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Introducciéon

1. Adiccion

1.1. Definiciéon de adiccion

En la dltima edicion de DSM-IV (Manual diagnoéstico y estadistico de los
trastornos mentales de la Asociacién Psiquiatrica de Estados Unidos) los términos
dependencia y adiccién se utilizan de manera indistinta. En la presente Tesis
Doctoral se usaran ambos vocablos siguiendo la terminologia de dicho manual.

Tres tipos de consumo de drogas han sido definidos: (1) ocasional, controlado o
uso social, (2) abuso o uso perjudicial y (3) adiccién a una sustancia. Las actuales
investigaciones se focalizan en entender los cambios celulares y moleculares que
median la transiciéon desde un uso ocasional a la pérdida de control sobre la
btisqueda y toma de una droga que caracteriza a la drogadiccion (Koob y Le Moal,
1997).

La adiccion se define como un trastorno crénico y recidivante de la conducta
que se caracteriza por (1) la busqueda y consumo compulsivo de la droga, (2)
pérdida del control para limitar el consumo a pesar de las consecuencias negativas
para el sujeto y (3) aparicion de un estado emocional negativo (disforia,
irritabilidad, ansiedad) cuando no se tiene acceso a la droga que lleva a la recaida
repetitiva en el consumo incluso tras largos periodos de abstinencia (Koob y Le
Moal, 1997).

La adiccién conlleva a la necesidad imperiosa o compulsiva de consumir una
droga para experimentar la sensacién de placer y euforia derivada de su uso
(refuerzo positivo). Por tanto, las drogas producen adiccion reforzando la conducta
asociada a su uso, y este efecto reforzante positivo se considera basico para el inicio
de la adiccion a cualquier sustancia. Este refuerzo de la conducta se basa en un
aprendizaje tanto pauloviano como instrumental, y los estimulos asociados al
consumo juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la conducta. Por
otra parte, el cese del consumo de la droga induce un estado de abstinencia que se
caracteriza por sintomas emocionales que pueden ir acompafiados de alteraciones
fisicas de duracién variable. Evitar las consecuencias negativas de la abstinencia es
otra causa de busqueda y recaida en el consumo de la droga (refuerzo negativo).

De hecho, este proceso se considera de gran importancia para el mantenimiento del
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proceso adictivo. Segun el DSM-IV, para diagnosticar la dependencia a una
sustancia deben darse al menos tres de los siguientes criterios:
1. Sintomas de tolerancia (disminucién progresiva de los efectos).
2. Sintomas de abstinencia.
3. Consumo de una sustancia en mayores cantidades o durante
periodos de tiempo mas largos de lo previsto.
4. Deseo persistente o intentos fallidos de reducir o controlar el
consumo.
5. Emplear una cantidad de tiempo considerable intentando conseguir
la sustancia.
6. La reduccion de actividades sociales, laborales, o de ocio
importantes debido al consumo de la droga.
7. Consumo continuado de la sustancia a pesar de los problemas de

salud, sociales o econdmicos que genera su toma.

1.2. Factores que influyen en el abuso y dependencia de drogas

Las investigaciones enfocadas en determinar los factores involucrados en la
adiccion a las drogas postulan que la iniciacién al abuso de drogas se asocia a
factores ambientales y sociales, mientras que el paso del abuso a la adiccién esta
mas relacionado con factores genéticos y disfunciones neurobioldgicas (Glanzt y
Pickens, 1992). Los principales factores que favorecen el consumo de drogas se
clasifican en: (1) factores biolégicos, (2) factores ambientales y (3) factores

relacionados con las propiedades farmacolégicas de las drogas.

1.2.1. Factores bioldgicos

1.2.1.1. Edad de comienzo

Se ha postulado que el consumo de drogas durante la adolescencia aumenta de
forma significativa la vulnerabilidad al desarrollo de la adiccién en etapas adultas.
Asi, en el caso de la adiccion al tabaco, personas que fumaron su primer cigarrillo
entre los 14-16 afios de edad son 1.6 veces mas vulnerables para el desarrollo de
una dependencia frente a aquellos que comenzaron a fumar a una edad mas tardia

(Breslau y cols., 1993). También la edad de comienzo influye en la cantidad de afios
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expuestos al consumo de tabaco (Escobedo y cols., 1993), en la probabilidad de
deshabituarse (Ershler y cols., 1989) y en la cantidad de cigarrillos fumados por dia
(Everett y cols., 1999).

1.2.1.2. Factores genéticos y epigenéticos

Muiltiples estudios han descrito la asociacion de determinados polimorfismos o
caracteristicas genéticas con una mayor incidencia al desarrollo de un proceso
adictivo (Ugedo y Ruiz, 2000). El ejemplo mas clasico es el polimorfismo en el gen
de la enzima alcohol-deshidrogenada ADH1B (comtinmente llamado ADH2) y en
el gen de la enzima aldehido-deshidrogenada ALDH2, ambos encontrados casi
exclusivamente en la poblacién asiatica. Asi, una isoforma con actividad reducida
de la enzima ADH2 se asocia a un consumo excesivo de alcohol, mientras que la
variante inactiva de la ALDH2 se relaciona con un menor consumo del mismo
(Wall y cols., 2007). Otros polimorfismos relacionados con las drogodependencias
son los encontrados en el sistema dopaminérgico. La presencia del alelo Al del
polimorfismo Taql del receptor dopaminérgico D2 estd asociado con la
dependencia de nicotina (Li, 2006). En relacién también a ésta, encontramos que el
polimorfismo en el receptor opioide p, A118G OPRMI, esta implicado en el
consumo de tabaco, las recaidas e incluso en la eficacia de las terapias de
reemplazo nicotinica (Li, 2006; Munafo y cols., 2007). Por otro lado, una variante
genética en el receptor cannabinoide CB1 esta asociado con la adiccion a diversas
drogas como el alcohol y la nicotina (Chen y cols., 2008). Estudios clinicos
realizados en gemelos monocigoticos han permitido estimar que entre el 40% y el
60% de la vulnerabilidad al abuso de drogas puede ser atribuible a factores
genéticos. Es sabido que los hijos de padres alcohélicos tienen una mayor
probabilidad de ser también alcohélicos, incluso en el caso de haber sido
adoptados y criados por padres no adictos (Cami y Farre, 2003). Por lo tanto, la
existencia de factores genéticos no implica que una dependencia sea un trastorno
hereditario sino que diversos rasgos heredables como son la sensibilidad a una
sustancia, el metabolismo particular de la droga o la preferencia por una sustancia
especifica, son factores de riesgo o de proteccion frente a una determinada adicciéon
(Ugedo y Ruiz, 2000). Ademas de estas alteraciones bioldgicas, se ha descrito la
existencia de una clara contribucién de los factores ambientales sobre la genética

de los individuos. Por ejemplo, la dieta alimentaria de un individuo puede
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contener inductores o inhibidores del citocromo que metaboliza a la nicotina, el
CYP2A6, pudiendo modificar el patron de consumo de la droga (Wall y cols.,
2007).

1.2.1.3. Trastornos psiquidtricos y de personalidad

Los trastornos psiquidtricos y de personalidad son factores condicionantes en
la adiccién a las drogas. Rasgos de la personalidad y del temperamento como la
desinhibicion, el gusto por el riesgo o la basqueda de nuevas experiencias
favorecen el consumo de drogas. Trastornos psiquidtricos tales como la
esquizofrenia, la ansiedad, el trastorno bipolar, la depresion y el trastorno de falta
de atencion e hiperactividad, se consideran igualmente como factores de riesgo a
sufrir una adiccién (Cami y Farre, 2003). Desde la perspectiva de cormobilidad
psiquiatrica, una hipétesis ha considerado la drogadiccién como un intento de
“automedicar” ese estado afectivo perturbado (Khantzian, 1985) (Hipdtesis de la
automedicacion). Segun esta particular hipotesis, este supuesto “autotratamiento”
parece ser droga-especifica, de tal forma que los individuos tienen un uso
preferencial por aquella droga que se ajusta mas al trastorno que padecen. Asi, los
adictos a la cocaina buscan en ella aumentar su grado de autoestima, tener una
mayor tolerancia a la frustraciéon y menos sentimientos de aburrimiento y vacio.
Las carencias de un individuo en areas de su funcionamiento vital (vida afectiva,
autoestima, relaciones y autocuidado) podrian explicar la posible vulnerabilidad
de estos individuos al efecto de una determinada droga. Sin embargo, es evidente
que no todas las personas con problemas psicolégicos o personales se inician en el
mundo de la adiccion. Ademas, la hipétesis de la automedicacion es hoy en dia
muy criticada y no resuelve la gran paradoja de que a la larga el consumo de una
droga puede perpetuar el problema que inicialmente indujo al consumo de la

misma (Koob y Le Moal, 2006).

1.2.1.4. Diferencias de género

Aunque no es considerado como un factor causal ni de riesgo en la adiccién a
las drogas, es una variable que puede modificar el patrén de consumo de una
sustancia. Las diferencias existentes entre géneros en la adiccion son muy similares
en todas las drogas de abuso, con pequenas diferencias entre algunas de ellas.

Segun el Plan Nacional sobre Drogas (2006-2007) no hay variaciones significativas
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de la edad de inicio en el consumo por sexo (DGPNSD, 2006). Sin embargo, las
mujeres buscan terapia para dejar de consumir drogas antes que los hombres
(Becker y Hu, 2008). Aunque el sexo femenino comienza consumiendo menor
cantidad de droga, la evolucién de este consumo se realiza més rapidamente
llegando a ser dependiente de una sustancia antes que los hombres (Becker y Hu,
2008). Asimismo, las mujeres suelen presentar mas problemas para dejar de
consumir una droga y recaen con mayor probabilidad tras un periodo de
abstinencia (Becker y Hu, 2008; Pauly, 2008). Con respecto a las propiedades
reforzantes de las drogas, se ha sugerido que las mujeres son menos sensibles a los
efectos reforzantes de la nicotina pero mas vulnerables a los factores no nicotinicos

de la adiccién al tabaco (Perkins y cols., 2006).

1.2.2. Factores ambientales

El fenémeno de las drogas ha experimentado en los tltimos afios un profundo
proceso de transformacion, en paralelo a la evolucion de las sociedades
desarrolladas. En estas sociedades, actualmente, las drogas estdn vinculadas a la
cultura del ocio, a diferencia de lo que sucedia en los afios 80, cuando el consumo
de drogas, fundamentalmente de heroina, estaba asociado a la marginalidad y a la
delincuencia. La heroina ha sido sustituida por sustancias como el cannabis, la
cocaina o el éxtasis, combinadas entre si o0 mezcladas con alcohol y tabaco. Este
cambio de las sustancias también ha ido acompafiado de nuevos patrones de
consumo. Estamos ante consumidores cada vez mds jovenes, perfectamente
integrados en la sociedad, que consumen con fines recreativos y socializantes. Uno
de los primeros elementos de riesgo es la propia presencia de las drogas en el
entorno, es decir, su accesibilidad, su visibilidad y su disponibilidad. La existencia
de un entorno social donde el trafico de sustancias sea visible facilita el acceso de
los menores al consumo. Algunos valores como vivir al dia y la busqueda de placer
a toda costa, prevalentes en la sociedad actual, suponen un factor adicional de
riesgo. El consumo de drogas por parte de los padres, o situaciones de
conflictividad familiar, donde la ausencia de habilidades educativas estd presente,
pueden ser elementos que favorezcan el consumo de drogas en los hijos. Ademas,
la necesidad de sentirse integrado en el grupo y la falta de habilidades para resistir

a las presiones de los amigos, son algunos de los elementos que favorecen la
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experimentacion con las drogas. La disponibilidad econémica y la ausencia de

normas se han mostrado también como factores de riesgo (DGPNSD, 2007).

1.2.3. Propiedades farmacoldgicas de las drogas

Las propiedades farmacolégicas de las drogas se han dividido clasicamente en
propiedades farmacodindmicas y farmacocinéticas.

-Propiedades farmacodinamicas: Las propiedades intrinsecas del compuesto
son factores importantes para determinar el potencial de adiccién de una droga.
Asi, las propiedades reforzantes de las drogas van a ser factores determinantes de
la posibilidad de abuso, la cual aumenta en el caso de las sustancias mas
euforizantes tales como la cocaina.

-Propiedades farmacocinéticas: Algunas caracteristicas como la rapidez y la
intensidad con la que comienzan los efectos farmacoldgicos de una droga
aumentan el potencial de abuso de la misma. En este sentido, una mayor
liposolubilidad aumenta el paso a través de la barrera hematoencefalica. En
general, las vias de administracion que permiten la llegada rapida de la sustancia
al cerebro favorecen al potencial adictivo de la misma. Por ejemplo, el tabaco
consumido en forma de cigarrillo, en comparacion con el tabaco de mascar,
favorece que la nicotina llegue mas facilmente al cerebro aumentando su potencial
adictivo. Por otro lado, si una sustancia se elimina rdpidamente o sus efectos
desaparecen bruscamente, la abstinencia se manifiesta de manera mas rapida, lo
cual obligard a una administracion més repetida. Es el caso de la heroina que posee
una semivida corta y, por tanto, produce sintomas de abstinencia més abruptos e
intensos que la metadona la cual posee una semivida larga (Bafios y Farre, 2002;

Cami y Farre, 2003).

