por otro lado, la evaluacion realizada luego de
tres semanas sin contacto con la droga, mostré que los niveles del efector final de la via
se encuentran significativamente aumentados respecto de los controles. Si bien
resultados preliminares, no mostrados en la presente tesis, indicarian que la actividad de
la GSK3p se encuentra aumentada como no fue realizada la evaluacion de Bcatenina en
la fraccion nuclear, no podemos confirmar que los cambios hallados en éste area estén
directamente relacionados con la actividad de la via candnica de Wnt. No obstante esto,
los resultados sugeririan que para que se produzca la expresion de la sensibilizacion la
inyeccidn de cocaina debe producir una disminucién de la Bcatenina a niveles menores
que aquellos observados en los animales controles y/o en los animales que no expresan
la sensibilizacion. Con respecto a los mecanismos involucrados, al igual que durante el
desarrollo de la sensibilizacion, la transmisién dopaminérgica y los receptores del tipo
D, podrian mediar estos cambios. Se ha observado que tanto en adictos como en
animales expuestos de forma repetida a la cocaina se produce una disminucion de los
D2R que se mantiene por varios meses luego de finalizada la exposicion [200]. Por tanto,
teniendo en cuenta que la activacion de los D,R lleva a la degradacion de la Beatenina
[171], la reduccion en los niveles de estos receptores podria permitir que se produzca una
mayor acumulacion de Bcatenina en los animales que permanecieron sin contacto con la
droga durante 21 dias (grupo Coc/Sal) respecto del grupo control. Al mismo tiempo, la
capacidad del desafio con cocaina de disminuir los niveles de Pcatenina por debajo del
grupo control podrian estar relacionada con las modificaciones que se producen sobre
este sistema y que llevan a los animales a expresar la sensibilizacidn; cambios que
estarian ausentes o no serian suficientes para mostrar el aumento en la actividad
locomotora en los individuos no sensibilizados.

En conjunto, los resultados obtenidos durante la expresion de la sensibilizacion
postularian que la via candnica de Wnt participa también en esta etapa, mostrando
modificaciones que se relacionan directamente con los cambios plasticos que se dan
luego de la expresion de la sensibilizacion y en las areas cerebrales previamente

relacionadas con este periodo.
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Como ya fuera mencionado, la expresion de la sensibilizacion dependeria de las
alteraciones neuronales duraderas que se originan en el desarrollo y luego de un periodo
de abstinencia [63]. Es por ello que evaluamos si el bloqueo de la sensibilizacion logrado
al restablecer de los niveles de Bcatenina mediante un tratamiento con un activador de la
via como es el LiCl, produce modificaciones a largo plazo en la respuesta frente a un
desafio con cocaina. Comportamentalmente encontramos que los animales pretratados
con LiCl durante el desarrollo muestran, frente al desafio con cocaina en el dia 28, una
respuesta comparable a una inyeccién aguda, postulando que la activacion de la via
candnica tiene un efecto a largo plazo sobre la respuesta comportamental a cocaina. La
evaluacion de los niveles de Bcatenina en el NAcc de los animales sacrificados 24 hs
luego de la dltima inyeccidn reveld que en todos los grupos pretratados con LiCl
(LiCl/Sal/Sal, LiCl/Sal/Coc, LIiCl/Coc/Sal y LiCl/Coc/Coc) muestran niveles de
Bcatenina comparable a los observados en animales que expresan la sensibilizacion
(grupo Sal/Coc/Coc). Estos resultados permiten sugerir, por un lado, que la modificacion
mediante un tratamiento sistémico en la actividad de la via candnica durante el desarrollo
de sensibilizacién tiene un efecto tanto a corto como a largo plazo en las
neuroadaptaciones generadas por el tratamiento con la cocaina, y por el otro, que los
niveles de Bcatenina en si mismos no mediarian la respuesta comportamental, sino que la
expresion de la sensibilizacion se relacionaria con la capacidad del desafio con cocaina
de producir un cambio en los niveles de este efector de la via en el NAcc. En relacién a
esto ya ha sido demostrado que no serian los niveles absolutos de Pcatenina, sino la
magnitud de cambio en esta proteina el que mediaria la respuesta y las modificaciones
transcripcionales asociadas a la sefializacion de los factores Wnt [159, 201], indicando
nuevamente la existencia de una relacién entre la via canénica de Wnt y la

sensibilizacion comportamental a cocaina.
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Conclusion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis indicarian un nuevo rol
para la via candnica de Wnt durante la sensibilizacion comportamental a cocaina

permitiendo concluir que:

e el desarrollo de sensibilizacion esta asociado con una disminucion en los
niveles de Pcatenina en distintas areas del circuito de la motivacion,

e que la inhibicion de la via canonica en la CPF es tanto necesaria como
suficiente para permitir el desarrollo de la sensibilizacion,

o la expresion de la sensibilizacion esta asociada a modificaciones a nivel de la
Bcatenina en el NAcc y el ED,

e la activacion del a via canonica de Wnt en el NAcc esta asociada con la
expresion, y

e que la activacién farmacoldgica de la via candnica de Wnt, y el consecuente
restablecimiento de los niveles de Pcatenina, durante el desarrollo de la
sensibilizacion llevaria a cambios plasticos duraderos que impedirian que se
den las modificaciones necesarias para que, frente a un nuevo contacto con la

droga, se observe una respuesta comportamental aumentada.

La adiccion a cocaina continta siendo un problema que afecta a la sociedad en su
totalidad, asi como también lo es la falta de un tratamiento farmacoldgico o terapéutico
efectivo. Es por esto que el conocimiento los mecanismos responsables de las
neuroadaptaciones a largo plazo producidos por las drogas y que dan lugar tanto a la
adiccion como a la alta tasa de reincidencia, continda siendo de gran interés. Los
resultados obtenidos en la presente tesis aportan las primeras evidencias concretas sobre
la participacion de la via Wnt/Bcatenina dentro de los cambios plasticos que se producen
y dan lugar a la sensibilizacion comportamental a cocaina. Méas aun, la intervencion
farmacologica de la actividad de la via mostrd efectos tanto en el corto como en el largo
plazo sobre la respuesta a la cocaina, proponiendo a la via candénica de Wnt como un
posible blanco de accidn para el desarrollo de nuevos tratamientos que permitan obtener

mejores resultados frente al problema de la adiccion.
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