1.3. Modelos experimentales para el estudio de la adiccion

A pesar de que no existe ningtin modelo animal que explique por completo el
proceso adictivo tal y como se desarrolla en humanos, los modelos que a
continuaciéon describimos son vélidos para investigar acerca de los elementos

especificos que forman parte de dicho proceso.
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1.3.1. Condicionamiento espacial

Este modelo consta de al menos dos compartimentos neutros, pero diferentes
entre si, que los animales deben explorar. Tras el condicionamiento con la droga, al
animal se le ofrece la oportunidad de elegir entre los dos compartimentos. El
tiempo que el animal pasa en el compartimento asociado a la droga es un indice
indirecto del valor reforzante de dicha droga. El animal expresara preferencia por
aquel contexto donde ha experimentado un refuerzo positivo (preferencia de plaza
condicionada) y evitard aquel contexto que le induzca un estado aversivo (aversion
de plaza condicionada). Asi, este modelo nos proporciona una herramienta de gran
interés para evaluar el condicionamiento que ejerce una droga reforzante y nos da
informacion indirecta sobre los posibles efectos placenteros o disféricos inducidos

por las mismas (Carboni y Vacca, 2003).

Droga Salino

Condicionamiento Medicién

Figura 1. Modelo de condicionamiento espacial para el estudio de los efectos reforzantes
de una droga.

1.3.2. Autoadministracion intravenosa (condicionamiento operante)

La base fundamental de este paradigma es la nocién de contingencia entre la
respuesta que se solicita al animal (accionar una palanca, introducir el hocico en un
agujero) y el refuerzo que recibe como consecuencia de la misma. Este método es
una variacion de la original “caja de Skinner” donde hay dos manipulandos (p.e.:
palanca u orificio) de tal forma que la respuesta en el manipulando activo conduce
de manera directa a la liberacion de una infusién intravenosa de droga (refuerzo),
y la respuesta en el manipulando inactivo no tiene ninguna consecuencia. De este

modo cuando una situacion reforzante (los efectos de la droga) es contingente con
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una respuesta, la probabilidad de que aparezca dicha conducta aumenta (Skiner,
1938). Mediante este paradigma podemos determinar la motivacién que manifiesta
un animal por la droga utilizando los protocolos de razén progresiva. Estos
protocolos consisten en aumentar progresivamente en una misma sesioén el nimero
de respuestas requeridas para la obtencién de cada infusion. Este paradigma no
s6lo nos permite evaluar la eficacia reforzante de una droga y la motivacién que
siente el animal por ella, sino también los diferentes procesos implicados en la
conducta adictiva como son la adquisicién, el mantenimiento, la extincién y la

recaida.

[Bomba de infusion J Ordenador

o

Agujeros

\}.

Figura 2. Modelo de autoadministracion intravenosa para el estudio de los efectos
reforzantes de una droga.

1.3.3. Autoestimulacion intracraneal (condicionamiento operante)

La autoestimulacién intracraneal (AEIC) es una técnica que consiste en
observar la conducta derivada de aplicar una estimulacién eléctrica a través de
unos electrodos que han sido implantados en estructuras cerebrales especificas. El
animal realiza una conducta operante (girar una rueda, accionar una palanca) para
recibir la estimulacién eléctrica alli donde el electrodo ha sido implantado. Asi,
cuando dicha estimulacién provoca un efecto positivo o placentero, la probabilidad
de realizar una conducta operante aumenta. El nivel més bajo requerido para
motivar al animal a que realice la conducta operante asociada a la estimulaciéon
eléctrica es el “umbral de autoestimulaciéon” (figura 3). La AEIC en el haz
prosencefalico medial activa de forma directa los circuitos neuronales relacionados

con los refuerzos naturales (p.e.: comida, agua, sexo) y con las drogas de abuso.
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Por tanto, mediante este procedimiento podemos evaluar los efectos reforzantes de
las drogas. Un tratamiento con drogas de abuso disminuye el umbral de
autoestimulacion lo que implica un aumento del estado hedénico del animal que
demuestra las propiedades reforzantes de la droga. Cuando el tratamiento es
cronico el “umbral de placer” se modifica reflejando un cambio en el punto de
equilibrio hedénico (Ahmed y Koob, 1998). La AEIC es utilizada también para
evaluar la abstinencia emocional negativa de una droga de abuso. Asi, cuando el
animal siente los efectos disféricos de un estado de abstinencia de drogas, el
umbral de placer aumenta progresivamente, se elevan los umbrales de AEIC, lo
que se corresponde con una disminucién del estado hedénico del animal (Koob y
Le Moal, 2006). Por lo tanto este paradigma, al igual que el modelo de
autoadministracién intravenosa, es un procedimiento valido para predecir el

potencial de abuso de las droga en humanos (Kornetsky y Bain, 1992).

Corriente eléctrica

#TLa presion de la

z palanca  activa  al
4 estimulador
- — o

P TR

Palanca

Estimulador

Figura 3. Modelo de autoestimulacion intracraneal para el estudio de los efectos
reforzantes de una droga.

1.4. Fases de la adiccion

A continuacién se resumirdn las caracteristicas generales de las diferentes fases
que constituyen el proceso adictivo. Se han estipulado cuatro grandes fases de este
proceso: estado de consumo agudo, estado de consumo crénico, abstinencia aguda

y abstinencia a largo plazo (Nestler y Aghajanian, 1997).
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1.4.1. Consumo agudo: efectos reforzantes

El consumo agudo se refiere a los primeros contactos con la droga, a través de
los cuales se establece el conocimiento de sus efectos placenteros y el aprendizaje
tendente a su consumo. Aunque las drogas adictivas presentan una gran
diversidad respecto a sus mecanismos de accién, todas ellas tienen en comdn que
son capaces de producir efectos reforzantes. Dichos efectos son debidos a la
activacion de la via mesocorticolimbica dopaminérgica, la cual constituye el
sistema de refuerzo del organismo y es critica en la iniciacién del proceso de
adicciéon. Los cuerpos neuronales de esta via cerebral estan presentes en el drea
tegmental ventral (ATV) proyectando a centros limbicos y corticales tales como el
ndcleo accumbens (Nac), la amigdala incluyendo las estructuras de la amigdala
extendida y la corteza prefrontal, entre otros. Su activaciéon durante el consumo
agudo induce el incremento en la tasa de liberacién de dopamina (DA) en el Nac,
aumento que se ha relacionado con los efectos reforzantes inducidos por todas las
drogas de abuso (Pontieri y cols., 1996).

Aunque el sistema de transmision dopaminérgico es esencial en la mediaciéon
del efecto reforzante, no es el tinico implicado en dicho efecto. Asi, se ha observado
que tanto el sistema endocannabinoide como el opioide endégeno participan
modulando el efecto reforzante primario de las drogas de abuso. En el apartado
3.1.2.2 de esta introduccién explicaremos el mecanismo por el cual el sistema
opioide endégeno modula los efectos reforzantes de las drogas de abuso. Estudios
focalizados en el sistema endocannabinoide han demostrado que este sistema
endogeno regula los efectos reforzantes primarios de drogas como los
cannabinoides, los opioides, la nicotina y el alcohol. Sin embargo, no participa de
manera directa en los efectos reforzantes primarios de los psicoestimulantes. El
origen de esta diferencia radica en los diferentes mecanismos de accién de dichas
drogas. Asi, para que se produzca la liberacion de endocannabinoides y su
consiguiente unién a los receptores CB1 es necesaria la despolarizacion de las
neuronas dopaminérgicas. Los receptores CB1 se expresan en los terminales
presinapticos de las neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas del ATV
modulando la activacién de la neurona dopaminérgica que proyecta al Nac.
Drogas tales como opidceos, nicotina, cannabinoides o alcohol acttan en el ATV

despolarizando las neuronas dopaminérgicas. Sin embargo, los psicoestimulantes
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actaan directamente en la recaptacion de DA en el Nac sin interferir en la

activacion de los receptores CB1 a nivel del ATV (Maldonado y cols., 2006).

Ol Dopamina
O Péptidos opioides
1 nAChRs

Figura 4. Circuito neuronal del sistema de refuerzo cerebral. Lineas de puntos indican las
aferencias limbicas al Nac. Lineas azules representan eferencias desde el Nac. Lineas rojas
muestran las proyecciones dopaminérgicas del sistema dopaminérgico mesolimbico-cortical.
Lineas verdes indican neuronas que contienen péptidos opioides. Estos incluyen el circuito
local de las encefalinas (segmentos cortos) y el circuito de la f-endorfina del cerebro medio-
hipotalamico (segmento largo). Sombras azules indican la distribucion de los receptores
GABAa. Estructuras amarillas representan los nAChRs supuestamente localizados en
neuronas dopaminérgicas y neuronas que contienen péptidos opioides. Abreviaturas: ARC:
niicleo arcuato; CER: cerebelo; DMT: tilamo dorso-medial; IC: coliculo inferior; Nac:
Niicleo accumbens; SNr: sustancia negra pars reticulata; VP: palido ventral; VTA: drea
tegmental ventral (modificado de Nestler, 2001).

Por dltimo, otro sistema relacionado con el efecto reforzante agudo de las
drogas de abuso es el circuito del estrés. La administracion aguda de drogas
estimula el eje hipotdlamo-hipofisario adrenal aumentando los niveles de
corticoesteroides circulantes (Wilkins y cols., 1982; Sarnyai y cols., 2001). Se ha
postulado que el estrés puede facilitar la toma inicial de las drogas, quizés por el
aumento de las propiedades reforzantes de las mismas asociado al incremento de
la tasa de liberaciéon de DA en el Nac (Piazza y Le, 1998). Ademds, como se

describirda més adelante, el estrés juega un papel fundamental en la fase de

abstinencia y en la recaida al proceso adictivo.
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1.4.2. Consumo cronico

Durante el consumo crénico tienen lugar fenémenos plasticos en el cerebro
debidos a una reaccién del organismo para adaptarse a la presencia de la droga
con el objeto de retomar la homeostasis o equilibrio organico fundamental para la
vida.

La via mesocorticolimbica dopaminérgica participa a nivel fisiologico en la
creacion de habitos de conducta tras reforzadores naturales como son la comida, la
ingesta hidrica o el sexo modulando el circuito cortico-estriado-palidal donde se
generan los patrones motores. Este circuito incluye la corteza prefrontal, Nac,
estriado dorsal y globo palido (figura 5) (Koob y Le Moal, 2006). Como hemos
comentado anteriormente, la administraciéon aguda de drogas aumenta los niveles
de DA en los centros de las vias que nacen en el ATV. Sin embargo, cuando la
administracion de la droga se convierte en crénica aparecen fendémenos de
plasticidad sindptica en las neuronas dopaminérgicas tanto del estriado dorsal
como ventral. En estas dreas se producen fenémenos de potenciacion a largo plazo
y depresion a largo plazo relacionados con el aprendizaje motor y que podrian
consolidar los habitos motores patolégicos (Hyman y Malenka, 2001; Mansvelder y

McGehee, 2002)..
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Figura 5. Representacion esquemadtica de los sistemas de transmision implicados en la via
cortico-estriato-palidal. Lineas rojas muestran proyecciones glutamatérgicas; Lineas verdes
muestran proyecciones GABAérgicas; Lineas azules revelan proyecciones dopaminérgicas.
GP: globo pilido; STN: niicleo sub-taldmico; VTA: drea tegmental ventral; SN: sustancia
negra (modificado de Gerdeman y cols., 2003).
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Estos procesos de plasticidad sinaptica son considerados como un paso inicial
fundamental en la adiccion (Everitt y Wolf, 2002) ya que contribuyen al deseo, el
consumo y la bisqueda de la droga (Hyman y Malenka, 2001).

Aparte de los fenémenos de plasticidad sinaptica, las drogas producen una
sefial dopaminérgica excesiva y distorsionada en la corteza prefrontal, mas
concretamente en la region orbito-frontal, zona donde se integra la informacién
emocional y motivacional. Se ha hipotetizado que esta distorsién producida por las
drogas modifica el control de los comportamientos produciendo adaptaciones
patolégicas como la sobrevaloracion del valor de las drogas frente a otros
estimulos. Se ha observado en animales de experimentacién que la destruccion de
la corteza prefrontal facilita la bisqueda compulsiva de la droga (Weissenborn y
cols., 1997). Ademas, en adictos a la cocaina y anfetaminas existe una hipoactividad
prefrontocortical (Volkow y Fowler, 2000). Por lo tanto, la corteza prefrontal juega
un papel decisivo tanto en la formacién de habitos patolégicos en el adicto, debido
a una interaccion con el estriado dorsal que generaria hébitos de consumo
anoémalos, como en el mantenimiento de los mismos. (Kalivas y cols., 2005; Hyman
y cols., 2006).

Dos fendmenos son comunes al consumo crénico de una droga: fendmenos de
sensibilizacion 'y fendmenos de tolerancia. La sensibilizacion hace referencia al
progresivo aumento en la respuesta comportamental que induce una droga tras su
administracién crénica mientras que la tolerancia es la pérdida de efecto que se
produce cuando la droga se administra de manera crénica. La aparicién de uno u
otro fendmeno dependera del efecto farmacoloégico analizado asi como del régimen
de administracién. Si una droga se administra intermitentemente, sera el fenémeno
de sensibilizacién el mas comun, mientras que si se administra de manera continua

predomina el fenémeno de tolerancia (Dougherty, Jr. y Ellinwood, Jr., 1981).

1.4.2.1. Fenomenos de Sensibilizacion

El fenémeno de sensibilizacion se define como un incremento progresivo de los
efectos conductuales y de recompensa de una droga (sensibilizacion conductual) tras
el consumo crénico de la misma (Kolta y cols., 1985; Kalivas y Duffy, 1993; De
Vries y cols.,, 1998). Aparte del proceso de sensibilizacion conductual, hay un

fenémeno paralelo a este, la sensibilizacion dopaminérgica, que no es mas que el
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incremento de la liberaciéon de DA en el Nac tras el consumo repetido de una droga
(Shippenberg y Elmer, 1998; Di Chiara y cols., 1999).

El efecto farmacolégico més estudiado en animales de experimentacién para
demostrar el fendmeno de sensibilizacion es la respuesta locomotora (sensibilizacion
psicomotora) (Itzhak y Martin, 1999). Esta sensibilizacion psicomotora ha sido
demostrada con drogas tales como los psicoestimulantes (Dougherty, Jr. y
Ellinwood, Jr., 1981; Hyman y cols., 2006), los opidceos (Vezina y cols., 1987), la
nicotina (Yoo y cols., 2004) y el THC (Rubino y cols.,, 2001). Como hemos
comentado anteriormente, animales sensibilizados a los efectos locomotores
también se encuentran sensibilizados a los efectos de recompensa y placenteros de
las drogas. Dado el cardcter persistente de estos fendmenos, se plantea un
paralelismo entre la sensibilizacién conductual, los cambios neuroadaptativos en el
sistema mesolimbico dopaminérgico y el deseo persistente hacia la droga (craving)
que se desarrolla durante la abstinencia y que perdura incluso durante afios tras la
misma (Vanderschuren y cols., 1999). Teorias como la propuesta por Robinson y
Berridge (1993) (ver apartado 1.5.1) sugieren que la sensibilizacién es un paso
fundamental hacia la adiccion y la recaida debido a que la sensibilizacién
neuroquimica aumenta de manera selectiva la busqueda de la droga o “wanting”.
Ademas, los estimulos asociados con el consumo de la droga, los cuales
representan un factor importante en los procesos de recaida, también pueden sufrir
un proceso de sensibilizacion. Por lo tanto, a través de un modelo de
sensibilizacién psicomotora se podria valorar de manera indirecta la capacidad de

la droga para producir abuso y recaida tras un periodo de abstinencia.

1.4.2.2. Fenomenos de Tolerancia

La tolerancia se define como el aumento de la dosis de la droga necesario para
mantener un efecto estable e igual al inicial (Nestler y Aghajanian, 1997). Existen
dos tipos de tolerancia: (1) farmacocinética y (2) farmacodindmica. La tolerancia
farmacocinética es debida a una reducciéon de la cantidad de la droga en el
organismo como consecuencia de una modificacion de su metabolismo. La
tolerancia farmacodinamica es debida a una disminucién de la cantidad de
receptores o de la sensibilidad de los mismos. También esta tolerancia se puede
producir como consecuencia de la activacion de sistemas bioldgicos que se oponen

a las acciones farmacolégicas de la droga. Aunque el metabolismo de la droga
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puede estar modificado en animales tolerantes, la tolerancia farmacodindmica
durante los procesos adictivos es més frecuente (Koob y Le Moal, 2006).

En relaciéon al proceso adictivo, se considera que la tolerancia es una
consecuencia directa de los intentos del organismo para compensar la inusual
condicién de presencia continua de la droga. Este proceso de tolerancia puede
jugar un papel en el desarrollo y mantenimiento de la dependencia de drogas de
abuso. El fenémeno de tolerancia se puede desarrollar para determinados efectos
especificos de una droga y no tiene por qué afectar a todas las respuestas
farmacolégicas inducidas por la misma. Los mecanismos neurobioldgicos
responsables de la tolerancia son complejos y diferentes en funcion del tipo de
droga. Asi, este fendmeno se ha estudiado fundamentalmente para el caso de los
opioides, cannabinoides y nicotina.

El fenémeno de tolerancia comienza con una desensibilizacién de los receptores, ya
sean receptores acoplados a proteinas G o receptores ionotrépicos, debido a su
constante activacion por los agonistas. Esta desensibilizacion del receptor provoca
un mecanismo compensatorio que puede dar lugar a variaciones del nimero de los
mismos ensamblados en la membrana plasmatica. Dependiendo del tipo de
receptor que se trate y de los agonistas que induzcan su activaciéon tendremos
diferencias en las variaciones en la densidad del receptor. Por ejemplo, si el
agonista es la nicotina, los receptores nicotinicos (nAChRs) incrementaran su
nimero para compensar el estado desensibilizado del receptor (ver apartado
2.3.5.2.2). Sin embargo, si son agonistas cannabinoides u opioides se producird una
disminucién en el namero de los receptores. En el caso de la administracion de
opidceos, el orden por el cual ocurre una bajada del nimero de los receptores es el
siguiente: desacoplamiento a las proteinas G, internalizaciéon de los receptores a
través de la actuacion de las B-arrestinas y disminucion del nimero de receptores
ensamblados en la membrana plasmaética (Koch y Hollt, 2008). Por otro lado, la
tolerancia a opidceos y cannabinoides también se caracteriza por alteraciones en los
mecanismos de transduccién de sefiales. De esta forma, la administracién aguda de
estas drogas disminuye la concentracién de adenosina-5-aminofosfato ciclico
(AMPc). Sin embargo, tras la administracion repetida, la actividad de la
adenilciclasa, de la proteina quinasa A (PKA) o de otros componentes de la via de
sefializacion se incrementa de manera progresiva y, como consecuencia, van

aumentando también de forma progresiva las concentraciones intracelulares de
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AMPc. Cuando cesa la administracién del agonista o se administra un antagonista
de los receptores metabotrépicos se produce un efecto de rebote y aumentan de
manera importante las concentraciones del AMPc incrementdndose la excitabilidad

de las neuronas.

1.4.3. Abstinencia aguda

El sindrome de abstinencia se define como el conjunto de signos y sintomas
que aparecen como consecuencia de la supresion o reduccién del consumo de una
droga y que son caracteristicos de cada tipo de droga. Estos sintomas se alivian al
volver a consumir la droga. El sindrome de abstinencia consta de dos
componentes, uno fisico y otro emocional, aunque no todas las drogas son capaces
de generar un cuadro de dependencia fisica. Este es el caso de la dependencia de
psicoestimulantes en el que se genera un sindrome de naturaleza psiquica muy
importante sin expresion de signos somaticos. La gravedad del sindrome de
abstinencia fisica depende del tipo de droga. De esta forma, el sindrome de
abstinencia de opidceos y de alcohol es muy destacado, mientras que las
manifestaciones fisicas de la abstinencia de nicotina son més leves.

La cuantificacion de la sintomatologia fisica caracteristica de un sindrome de
abstinencia se puede determinar en animales de experimentaciéon mediante la
aplicacion de un tratamiento crénico de la droga y la posterior induccién de la
abstinencia tras la inyeccién de un antagonista de los receptores en los que actta la
misma. Existen escalas de puntuacion para la cuantificaciéon del sindrome de
abstinencia de opidceos (Maldonado y cols., 1997), nicotina (Castafé y cols., 2002),
alcohol (Macey y cols., 1996) y cannabinoides (Hutcheson y cols., 1998). Como
hemos comentado en el apartado de consumo cronico, los cambios neuroadaptativos
derivados de un tratamiento continuo con la droga son los que inducen la
dependencia de dicha sustancia. Asi, la hiperactividad neuronal producida por un
aumento del AMPc en el locus coeruleus y en la sustancia gris periacueductal es la
responsable de la sintomatologia fisica de la abstinencia de opidceos, mientras que
la inducida en el cerebelo la responsable de la abstinencia de cannabinoides
(Romero y cols., 1999; Liu y Anand, 2001; Nestler, 2004; Castafié y cols., 2004).

El componente emocional negativo asociado a la abstinencia es mas importante

que los aspectos somaticos de la misma de cara al mantenimiento del proceso
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adictivo (Markou y cols., 1998). Dicho componente puede ser analizado en el
animal de experimentacién mediante un modelo de condicionamiento espacial o
bien mediante la AEIC (ver apartado 1.3.3). La disminucion del interés hacia los
estimulos reforzantes (anhedonia) constituye uno de los principales sintomas
afectivos asociados con la abstinencia de las drogas de abuso. Al mismo tiempo, se
manifiestan sintomas tales como ansiedad, irritabilidad y depresién (Asociaciéon
Americana de Psiquiatria, 1994). Esta sintomatologia emocional negativa es
consecuencia de las alteraciones en la actividad neuronal del sistema limbico
producidas durante la abstinencia a las drogas. Asi, uno de los cambios maés
importantes producidos durante esta fase es la disminucién de la liberacién de DA
extracelular en areas como el Nac, el nucleo central de la amigdala y la corteza
prefrontal (Hughes y cols., 1991; Bassareo y cols., 1995; Hildebrand y cols., 1998;
Hildebrand y cols., 1999). La menor actividad dopaminérgica en el Nac se ha
relacionado con la disforia que caracteriza a esta etapa de la adiccién. En el caso de
drogas como los opidceos y cannabinoides esta reduccién en el contenido de DA es
consecuencia de la hiperactividad neuronal producida por el aumento del AMPc
anteriormente comentada (Nestler, 2004). Se ha postulado también que la
disminucién de DA en el Nac puede ser debida a un aumento de la actividad del
sistema x/dinorfina sobre los terminales dopaminérgicos del Nac que proceden
del ATV (Nestler, 2001). Ademas de la disminucién en la transmisién de DA en el
Nac y en la corteza prefrontal, se ha observado una reduccion de esta amina en el
nuicleo central de la amigdala. Esta reduccién podria estar relacionada con el
aumento de la ansiedad asociado a la abstinencia (Kenny y Markou, 2001).

Los sintomas afectivos negativos de la abstinencia como la ansiedad, depresién,
irritabilidad o impulsividad también se han relacionado con alteraciones en el
sistema mediador del estrés del organismo (Koob y Le Moal, 2006). Asi, se ha
comprobado la existencia de un aumento del factor de liberacién de corticotropina
(CRF) en el sistema limbico, mas concretamente en el ntcleo central de la

amigdala, durante la abstinencia a todas las drogas de abuso (Sarnyai y cols., 2001).

1.4.4. Abstinencia a largo plazo: Recaida al proceso adictivo

Tras la superaciéon de la fase aguda de abstinencia, comienza una fase

asintomética de abstinencia a largo plazo. Durante dicha fase tienen lugar dos
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fenémenos que suelen originar la recaida de un namero importante de sujetos en el
consumo de la droga: el “deseo intenso” por el consumo de la droga (craving en
inglés) y la “abstinencia condicionada”, periodo durante el cual aparece una
sintomatologia abstinente derivada de estimulos desencadenantes que ha
continuacion se detallan.

El restablecimiento de una conducta extinguida previamente, asociada al
consumo de la droga, refleja la cronicidad del fenémeno adictivo. Tres son los
estimulos que se han postulado como los causantes de provocar recaida en
humanos y que también son utilizados en los modelos de experimentacién animal:
el nuevo contacto con la droga, la presentacién de estimulos asociados a la toma de
droga y el estrés. Las bases neurobioldgicas de este fendmeno no se conocen con
exactitud aunque se relacionan con los procesos de sensibilizaciéon y plasticidad

sindptica producidos tras el consumo crénico de la droga.

1.4.4.1. Recaida por nuevo contacto con la droga

Estudios con animales que se autoadministran psicoestimulantes (Soria y cols.,
2008), opidceos (Spano y cols., 2007), alcohol (Le y cols.,, 1998) y nicotina
(Chiamulera y cols., 1996) han demostrado la existencia de una recaida en la
busqueda de la droga, después de un periodo de extincion de esta respuesta, tras la
administracion sistémica o intracerebral de la droga. Ademds, muchos otros
estudios han demostrado una “recaida-cruzada” tras la inyeccion de drogas
diferentes de aquellas que se autoadministran los animales (Davis y Smith, 1976;
De Vries y cols., 1999), aunque la restauraciéon de la basqueda de la droga fue
menos efectiva en algunos de estos estudios (Gerber y Stretch, 1975). Asi, tanto el
alcohol como el agonista cannabinoide WIN 55,212-2 son capaces de inducir
recaida en la bisqueda de nicotina en roedores (Biala y Budzynska, 2008).

Este tipo de recaida parece ser debida a una nueva activaciéon del sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico que imita la activacién ocurrida en el consumo
agudo de la droga (Shalev y cols., 2002). Se ha estipulado que la activacion de la via
dopaminérgica desde el Nac a la corteza prefrontal y de la via glutamatérgica
desde la corteza prefrontal al Nac son las mas importantes en mediar este tipo de
recaida (Kalivas y O'Brien, 2008). Ademas, se ha demostrado que la inhibicién de la

liberaciéon de DA a nivel cortical, inhibe la liberaciéon de glutamato en el Nac y la
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consiguiente recaida por nuevo contacto con la droga (McFarland y cols., 2003;

McFarland y cols., 2004).

1.4.4.2. Recaida por estimulos asociados al consumo de la droga

Estudios en humanos (Carter y Tiffany, 1999; Waters y cols., 2003; Payne y
cols., 2006) y en el animal de experimentacién (Liu y cols., 2006; Dravolina y cols.,
2007) ponen de manifiesto las propiedades de los estimulos condicionados para
inducir un deseo intenso por la droga y provocar recaidas en la bisqueda de la
misma. Este tipo de recaida es debido a que estimulos ambientales, que de manera
inicial carecen de valor motivacional, cuando se asocian de manera repetida con
reforzadores primarios adquieren propiedades reforzantes por si mismos mediante
un proceso de aprendizaje clasico (McFarland y Ettenberg, 1997; Deroche-Gamonet
y cols., 2004). Se ha postulado que estos refuerzos condicionados tienen la
capacidad de inducir un estado subjetivo que contribuye al deseo por la droga y a
la recaida. Un estimulo predictivo de la droga puede ser una sefial de
disponibilidad de la misma, y por tanto proporciona una motivacioén especial para
comenzar un comportamiento que permita llegar a un contacto directo con la
droga (Meyer y Mirin, 1979).

En modelos animales, los estimulos mas utilizados son la luz o un tono sonoro
que aparecen de manera contingente con la administracién de la droga (cues). Dos
hechos son importantes con el objeto de que la eficacia sobre la recaida por parte
de estos estimulos aumente: en primer lugar, la presencia de dos estimulos (tono y
luz a la vez) es més efectiva en la induccién de la recaida que la presencia de sélo
uno de ellos. En segundo lugar, los estimulos deben ser presentados de manera
contingente (Shalev y cols., 2002). En general, podemos diferenciar dos clases
distintos de estimulos ambientales asociados a la recaida en la bisqueda de la
droga en el animal de experimentacion: los estimulos discriminativos y los
estimulos contextuales. Entre los primeros se incluyen la luz y el tono sonoro que
aparecen de forma contingente con la infusién de la droga, mientras que los
segundos incluyen el lugar donde el animal recibe la droga, en este caso la caja de
autoadministracién. Esta distincion es importante ya que estudios previos indican
que los circuitos neuronales que median los efectos comportamentales asociados a

ambos tipos de estimulos son diferentes (Shalev y cols., 2002).
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Al igual que ocurre en la recaida por contacto con la droga, los estimulos
asociados al consumo de la misma inducen la activacién de la corteza prefrontal
(Goldstein y Volkow, 2002; Brody y cols., 2002). Ademés de este area, la amigdala
basolateral y la cubierta (shell) del Nac también estan involucradas en este tipo de
recaida (Balfour, 2004; McClernon y cols., 2007). En el estriado dorsal, la
transmisiéon dopaminérgica y glutamatérgica son esenciales para que los estimulos
asociados a la toma de la droga induzcan una recaida, al menos para drogas como
la cocaina (Vanderschuren y cols., 2005). Dentro de la transmisién dopaminérgica,
los receptores D3 se han involucrado recientemente en la mediacion de este tipo de

recaida (Fagerstrom y Balfour, 2006).

1.4.4.3. Recaida por estrés

Una situacion de estrés causa recaida tanto en humanos (Sinha y cols., 2000)
como en animales entrenados a autoadministrarse diferentes drogas de abuso
(heroina, cocaina, nicotina o alcohol) (Shalev y cols., 2002). Se han empleado
diferentes metodologias para inducir recaida de la bisqueda de la droga por estrés
en modelos animales. Asi, la aplicacion de una descarga eléctrica en las patas del
animal, la deprivaciéon de comida o la administracién de CRF o yohimbina
constituyen los métodos mas cominmente utilizados (Shalev y cols., 2002; Epstein
y cols., 2006).

Se han sugerido varias hipétesis acerca de las causas por las que el estrés
induce la recaida. La primera sugiere que el CRF liberado a causa del estrés activa
la via mesocorticolimbica dopaminérgica imitando el efecto reforzante agudo de
una droga y produciendo el restablecimiento de la btsqueda de la misma
(Robinson y Berridge, 1993; Shaham y Stewart, 1995). Una segunda hipotesis
sugiere que una situacion de estrés induce un estado emocional negativo similar al
estado de abstinencia aguda de una droga (Whitehead, 1974).

Al igual que en el restablecimiento de la busqueda de la droga por re-
exposicién a la misma, las proyecciones dopaminérgicas y glutamatérgicas del Nac
y la corteza prefrontal parecen mediar este fenémeno (Shalev y cols., 2002;
McFarland y cols.,, 2003; McFarland y cols.,, 2004). Otra &rea intimamente
relacionada con este tipo de recaida es la amigdala extendida (Shalev y cols., 2002;
Kalivas y Volkow, 2005), més concretamente la activacién de los receptores CRF1 a

nivel del ndcleo de la estria terminal (Shalev y cols., 2002). En este tipo de recaida
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también se ha observado la participacion de las neuronas noradrenérgicas centrales
puesto que su activacién parece necesaria para que se produzca el fendmeno de

recaida inducido por estrés (Shalev y cols., 2002).

1.5. Teorias de la adicciéon

La adiccién ha sido abordada por la literatura cientifica desde multiples puntos
de vista incluyendo tanto los aspectos psicologicos como biolégicos. Diversas
teorias han sido postuladas con el objeto de explicar los mecanismos que conducen
al inicio y mantenimiento de la adiccién. En este apartado tnicamente se detallan
dos de las principales teorias neurobiolégicas de la adicciéon: la teoria de la
sensibilizacion del incentivo (Robinson y Berridge, 1993) y la teoria motivacional
de la adiccién (Koob y Le Moal, 1997). Como explicaremos a continuacién, dichas
teorias no son excluyentes ya que la motivaciéon que induce al consumo de una
droga es un hecho comun en ambas teorias. Sin embargo, el tipo de refuerzo que

conduce a este consumo difiere significativamente entre ellas.

1.5.1. Teoria de la sensibilizacion del incentivo (Robinson y Berridge, 1993)

El término “sensibilizacion” es utilizado en farmacologia para expresar el
aumento del efecto de una droga tras su administracion repetida (ver apartado
1.4.2.1). La exposicion repetida a las drogas de abuso provoca un aumento
progresivo y duradero de determinados efectos conductuales de dichas drogas.
Diversos estudios han demostrado este proceso evaluando los efectos
psicomotores de las drogas de abuso, tales como su capacidad de aumentar la
actividad locomotora, el comportamiento rotacional o comportamientos de tipo
estereotipia (Robinson y Berridge, 1993). Estos hallazgos han sido relacionados con
el proceso adictivo, ya que los sustratos neuronales que median los efectos
psicomotores de las drogas se solapan con los sustratos neuronales responsables de
las propiedades reforzantes de las mismas (Wise y Bozarth, 1987). El sustrato
neuronal referido es el sistema dopaminérgico mesolimbico, especialmente las
proyecciones dopaminérgicas del ATV hacia el NAc. Esta teoria separa en dos
conceptos la asociacion entre el valor incentivo de la droga (“wanting”) y el efecto

placentero o hedoénico (“liking”). Durante la administracion repetida de la droga,
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se observa el fenémeno de sensibilizaciéon a determinadas acciones farmacolégicas.
En el animal de experimentacion, este fenémeno se manifiesta sobretodo por un
incremento progresivo de los efectos hiperlocomotores de la droga. La
sensibilizacion ha sido interpretada como una manifestacion del incremento
progresivo del estado de expectacion a los efectos producidos por la droga, que
ocurre tras su administracion repetida en humanos (“wanting”) (Robinson y
Berridge, 1993). Asi pues, los efectos placenteros subjetivos (“liking”) no parecen
estar sensibilizados durante la adicciéon. Al contrario, el componente de la adiccién
sujeto a la sensibilizacién y mediado por la dopamina es la motivacién por la droga
per se (“wanting”), también llamada “saliencia incentiva”. Sin embargo, estudios
animales también han demostrado una sensibilizacién a los efectos de recompensa
y placenteros de las drogas de abuso (De Vries y cols.,, 1998). El mecanismo
cerebral implicado en conceder propiedades motivacionales a los estimulos
asociados al consumo de las drogas de abuso llega a estar hipersensibilizado. Esta
hipersensibilizaciéon produce deseo patoldégico, o “craving”, y conduce a una
bisqueda y comportamiento compulsivo del consumo de la droga. La continuada
sensibilizacion de este sistema provoca en udltima instancia que los adictos sean

muy vulnerables a los fenémenos de recaida.

1.5.2. Teoria motivacional de la adiccién: neuroadaptacion y alostasis (Koob y

Le Moal, 1997)

Una de las teorfas mas aceptadas en la actualidad para explicar el proceso de
inicio y mantenimiento de la adicciéon a las drogas de abuso es la teoria de la
espiral de desregulacion del sistema de recompensa cerebral (figura 7) (Koob y Le
Moal, 1997). Esta teoria propone el desarrollo de una adaptacién alostética de los
sistemas motivacionales del cerebro para explicar los cambios asociados al proceso
adictivo y se encuentra basada en la teoria de los procesos oponentes (figura 6)
(Solomon y Corbit, 1974). Esta teoria parte de la base de que el cerebro contiene
diferentes mecanismos de control capaces de equilibrar cualquier estado afectivo
que se aleje de la estabilidad, ya sea éste placentero o aversivo. Los efectos
reforzantes agudos de las drogas de abuso parecen ser responsables del inicio del
fenémeno adictivo (proceso “a”) (Koob, 1992). Posteriormente y como

consecuencia de estos efectos reforzantes se dispara un proceso negativo, opuesto
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u_n

al inicial (proceso “b"). Cuando el proceso “a” es mayor que el proceso “b” el
individuo se encuentra en una situacion placentera (estado A). En caso contrario, si
el proceso “b” es mayor que el proceso “a” el individuo siente un efecto
desagradable o disférico (estado B). A medida que el consumo de la droga se repite
la intensidad del proceso “a” disminuye al mismo tiempo que aumenta el proceso
“b”. Cuando el proceso de adiccion se encuentra en una fase avanzada, el estado
emocional negativo se encuentra sensibilizado y predomina sobre el positivo
produciendo una tolerancia a los efectos euféricos iniciales de la droga. La
sensibilizacion del proceso “b” equivale al desarrollo de un estado afectivo
negativo, en oposicién al efecto hedénico de la droga, y a la apariciéon de un cuadro
disforico/aversivo en el momento de la interrupcién del consumo de la droga. Por
tanto, el individuo hard todo lo posible para evitar o acortar ese efecto negativo

(Koob y Le Moal, 2005).

Efecto inicial de la droga Efecto en un sujeto adicto
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Figura 6. Modelo de adiccion del proceso oponente (Solomon, 1980).
Seguin esta teorfa, la adiccion estaria sustentada por tres pilares basicos: la
preocupacién/anticipacion por obtener la droga, la intoxicaciéon por el consumo de

dosis gradualmente més elevadas y la abstinencia fisica o emocional debida a la

ausencia de la droga. El estado de preocupacion por la droga y/o anticipacién a
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sus efectos se relaciona con el fenémeno de sensibilizacién psicomotora. Los
cambios neuroadaptativos que ocurren en el SNC tras el consumo repetido de una
droga son en mayor medida los causantes del estado disférico asociado a la
abstinencia de la droga. Segtn este modelo, el individuo se inicia en el consumo de
la droga por las propiedades reforzantes de ésta. El efecto motivacional de la droga
junto con los efectos reforzantes de los estimulos condicionados al consumo de la
misma le lleva a un consumo cada vez mayor que deriva a un deseo persistente
por volver a consumir la droga. Progresivamente, este deseo se convierte en una
preocupacion prioritaria por obtener la droga lo que conlleva a problemas fisicos y
psiquicos persistentes. El individuo, bajo esta situacién, contintia consumiendo de
manera gradual dosis més elevadas de la droga. El aumento en el consumo y la
intoxicaciéon originan a su vez el desarrollo del fenémeno de la tolerancia a los
efectos reforzantes de la droga. Cuando el individuo cesa el consumo de la droga
aparecen signos disféricos caracteristicos de la abstinencia. El deseo de evitar esta
abstinencia intensifica la preocupacién por conseguir la droga a la vez que origina
problemas personales y sociales derivados de la prioridad que el consumo de la
droga supone para el individuo. La progresion de esta situacion de circulo vicioso
hace intensificar todos los sintomas negativos que estamos describiendo y provoca
la pérdida de control del consumo de la droga. Por tanto se convierte en un

consumo compulsivo, caracteristica esencial del proceso adictivo.
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Figura 7. Diagrama de la espiral de desregulacion del sistema de recompensa cerebral
(modificado de Koob y Le Moal, 1997).

Desde un punto de vista neuroquimico, la fase de intoxicacién esta reflejada

por la activacion de los sistemas dopaminérgico y opioide, y la fase de abstinencia
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y de estado emocional negativo se encuentra dominada por la sobreactivaciéon del
eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal (HPA), el incremento de la sintesis de CRF
(Koob y Le Moal, 2001) y la disminucion de la actividad dopaminérgica. De esta
manera, esta teoria propone una visién de la adiccién mas real, capaz de identificar
los factores neurobiolégicos responsables de la vulnerabilidad a la adiccion y a la
recaida en individuos con una historia previa de drogodependencia.

Si relacionamos ambas teorias podemos observar una analogia segtn la cual el
componente hedénico de la adiccién sujeto a tolerancia equivale al “liking”,
mientras que el componente sujeto a sensibilizacién equivale al “wanting”. En el
modelo de Robinson y Berridge la aumentada actividad dopaminérgica en el Nac
produce una sensibilizacion neuronal lo cual facilita la “saliencia incentiva” que
aumentaria la btsqueda y el consumo de la droga. En el modelo de Koob y Le
Moal la disminucién del estado hedénico conduce a aumentar la basqueda de la
droga por el mecanismo del refuerzo negativo. Por lo tanto, un elemento comdn de
ambas teorias es la motivacién incrementada por la busqueda de la droga pero su
mayor diferencia es el papel desempefiado por el sistema dopaminérgico
mesolimbico. En la teoria de Robinson y Berridge un aumento de la actividad
dopaminérgica en el Nac conduce a una basqueda y comportamiento compulsivo
de consumo de la droga mientras que en la teoria de Koob y Le Moal una
disminucién de la actividad dopaminérgica conduce al continuo consumo de la

misma para evitar las consecuencias negativas asociadas a la abstinencia.

27



Introduccién

2. Nicotina

La adiccién al tabaco es uno de los problemas socio-econémicos y sanitarios
maés importantes de los paises civilizados y la prevalencia de esta enfermedad esta
aumentando de manera significativa en los paises en via de desarrollo. Segtn la
Organizacion Mundial de la Salud, mas de 1000 millones de personas fuman
tabaco en todo el mundo y su consumo produce més de 5 millones de muertes
cada afio. Ademas, el consumo de tabaco constituye un factor de riesgo para 6 de
las 8 principales causas de mortalidad en el mundo (WHO, 2008). La nicotina es el
principal componente psicoactivo del tabaco y la responsable de la adiccién al

mismo.

2.1. Caracteristicas generales

La nicotina es un alcaloide que se encuentra en la planta Nicotiana Tabacum en
cantidades que varian entre el 0.3% y el 5% siendo en las hojas donde se localiza la
mayor concentracién de dicha droga. La nicotina toma su nombre de Jean Nicot,
(embajador francés en Portugal, 1559), que usaba el tabaco para curar las migrafias
de la reina Catalina de Médicis. Se le llama entonces “hierba santa” o “hierba para
todos los males” por su empleo casi indiscriminado: se recetaba, entre otros, para el
dolor, la cefalea o la flatulencia. La nicotina se aislé por primera vez de la planta

del tabaco en 1828 por los quimicos alemanes Posselt & Reimann (Koob y Le Moal,

2006).

Figura 8. Estructura quimica de la nicotina (Ci10H14N>, 3-(1-Metilpirrolidin-2-il)piridina).
Masa molecular relativa: 162
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La nicotina es una amina terciaria que existe en sus dos formas isoméricas, pero
el tabaco contiene sélo la forma mas activa desde el punto de vista farmacolégico,
el isémero L-nicotina. Esta es una base débil cuya absorcién va a depender del pH.
Asi, la nicotina presente en los cigarrillos con un pH de 5.5 se absorbe en el
pulmoén, de un 79 a un 90%, y en menor medida a través de la mucosa bucal,
plexos sublinguales y piel, mientras que la nicotina presente en pipas, puros,
tabaco de mascar y rapé con un pH de 8.5 se absorbe de manera més importante en
las mucosas nasal y oral (Koob y Le Moal, 2006).

Una vez absorbida en el organismo, la nicotina se distribuye rapidamente por
los tejidos del cuerpo y tarda entre 10-19 segundos en llegar al cerebro (Benowitz,
1996) donde ejerce su accion psicoactiva a través de su union a los nAChRs. La
vida media de la nicotina es de 2-3 horas. El 80% de la droga se metaboliza en el
higado convirtiéndose en cotinina que constituye su principal metabolito. EI 90%
de la metabolizacion de la droga se realiza principalmente a través del citocromo
CYP2A6 aunque otros enzimas como el CYP2B6, el UGT (UDP-
glucoronosiltransferasa) o el FMO (monooxigenasa contenedora de flavina)
pueden también metabolizarla. Un porcentaje bajo de la nicotina es eliminado sin
metabolizar por via urinaria. Es importante resaltar que variaciones en la
metabolizaciéon de la nicotina afectan al patrén del consumo del tabaco (Wall y

cols., 2007).

2.2. Mecanismo de accién

2.2.1. nAChRs

Las acciones farmacolégicas de la nicotina son debidas a la activaciéon de unos

receptores pertenecientes al sistema acetilcolinérgico, los nAChRs.

2.2.1.1. Clasificacion y estructura

Los nAChRs pertenecen a la superfamilia de los receptores ionotrépicos
activados por ligando, siendo la acetilcolina su ligando endégeno. La acetilcolina
también activa otro tipo de receptores, los muscarinicos, perteneciente a la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Los nAChRs son pentdmeros

de combinaciones homo o heteroméricas de diferentes subunidades (a, B, y, 0)
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cada una con cuatro dominios transmembrana (Le Novere y Changeux, 1995). Se
conoce la existencia de 10 subunidades a (al-al0), 3 subunidades P (f2-4), una y
y otra 0. Estas subunidades se agrupan alrededor de un poro central permeable a
cationes (Na*, K*, Ca?*). Las posibles combinaciones de estas subunidades y su
extensa localizaciéon en el organismo hacen que el receptor tenga multitud de
funciones fisioldgicas (Gotti y Clementi, 2004).

Como podemos observar en la figura 9, estos receptores contienen una porcion
extracelular amino-terminal hidrofilica, que constituye el sitio de unién de los
ligandos a dicho receptor. A continuacién le siguen 3 dominios transmembrana
hidrofébicos (M1-M3), una larga cadena intracelular y un cuarto dominio
transmembrana también hidrofébico (M4). La region transmembrana M2 es la que
se cree responsable de la formacién del poro. Esta subunidad estd compuesta por
aminodcidos cargados negativamente que facilitan el paso de cationes a través del
poro. Los diferentes posibles sitios de fosforilacion y la secuencia aminoacidica
divergente de la cadena intracelular que une a M3 y M4 son los que determinan las

diferencias funcionales del nAChR (Freedman y cols., 1997; Picciotto y cols., 2001).

(A) - (8) Ic) Receptor
homomérico

Poro del canal
i6nico

Intracelular Q.w

Figura 9. (A) Organizacion y estructura de las subunidades de los nAChRs. (B)
Representacion esquemitica del nAChR ensamblado en la membrana celular. (C) Receptor
homo y heteropentamérico y el sitio de union de sus ligandos (modificado de Gotti y
Clementi, 2004).

"Membrana Receptor
plasmatica heteromérico
ﬁﬁ
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Desde el punto de vista funcional existen 4 formas en el estado conformacional

del receptor: reposo, abierto, desensibilizado e inactivo. Los nAChRs se encuentran
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principalmente en estado de reposo antes de la llegada del agonista. Una vez que
el agonista se une al receptor cambia al estado abierto. Durante este estado el canal
estd conduciendo cationes durante s6lo unos milisegundos. Estos dos estados son
los que poseen menor afinidad por el ligando. Inmediatamente después, el
receptor cambia a un estado desensibilizado o inactivo dependiendo del tiempo en
el que se encuentre cerrado el canal. Estos dos estados son refractarios y vuelven al
estado de reposo en cuestion de milisegundos o minutos. Bajas concentraciones de
agonistas en el medio pueden inducir estados desensibilizados del receptor sin
pasar por el estado abierto debido a la gran afinidad del receptor por el agonista en
el estado desensibilizado (Dani y Heinemann, 1996). La transicion de los distintos
estados conformacionales puede ser regulado por la fosforilaciéon del receptor
(Changeux y Edelstein, 1998). El porcentaje de tiempo que los nAChRs pasan en
cada uno de estos estados depende, entre otras cosas, del tipo de subunidades que
lo formen y de la concentraciéon de agonista que haya en el medio (Dani y
Heinemann, 1996).

Se han identificado dos subfamilias principales de receptores: los sensibles a la
a-bugarotoxina (a-Bgt), menos afines a la nicotina, y los a-Bgt-insensibles, que
poseen una mayor afinidad por la misma. Los receptores a-Bgt-sensibles pueden
ser homopentaméricos (a7, a8, a9) o heteropentaméricos (a7a8, a9al0 6 aly,
alP1d) mientras que los receptores a-Bgt-insensibles son heteropentaméricos
formados por subunidades a (a2-a6) y P (2-p4) (Gotti y cols., 2006). Los
receptores homopentaméricos tienen 5 sitios de unién idénticos al ligando por
molécula (uno en cada subunidad) mientras que los heteropentaméricos solamente
disponen de dos sitios de unién al ligando por molécula y se localizan en la
interfase entre las subunidades a y 3 (Gotti y cols., 2006). Cada interfase de estos
receptores heteropentaméricos tiene diferente afinidad para los agonistas o
antagonistas, mientras que en los homopentaméricos la afinidad por las moléculas

es idéntica (Sine y cols., 1995; Sine, 1997).

2.2.1.2. Distribucion en el organismo

Los nAChRs se encuentran en el SNC, sistema nervioso periférico, muasculo
esquelético, tejido linfoide, macrofagos, piel, células del pulmén, tejido vascular,
células cromafines de la médula adrenal y 6rganos sensoriales (Gotti y Clementi,

2004). En el sistema nervioso periférico se localizan en los ganglios autonémicos
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tanto simpéticos como parasimpaticos y en la placa neuromuscular. El musculo
esquelético es el unico 6rgano donde se expresa el receptor formado por la
combinacion de las cuatros subunidades (2a, {3, y, ).

En el SNC, los nAChRs estan compuestos tnicamente por las subunidades
heteropentaméricas a (ax-aw) y P (B~ Ps) o por la combinacion de las 5
subunidades a7 formando un receptor homopentamérico. Los nAChRs presentan
una amplia distribucion (figura 10) de acuerdo con la extensa localizacion de las
vias colinérgicas (Gotti and Clementi, 2004). Estos receptores estdn localizados de
manera preferente a nivel presindptico tanto en médula como en cerebro, donde
modulan la liberacién de diversos neurotransmisores, mientras que con menor
frecuencia se encuentran en cuerpos celulares o dendritas, ejerciendo efectos
postsinapticos (Gotti and Clementi, 2006). Los nAChRs formados por las
subunidades a4p2 constituyen el principal subtipo localizado en el SNC. Se
expresan en dreas tales como el tdlamo, la corteza, el estriado, el hipotalamo y el
hipocampo (Sher y cols., 2004). Asi, en el estriado forman el 70% de los nAChRs de
ese area mientras que la combinacién a6B2 sélo constituye el 20% (Gotti and

Clementi, 2006).
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Figura 10. Distribucion regional de los principales tipos de nAChRs en el SNC del roedor
(modificado de Gotti y cols., 2006).
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Los receptores que contienen las 5 subunidades a7 se localizan en corteza,
hipocampo y regiones limbicas subcorticales expresaindose en menor medida en
tdlamo y ganglios basales (Gotti y cols., 2006).

Los receptores formados por las combinaciones de las subunidades a3, a6, 3 6

4 tienen una menor distribucién en el cerebro (figura 10) (Gotti y cols., 2006).

Tabla 1. Papel de los nAChRs en la liberacion de neurotransmisores.

Glu ACh DA GABA NA
Cerebelo a7 (R)
Corteza a7(R) a4P2(R) a3p2(h)
B2(R) axP4(R) a4p2 (R)
a3 y/o a6p2 (R)
Hipocampo a7 (R) a4P2 (R) a3p4 (R) a7 (R) a3p2 (R)
axp4 (R) a4p2 (R) a4p2(R)
a3p4 (R)
aZ (R)
Ncleo interpeduncular p4 (r) axp2 (r)
Hipotélamo xp2 (r)
Cerebro medio a4p2 (r, R) a4p2 (r, R)
Ncleo lateral geniculado a7 (p)
a4f2 (r),
Tubérculo olfatorio a7 (r) ady/o
a6f2 (r)
Coliculo superior a7 (r) a3py/o
a6p2 (r)
Estriado a7 (r) a4p2 (r)
a4 a5p2 (r)
aba 43233 (r)
a6p2p3 (R)
a7 (r)
Talamo a4p2 (r) a4p2 (r)

Abreviaturas: Glu: glutamato; ACh: acetilcolina; DA: dopamina; GABA: Acido Y-
aminobutirico; NA: noradrenalina; p: pollo; h: humanos; r: raton; R: rata (modificado de
Gotti y cols., 2006).

Como se ha comentado anteriormente, los nAChRs se encuentran
principalmente localizados a nivel presindptico. La activaciéon de los mismos
facilita la liberaciéon de diferentes neurotransmisores. Receptores formados

fundamentalmente por las subunidades a7, a4p2 y a3p4 se encuentran también a
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nivel postsindptico en varias regiones del SNC. En la tabla 1 se describen las
diferentes subunidades de los nAChRs involucradas en la liberaciéon especifica de

diferentes neurotransmisores cerebrales (Gotti y Clementi, 2004).

2.2.1.3. Procesos fisioldgicos en los que intervienen

El uso de la ingenieria genética, gracias a la cual se generan ratones knockout o
knockin mediante la eliminacién o mutacién de uno o mas genes, proporciona una
herramienta tnica para analizar el papel funcional de los nAChRs. Los
experimentos con animales knockout han mostrado que algunas subunidades de
nAChRs como la subunidad a3 y la combinacién (2-p4 son esenciales para la
supervivencia o para la ejecucion de comportamientos bésicos, ya que los animales
deficientes de estas subunidades mueren en la primera semana de vida debido a
una disfuncién multiorgénica (Xu y cols., 1999a; Xu y cols., 1999b). A continuacion,
se indican algunos ejemplos de procesos fisiolégicos en los que participan dichos
receptores:

- Como se acaba de comentar, tanto la subunidad a3 como la combinacion p2-
4 son esenciales para la supervivencia del ratén ya que los animales knockout de
estas subunidades presentan alteraciones tanto en el tracto urinario como
gastroinstentinal ademas de padecer un crecimiento postnatal retardado. Ambas
disfunciones producen una elevada mortalidad perinatal (Xu y cols., 1999a; Xu y
cols., 1999b). Recientemente, se ha comprobado que la subunidad a3, en
combinacién con la subunidad P2, inhibe de manera ténica la transmision
nociceptiva a nivel espinal (Young y cols., 2008).

- Estudios con ratones knockout a5 han revelado una disfunciéon de la
transmisién parasimpatico-ganglionar cardiaca (Wang y cols., 2002).

- Los ratones deficientes en la subunidad a4 muestran niveles elevados de
ansiedad confirmando que dicha subunidad participa en este proceso (Ross y cols.,
2000; Labarca y cols., 2001). Por otro lado, la presencia de una mutacién en el
dominio transmembrana M2 de la subunidad a4 se relaciona con un determinado
tipo de epilepsia autosémica dominante (Gotti y cols., 2006).

- La subunidad 2 de los nAChRs contribuye a la supervivencia neuronal, al
mantenimiento de los procesos cognitivos, al desarrollo normal del sistema visual
de los organismos y a la organizacion del suefio modulando el comienzo y

duracién de la fase REM (Rapido Movimiento de Ojos) (Gotti y Clementi, 2004).
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Esta subunidad est4 también relacionada con la neurodegeneraciéon producida por
la edad. Estudios post-mortem de cerebros de pacientes que padecian la
enfermedad de Alzheimer han demostrado una pérdida de la subunidad 2 en
combinacién con la subunidad a4 (Perry y cols., 1995).

- El receptor formado por la combinacién de las subunidades a4{32 interviene
de manera ténica en procesos cognitivos como memoria (Levin, 2002) y atencién
(Wilens y Decker, 2007). Al igual que la combinacién a3p2, los receptores
formados por las subunidades a4f2 inhiben de manera ténica la informacién
nociceptiva a nivel espinal (Rashid y cols., 2006). Sin embargo, estudios realizados
con animales deficientes en estas subunidades no muestran diferencias con sus
correspondientes wild-type en la transmisién nociceptiva realizadas mediante un
ensayo de nocicepcion espinal (ensayo de retirada de la cola ante un estimulo
térmico) (Marubio y cols., 1999).

- Contrariamente a la subunidad a4, los animales deficientes de la subunidad
a7 han mostrado una disminucién de los niveles de ansiedad evaluados mediante
el ensayo del campo abierto (Paylor y cols., 1998). Al igual que el receptor formado
por las subunidades a4P2, esta subunidad estd involucrada en la memoria y la
atencion (Wilens y Decker, 2007). Apoyando este ultimo dato, varios estudios
demuestran la relacién de esta subunidad con los problemas de atencién que se
producen en la esquizofrenia (Freedman y cols., 1995; Leonard y cols., 1998; Young
y cols., 2007). La subunidad a7 también media los efectos pronociceptivos de
agonistas nicotinicos como la epibatidina. Sin embargo, esta subunidad no
interviene en los efectos antinociceptivos de dicho agonista (Khan y cols., 1997;
Khan y cols., 2001).

- Estudios con animales deficientes de la subunidad 33 muestran cambios en la
locomocién, evaluados mediante el test del campo abierto, y alteraciones en la
atencion analizadas a través del ensayo de inhibicién por prepulso (Cui y cols.,
2003). Ademas, estos animales knockout manifiestan menor indice de ansiedad que
sus correspondientes controles, mostrando la participaciéon de esta subunidad en
dicho fenémeno (Booker y cols., 2007).

- Estudios realizados en animales deficientes de la subunidad 4 muestran una

disminucién de la ansiedad al compararse con sus controles (Salas y cols., 2003).
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- La subunidad a9 interviene en la respuesta coclear (Cordero-Erausquin y
cols., 2000). Estudios previos indican una posible co-localizacién de la subunidad

a9 con la subunidad al0 en las células de la céclea (Elgoyhen y cols., 2001).

2.3. Acciones farmacoldgicas de la nicotina

Las acciones farmacoldgicas de la nicotina son muy diversas dada la amplia
distribuciéon de los nAChRs en el organismo. Esta sustancia puede provocar, entre
otros efectos, taquicardia, vasoconstriccién periférica, activacion y/o depresion del
SNC, menor capacidad funcional cardiaca, aumento de la presién arterial,
incremento de plaquetas en sangre y apoplejia (Wang y cols., 2001). Entre estas
acciones destacaremos los efectos sobre la cognicién, ansiedad, locomocién,

transmisién nociceptiva asi como las propiedades adictivas de la misma.

2.3.1. Efectos sobre los procesos cognitivos

Diversos estudios en rata (Levin y cols., 1997), conejo (Woodruff-Pak, 2003),
mono (Buccafusco y cols., 1999), ratén (Picciotto y cols., 1995), pez zebra (Levin y
Chen, 2004) e incluso en humanos (Kumari y cols., 2003) revelan la capacidad que
posee la nicotina para mejorar el aprendizaje y la memoria, fundamentalmente la
memoria de trabajo y en menor medida la memoria de referencia. El uso de
animales deficientes en la subunidad B2 ha confirmado el importante papel que
desempefia esta subunidad en la mejora de los procesos cognitivos inducidos por
la nicotina. Los ratones knockout de esta subunidad manifiestan una disminucién
de la memoria en ensayos de evitacién pasiva tras la administracion de la nicotina
(Picciotto y cols., 1995). Con respecto a la atenciéon, se ha evidenciado que la
nicotina puede promover mejoras en la misma tanto en humanos (Warburton y
cols., 1992) como en animales de experimentacién (Mirza y Bright, 2001). Asi, se ha
observado que la nicotina, a través de la activaciéon de los receptores a4p2 de la
corteza prefrontal, mejora la atencién en ratas (Hahn y cols., 2003). Debido al papel
que juega la nicotina en los procesos de memoria, aprendizaje y atencion se ha
postulado un papel terapéutico de dicha droga en el trastorno de déficit atencional
por hiperactividad o en procesos neurodegenerativos tales como la enfermedad de

Alzheimer (Zoli y cols., 1999; Wilens y Decker, 2007).
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2.3.2. Efectos sobre la ansiedad

Un hecho bien documentado es el alivio de la ansiedad que sienten los
fumadores que se encuentran bajo una situacién de estrés tras el consumo de un
cigarrillo (Pomerleau, 1986; O'Neill y Parrott, 1992). Ademas, el aumento de la
ansiedad es un sintoma tipico que se produce tras el cese del tabaco y que
contribuye al mantenimiento del tabaquismo (Koob y Le Moal, 2006). No obstante
y sin relacionarse con la abstinencia al tabaco, el uso crénico de la droga también
aumenta los niveles de ansiedad del individuo (Picciotto y cols., 2002). La
capacidad de la droga para actuar sobre la ansiedad depende del régimen de
administracién (agudo o crénico), de la ruta de administracion (subcutanea,
intraperitoneal, intravenosa o inhalada) y del estado en el que se encuentra el
sujeto (relajado, estresado o abstinente). En el caso de animales de experimentacién
también depende de la cepa asi como de la dosis de nicotina administrada
(Picciotto y cols., 2002). En este sentido, se ha observado que la nicotina produce
un efecto ansiolitico a dosis bajas y ansiogénico a dosis més elevadas en ratones
(Balerio y cols., 2005). Los factores responsables de la complejidad de este
fenémeno son numerosos. De esta forma, los diferentes subtipos de nAChRs
existentes, los distintos tiempos de activacion y desactivacion del receptor y/o la
intervencion de diferentes neurotransmisores parecen modular esta respuesta.
Estudios farmacoldgicos sugieren que las vias serotonérgicas cerebrales son
particularmente importantes en la regulacion de las propiedades ansiogénicas de la
nicotina mientras que las vias GABAérgicas parecen estar involucradas en los

efectos ansioliticos de la droga (Picciotto y cols., 2002).

2.3.3. Efectos sobre la actividad locomotora

La nicotina es una droga estimulante debido a sus efectos activadores sobre el
SNC. De esta forma la nicotina, entre otros efectos, aumenta la frecuencia cardiaca,
la liberacién de noradrenalina y las capacidades cognitivas (atencién, memoria,
aprendizaje) (Parrott, 1998). Aunque los estudios en animales muestran que la
nicotina induce efectos sobre la actividad locomotora, los estudios realizados en

humanos no revelan la capacidad de la nicotina de modificar la locomocién.
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La accién de la nicotina sobre la actividad locomotora en el animal de
experimentacion depende de multiples factores. Asi, la dosis, la especie y cepa de
animal, el régimen de administracion y la habituacion al ambiente de
experimentacion influyen en el resultado final de este efecto (Picciotto, 2003). La
nicotina produce hiperactividad locomotora a dosis bajas en ratones mientras que
un tratamiento intermitente a estas mismas dosis induce sensibilizacién a tal
efecto. Sin embargo, dosis mas altas producen hipolocomocién y tolerancia a dicho
efecto tras su administracion crénica en esta misma especie animal (Sparks y
Pauly, 1999; Yoo y cols., 2004). Se ha postulado que la DA interviene en los efectos
locomotores inducidos por la nicotina (Clarke y cols., 1988).

Las subunidades a4 (Ross y cols., 2000; Labarca y cols., 2001) y a6 (Le y cols.,
1999) participan en los efectos locomotores inducidos por la nicotina. Dado que
tales subunidades se encuentran en los terminales dopaminérgicos limbicos y
estriatales modulando la liberacién de DA y regulando el comportamiento motor,
se ha postulado que constituyen una diana terapéutica para enfermedades que
producen degeneracion dopaminérgica como es el caso de la enfermedad de

Parkinson (Quik y McIntosh, 2006).

2.3.4. Efectos antinociceptivos

El efecto antinociceptivo de la nicotina se ha demostrado tanto en estudios
preclinicos realizados en diversas especies animales (gato, rata y ratéon entre otros)
como en estudios clinicos (Pomerleau y cols., 1984; Flores, 2000). Debido a la
amplia distribucion de los nAChRs, la nicotina ejerce su accién antinociceptiva en
todos los niveles del sistema de control del dolor. A nivel periférico, estos
receptores se localizan en los terminales y en los ganglios de la raiz dorsal de las
fibras periféricas tipo C (Genzen y cols., 2001; Young y cols., 2008). A nivel espinal,
tanto las interneuronas de la sustancia gelatinosa (ldminas II-III) como las
interneuronas excitadoras o inhibidoras presentes en laminas mdas ventrales
expresan en su superficie nAChRs (Cordero-Erausquin y cols., 2004; Rashid y cols.,
2006). Por otra parte, a nivel supraespinal, encontramos nAChRs en d&reas
involucradas en la transmision e integracion del dolor tales como el tdlamo, la
amigdala, la corteza y el hipotalamo. Por altimo, el ntcleo tegmental peddanculo-

pontino, el nicleo del rafe magnus y el locus coeruleus, estructuras que modulan la
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actividad del sistema inhibidor descendente del dolor, expresan también nAChRs
en sus neuronas (Gotti y cols., 2006). La nicotina ejerce su efecto antinociceptivo en
estas estructuras debido a la activaciéon conjunta de diversos sistemas de
neurotransmision tales como el noradrenérgico, GABAérgico, serotonérgico,
muscarinico, y opioide entre otros (Iwamoto y Marion, 1993; Berrendero y cols.,
2002; Decker y cols., 2004; Cordero-Erausquin y cols., 2004; Rashid y cols., 2006).

Se ha demostrado que la subunidad a4 juega un papel importante en la
mediacién de los efectos antinociceptivos de la nicotina. Una lesién en las neuronas
serotonérgicas del nicleo del rafe magnus provoca una disminucién en la
densidad de esta subunidad, disminuyendo el efecto antinociceptivo de la droga
(Bitner y cols., 1998). Esta funcién se ha confirmado mediante el uso de ratones
knockout de dicha subunidad ya que el efecto antinociceptivo de la nicotina se
bloquea en el ensayo de la placa caliente y se reduce en el ensayo de inmersiéon de
la cola en estos animales mutantes (Marubio y cols., 1999). Ademads, la subunidad
B2 también participa del efecto antinociceptivo de la nicotina, como se ha
demostrado en estudios realizados en ratones knockout de dicha subunidad
(Marubio y cols., 1999). Por tanto, la combinacién a4p2 parece ser crucial en la
mediacién de los efectos antinociceptivos de la nicotina.

Estudios realizados en humanos muestran que la nicotina, administrada en
forma de cigarrillos o en parches transdérmicos, aumenta el umbral y la tolerancia
al dolor (Pomerleau y cols., 1984; Pauli y cols., 1993; Jamner y cols., 1998; Girdler y
cols., 2005). Por otra parte, los fumadores soportan mejor el dolor tras el consumo
de un cigarrillo cuando éste no esta desnicotinizado (Pomerleau y cols., 1984). No
obstante, el posible uso clinico de la nicotina como analgésico es limitado y
presenta muchos inconvenientes tales como: la presencia de un efecto modesto y
de corta duracién, la manifestacion de efectos secundarios (fundamentalmente
convulsiones a dosis altas) y el desarrollo de tolerancia tras la administracion
crénica de la droga. Debido a la existencia de varios subtipos de nAChRs y a la
creacion de nuevos agonistas sintéticos, existen buenas perspectivas futuras para el
desarrollo de compuestos que podrian ser una buena alternativa para su uso

clinico como analgésicos (Decker y cols., 2004).
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2.3.5. Efectos sobre enfermedades neurolégicas psiquidtricas

En diversas enfermedades del SNC se ha demostrado la existencia de

alteraciones del sistema colinérgico (Gotti y cols., 2006). Por lo tanto, se ha

postulado que la nicotina y otros agonistas nicotinicos pueden ejercer efectos

neuromoduladores sobre este tipo de enfermedades al poder facilitar la

recuperacion de la normalidad en el sistema colinérgico (Gotti y cols., 2006). A

continuacién exponemos algunos ejemplos sobre este papel de la nicotina en

determinados trastornos neurolégicos y psiquiatricos:

40

- Sindrome de Tourette: Aunque no se ha demostrado un papel directo de los
nAChRs en este sindrome se sabe que la administraciéon de nicotina en forma
de goma de mascar o parches mejora el desorden motor y otros sintomas
caracteristicos de esta enfermedad. Ademas, también incrementa la respuesta a
los neurolépticos cuando éstos se administran conjuntamente con la nicotina

(Gotti y Clementi, 2004).

- Sindrome de déficit atencional por hiperactividad: Esta enfermedad se relaciona
con un comienzo temprano en el habito tabaquico al igual que con procesos
adictivos a otras drogas. El hecho de que la madre fume durante el embarazo
constituye un factor de riesgo para el futuro recién nacido (Gotti y Clementi,
2004). Se ha demostrado que la nicotina administrada en forma de parches
produce una modesta reduccién de los sintomas de esta enfermedad debido, al
parecer, a su capacidad para mejorar procesos cognitivos como la memoria y el

aprendizaje asi como para mejorar la atencion (Wilens y Decker, 2007).

- Esquizofrenia: Es conocida la alta prevalencia de consumo de tabaco que existe
entre los pacientes esquizofrénicos. Ademads, los efectos secundarios de los
neurolépticos son menores entre la poblacién fumadora. También se sabe que
la nicotina modifica algunos sintomas de la enfermedad tales como las

alteraciones auditivas (Gotti y Clementi, 2004; Gotti y cols., 2006).

- Depresion y ansiedad: Aunque no tan extendido como en pacientes

esquizofrénicos, hay evidencias que indican que la prevalencia del consumo de
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tabaco es mayor en individuos con depresiéon que en la poblacién general. Se
ha sugerido que la nicotina puede tener cierta accién antidepresiva y
estabilizadora del humor en humanos (Gotti y Clementi, 2004). Ademas, un
estudio piloto clinico ha sugerido que la administracién transdérmica de la
nicotina produce efectos antidepresivos en no fumadores (Salin-Pascual y
Drucker-Colin, 1998), aunque dicho efecto no se ha confirmado con

posterioridad.

- Enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la edad: Datos epidemiolégicos
han sugerido que el tabaco reduce el riesgo de desarrollar la enfermedad de
Parkinson y que podria retrasar la aparicion de la enfermedad de Alzheimer
(Gotti y Clementi, 2004). Debido a las caracteristicas de la enfermedad de
Parkinson, los agonistas nicotinicos pueden proteger contra la degeneraciéon
que causa esta enfermedad. Ademas, la administracién de nicotina es capaz de
aliviar la sintomatologia aguda de la enfermedad (Decker y cols., 2000). Por
otro lado, la nicotina puede mejorar los déficits de percepcion y de atencién
visual asi como la interpretacién de la memoria semdntica en pacientes de

Alzheimer (Gotti y Clementi, 2004).

2.3.6. Propiedades adictivas de la nicotina

Las propiedades adictivas de la nicotina han sido estudiadas ampliamente en
animales de experimentacion tales como monos (Sannerud y cols., 1994; Le Foll y
cols., 2007), ratas (Corrigall y Coen, 1989; Markou y Paterson, 2001) o ratones
(Berrendero y cols., 2002; Bilkei-Gorzo y cols., 2008) mediante las técnicas del
condicionamiento espacial, la autoadministracion intravenosa o la AEIC. Una clara
indicacion del potencial adictivo de la droga en humanos es el gran porcentaje de
fumadores que contintia fumando atin conociendo las consecuencias negativas de
su consumo y el elevado porcentaje de recaida (77%) que aparece en los primeros

dias de abstinencia al tabaco (Hughes y cols., 1992; Hughes y cols., 2004).
2.3.6.1. Consumo agudo: efectos reforzantes agudos

La nicotina ejerce sus efectos reforzantes a través de la activacion de los

nAChRs distribuidos a lo largo del sistema mesocorticolimbico. Un factor comtn
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de todas las drogas de abuso es la activacion de este sistema, que es critica en el
proceso de adiccion (Di Chiara, 2000). Este sistema proyecta desde el ATV al Nac y
a la corteza prefrontal como areas de mayor interés, pero también incluye areas
como la amigdala, caudado-putamen, palido ventral entre otras (Corrigall y cols.,
1992). Aparte del sistema dopaminérgico, otros sistemas de neurotransmision tales
como el colinérgico, glutamatérgico, GABAérgico, opioide, cannabinoide y en
menor medida el noradrenérgico y serotonérgico modulan las propiedades
reforzantes de la nicotina (Picciotto y cols., 1998; Castafié y cols., 2002; Berrendero
y cols., 2002; Picciotto y Corrigall, 2002). Respecto a las subunidades implicadas en
este efecto, se ha demostrado que el receptor heteropentamérico formado por la
combinaciéon de las subunidades a4f32 media el efecto reforzante de la nicotina
(Picciotto y cols., 1998; Marubio y cols., 2003; Walters y cols., 2006). Sin embargo,
no se ha llegado a un acuerdo acerca del papel que desempefia la subunidad a7 en
este efecto (Schilstrom y cols., 1998b; Grottick y cols., 2000; Markou y Paterson,
2001; Walters y cols., 2006). De hecho, hay autores que indican que este receptor
homopentamérico estaria mas implicado en el refuerzo agudo que produce la
droga que en el proceso adictivo de la misma (Laviolette y Van der Kooy, 2004).
Como hemos comentado anteriormente, la nicotina induce refuerzo debido a la
capacidad que posee de liberar DA en el Nac. La liberacion final de este
neurotransmisor en el Nac es el resultado de un balance entre las proyecciones
excitatorias e inhibitorias que hacen sinapsis con las neuronas dopaminérgicas del
ATV y de los efectos directos de la droga sobre esas mismas neuronas (Mansvelder
y McGehee, 2002). Se han identificado nAChRs en los cuerpos celulares y dendritas
de las neuronas dopaminérgicas del ATV, formados mayoritariamente por las
subunidades a7 y en menor medida por la combinaciéon a4p2 (Laviolette y Van der
Kooy, 2004). El area de mayor importancia en el efecto reforzante inducido por la
nicotina es el ATV ya que se ha demostrado que la infusiéon de mecamilamina en
este area bloquea el aumento de los niveles extracelulares de DA inducidos por la
droga, efecto que no se produce cuando el antagonista nicotinico se infunde en el

Nac (Nisell y cols., 1994).

42



Introducciéon

CORTEZA

|:| 042 nAChRs
<+ a7 nAChRs

< Receptores NMDA
O Receptores opioides p

NACc

Figura 11. Representacion esquemdtica de las dreas involucradas en el efecto reforzante
inducido por la nicotina. CPF: Corteza prefrontal. Nac: Niicleo accumbens. ATV: Area
tegmental ventral. PPTg: Niicleo tegmental pedinculo-pontino. Glu: Neurona
glutamatérgica. Ach: Neurona acetilcolinérgica. DA: Neurona dopaminérgica.
Las proyecciones excitatorias que hacen sinapsis con las neuronas dopaminérgicas
del ATV provienen tanto de la corteza prefrontal como del ntcleo tegmental
pedanculo-pontino. Asi, la nicotina activa a los receptores a7 localizados en las
aferencias glutamatérgicas procedentes de la corteza prefrontal produciendo un
aumento de glutamato y la consecuente estimulacion de receptores NMDA
localizados en las neuronas dopaminérgicas del ATV (Schilstrom y cols., 1998a;
Nomikos y cols., 2000). El bloqueo de los receptores NMDA por el antagonista MK-
801 impide la liberacién de DA inducida por nicotina en el Nac (Sziraki y cols.,
1998). Las aferencias colinérgicas y glutamatérgicas procedentes del ntcleo
tegmental pedinculo-pontino también parecen estar participando en el efecto
reforzante de la nicotina ya que lesiones del ntcleo tegmental pedanculo-pontino
(Picciotto y Corrigall, 2002) o la administracion directa del antagonista de las
subunidades a4p2 nicotinicas dihidro-beta-eritroidina en esta regiéon (Lanca y cols.,
2000) bloquea la autoadministracién de nicotina. Ademas de estas proyecciones
excitatorias, la nicotina también estimula directamente las neuronas
dopaminérgicas del ATV a través de los receptores a7 y a432 (Laviolette y Van der
Kooy, 2004).

Las neuronas dopaminérgicas del ATV también se encuentran bajo control
inhibitorio, preferentemente por la accién de interneuronas GABA dentro del ATV

asi como de las proyecciones GABAérgicas procedentes del Nac. Las neuronas
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GABAérgicas del ATV son activadas por la nicotina a través de los receptores
compuestos por las subunidades a4p2. Sin embargo, estos receptores tienden a
desensibilizarse rdpidamente durante la exposiciéon repetida de la droga
(Mansvelder y McGehee, 2002). Estas mismas neuronas GABAérgicas poseen en su
terminal presindptico receptores opioides p (Bergevin y cols., 2002) que al ser
estimulados inhiben la liberacion de GABA participando en las propiedades
reforzantes de la nicotina. Asi, se demostré que los animales deficientes de este
receptor opioide no desarrollaban un condicionamiento de plaza a la nicotina
(Berrendero y cols., 2002). Al mismo tiempo, las neuronas GABAérgicas del ATV
también proyectan al nicleo tegmental pedinculo-pontino interviniendo en el
refuerzo de la droga. Inyecciones sistémicas de y-vinil GABA (inhibidor de la
GABA transaminasa) (Paterson y Markou, 2002) y microinfusiones del agonista
GABAB baclofen directamente en el ATV y en el ntcleo tegmental pedinculo-
pontino (Corrigall y cols.,, 2000; Corrigall y cols.,, 2001) disminuyen la
autoadministracion de la droga.

Otro sistema que recientemente también se ha visto involucrado en las
propiedades reforzantes de la nicotina es el sistema endocannabinoide. Asi, el
antagonista CB1 rimonabant bloquea la autoadministracion de nicotina en ratas
(Cohen y cols., 2002). Ademas, animales deficientes del receptor CB1 (Castafé y
cols., 2002) no exhiben un condicionamiento de plaza inducido por nicotina.
Diversos estudios clinicos, incluidos en el programa STRATUS, fueron disefiados
para evaluar la eficacia de los efectos del rimonabant sobre el cese del consumo del
tabaco y su posterior recaida (Cahill y Ussher, 2007). En el programa STRATUS se
han reclutado mas de 6.500 pacientes en tres ensayos clinicos de fase III a escala
mundial. Estos estudios estan disefiados para aportar evidencia que respalde su
indicacion para dejar de fumar y evitar la recaida al proceso adictivo asi como para
evaluar la reduccion en el aumento de peso posterior al abandono del consumo de
tabaco. STRATUS-Estados Unidos (EEUU) y STRATUS-Unién Europea (UE)
investigan el cese del consumo del tabaco mientras STRATUS-World Wide (WW)
incluyeron también el fendmeno de recaida al tabaquismo. STRATUS-EEUU fue el
primero de los tres estudios en llevarse a cabo. Sus resultados demuestran eficacia
significativa del rimonabant sobre el cese del consumo de tabaco. STRATUS-EU se
realizé en 32 centros de Europa y su resultado no revela eficacia significativa del

rimonabant. STRATUS-WW se llev6 a cabo en 54 centros de todo el mundo y
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demuestra eficacia significativa del farmaco en el proceso de recaida al tabaco

(Cahill y Ussher, 2007).

2.3.6.2. Consumo cronico
Como ocurre en el caso de otras drogas de abuso, la nicotina administrada de

manera crénica desarrolla fendmenos de sensibilizacién y tolerancia.

2.3.6.2.1. Fenomenos de sensibilizacion:

La sensibilizacién, ya sea conductual o bioquimica, inducida por la nicotina es
un fenémeno que ha sido objeto de menor estudio si lo comparamos con la
sensibilizacion producida por psicoestimulantes. No obstante, existen datos acerca
del desarrollo de una sensibilizacién psicomotora (Ferrari y cols., 2002; Yoo y cols.,
2004) y de una sensibilizaciéon bioquimica dopaminérgica (Ferrari y cols., 2002;
Picciotto y cols., 2008). El fenémeno de sensibilizacién involucra maualtiples
neurotransmisores, receptores y estructuras y no puede ser atribuido a un simple
mecanismo (Kalivas y cols., 1993). Algunos estudios indican que para que la
nicotina produzca este fendémeno necesita de la participacion de los nAChRs, los
corticoesteroides, el calcio, las endorfinas y la activaciéon de los receptores NMDA
(DiFranza y Wellman, 2007). Hay autores que demuestran que la sensibilizacion
locomotora es producto de una sensibilizacién dopaminérgica (Ferrari y cols.,
2002), mientras que otros autores proponen que son mecanismos independientes
(DiFranza y Wellman, 2007). La sensibilizacién bioquimica a nivel del sistema
dopaminérgico es dependiente de la desensibilizacion que desarrollan las
subunidades 32 de los nAChRs localizados en el ATV (Picciotto y cols., 2008). Esta
subunidad se expresa principalmente en interneuronas GABAérgicas del ATV que
hacen sinapsis con las neuronas dopaminérgicas que proyectan al Nac. Por tanto,
la desensibilizacién de esta subunidad conlleva a una disminucién en la liberaciéon
de GABA lo que implica un aumento en la actividad de la neurona dopaminérgica

(Picciotto y cols., 2008).

2.3.6.2.2. Fenomenos de tolerancia:
La nicotina desarrolla tolerancia a respuestas tales como los efectos
hipolocomotores, la disminucién en la temperatura corporal, la sensibilidad a las

convulsiones (Marks y cols., 1986; Miner y Collins, 1988; Collins y cols., 1988;
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Benowitz, 2008) y la antinocicepcién (Damaj y Martin, 1996), entre otros efectos
farmacolégicos. Sin embargo, esta tolerancia no se pone de manifiesto para los
efectos sobre la memoria y la atencién. Ademas, no todas las respuestas de la
nicotina que son susceptibles de desarrollar tolerancia lo hacen de igual modo. En
el caso de los humanos se produce tolerancia répida a la disforia, las nduseas y los
vomitos que ocurren tras el primer cigarrillo fumado mientras que los efectos
subjetivos y la aceleraciéon cardiaca tardan méds tiempo en desarrollar dicho
fenémeno (Benowitz, 2008).

Respecto a los mecanismos moleculares responsables de la tolerancia a la
nicotina, éstos se caracterizan por dos hechos: la desensibilizacién y la regulacién
al alza de los nAChRs. Como hemos comentado anteriormente, los nAChRs se
encuentran en 4 estados conformacionales diferentes (ver apartado 2.2.1.1).
Cuando los niveles de nicotina son estables en sangre, los nAChRs permanecen en
el estado desensibilizado de manera constante debido a la persistente union del
receptor con el agonista. Para compensar esa desensibilizacién se produce un
aumento de los niveles de los nAChRs. Una cuestion todavia controvertida es si el
aumento de los sitios de unién de la nicotina tiene como consecuencia un aumento
de su actividad o si refleja simplemente un incremento en su estado de
desensibilizacion (Picciotto y cols., 2008).

Los nAChRs poseen diferentes grados de desensibilizacién y regulacion al alza
en funcién de las combinaciones de las subunidades que los forman Asi, se ha
demostrado que la subunidad 2 es la mas susceptible a desensibilizarse y a
incrementar su namero, fundamentalmente cuando estd ensamblada con la
subunidad a4 (Giniatullin y cols., 2005). Este dato es de suma importancia ya que
la combinaciéon a4f32 es la que media la mayoria de los efectos agudos de la
nicotina, incluido sus efectos reforzantes.

Los mecanismos fisiologicos responsables del desarrollo de la tolerancia son
claramente reversibles. De esta manera, el primer cigarrillo de la mafiana resulta
ser el mas reforzante para los fumadores, debido a que todos los nAChRs se
encuentran en estado activo tras su recuperacion a lo largo de la noche (Russell,

1989).
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2.3.6.3. Abstinencia aguda

El sindrome de abstinencia a la nicotina posee un componente tanto somatico
como emocional y se ha descrito en humanos (Hughes y cols., 1991), en ratas
(Hildebrand y cols., 1997) y en ratones (Berrendero y cols., 2002). En humanos, la
abstinencia fisica de la nicotina se caracteriza por sintomas somaéticos tales como la
bradicardia, alteraciones gastrointestinales, hiperalgesia y aumento del apetito.
Con respecto a los sintomas motivacionales negativos, fundamentalmente se ha
descrito depresion, disforia, irritabilidad, ansiedad, frustracion, dificultad de
concentracion y reactividad a los estimulos ambientales (Hughes y cols., 1991;
Kenny y Markou, 2001). Estos sintomas aparecen en las 6-12 primeras horas
después del cese del consumo, alcanzando el pico maximo a los 1-3 dias, y
regresando a valores normales dentro de los 7-30 dias tras el cese en el consumo de
tabaco (Hughes, 1992). Con respecto a los roedores, los principales signos
somaticos observados son: constricciones abdominales, ptosis, piloereccién, lamido
de genitales, intento de huida, temblor de patas y castafieteo de dientes (Malin y
cols., 1992). El componente emocional negativo asociado a la abstinencia a la
nicotina se ha demostrado claramente en animales de experimentacién mediante la
AEIC, y el condicionamiento espacial (Kenny y Markou, 2001).

Los nAChRs localizados tanto a nivel periférico como a nivel central median
los signos somaticos y motivacionales de la abstinencia de nicotina, siendo los
expresados a nivel del SNC los que participan en las manifestaciones emocionales
negativas de la misma (Kenny y Markou, 2001). Con respecto a las subunidades
que componen los nAChRs se ha demostrado que la a4, 34 y a7 estan involucradas
en mediar la fase de abstinencia de nicotina mientras que las 2 no participan en
ningtn aspecto de la misma (Kenny y Markou, 2001; Salas y cols., 2004; Grabus y
cols., 2005).

Como ocurre con otras drogas de abuso, la disminucién de la actividad
dopaminérgica tanto en el Nac, la corteza prefrontal y la amigdala son las
responsables de la disforia y ansiedad caracteristica de este periodo (Kenny y
Markou, 2001). También, se ha observado una disminucién de la actividad
serotonérgica en dreas como el nucleo del rafe medial (Benwell y Balfour, 1979;
Benwell y cols., 1990) y un aumento del CRF en el nicleo central de la amigdala

(Sarnyai y cols., 2001). Todas estas modificaciones parecen relacionarse con el
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estado disforico, la impulsividad, la irritabilidad y la ansiedad que se manifiestan

durante la abstinencia nicotinica (Koob y Le Moal, 2006).

2.3.6.4. Abstinencia a largo plazo: recaida al proceso adictivo

El tabaquismo, al igual que otras adicciones es una enfermedad crénica
recurrente caracterizada por frecuentes recaidas después de periodos més o menos
largos de abstinencia. Se considera que un 95-97% de fumadores recae en los 6-12
primeros meses después del cese del consumo de tabaco, aunque el mayor
porcentaje de recaidas (77 %) aparece en los 2 primeros dias de abstinencia (Hughes
y cols., 1992; Hughes y cols., 2004).

En modelos animales se ha demostrado ampliamente que los tres estimulos
que inducen recaida al proceso adictivo de una droga (estimulos asociados a la
toma de la droga, nuevo contacto con la droga y estrés), también producen recaida
cuando el animal ha sido entrenado a autoadministrarse nicotina (Chiamulera y
cols., 1996; Dravolina y cols., 2007; Bilkei-Gorzo y cols., 2008). Sin embargo, de
estos tres factores, los estimulos asociados a la toma de nicotina ha sido el factor
mas eficaz para inducir una recaida a la basqueda de la droga. No obstante,
algunos estudios han demostrado también recaida a la nicotina por nuevo contacto
con la droga (Shaham y cols., 1997; Dravolina y cols., 2007) y por estrés (Bilkei-
Gorzo y cols., 2008).

El motivo por el cual se postula una mayor eficacia de los estimulos asociados
al consumo de la nicotina para inducir recaida es debido a la hipétesis de que el
mantenimiento de la adiccién y la posterior bisqueda de la droga después de la
extincion del comportamiento adictivo se deben mayoritariamente a factores no
relacionados de manera directa con la droga, y en menor proporcién, a las
propiedades reforzantes de la nicotina (Butschky y cols., 1995; Caggiula y cols.,
2001). Este hecho ha sido demostrado en diversos estudios en humanos (Butschky
y cols.,, 1995; Shahan y cols.,, 1999; Ross y cols., 2000) y en animales de
experimentacion (Caggiula y cols., 2001; Lesage y cols., 2004; Liu y cols., 2006). En
la figura 12 podemos observar que los estimulos asociados al consumo de la
nicotina, después de la extinciéon de un comportamiento de autoadministracion,
provocan una mayor recaida a dicho comportamiento que cuando el animal vuelve

a tener contacto inicamente con la nicotina (Caggiula y cols., 2001). La recaida es
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ain mayor cuando se presentan conjuntamente los estimulos asociados y la
nicotina tras el periodo de extinciéon.

Para que los factores no nicotinicos induzcan un proceso de recaida es
necesario la participacion de los nAChRs (Liu y cols., 2007). Se ha demostrado que
la desensibilizacién de la subunidad 32 contribuye a que los estimulos asociados al
consumo de nicotina adquieran un valor motivacional que por si mismos no
poseen, base esencial para que pueda producirse el proceso de recaida (Brunzell y
cols., 2006; Picciotto y cols., 2008). Ademas de los nAChRs, también participan en
el proceso de recaida por la presentacion de estimulos los receptores GABAB'y los

receptores cannabinoides CB1 (Cohen y cols., 2005; Paterson y cols., 2005).
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Figura 12. Media del niimero de infusiones realizado por ratas en el periodo de
entrenamiento de la conducta operante de autoadministracion de nicotina, en el periodo de
extincion de dicha conducta y en la recaida de la bisqueda de la droga. # Indica cambios
significativos entre sujetos con su fase anterior (p < 0.05). % Indica diferencias
significativas con respecto al grupo de nicotina sola (p < 0.05) (modificado de Caggiula y
cols., 2001).
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3. Participacién del sistema opioide en los efectos farmacolégicos

de la nicotina

3.1. Sistema opioide end6geno

Este sistema enddgeno consiste en una serie de familias de péptidos opioides

que acttian sobre tres tipos diferentes de receptores opioides.

3.1.1. Receptores opioides y sus ligandos

3.1.1.1. Clasificacion y estructura

Se han clonado tres tipos distintos de receptores opioides en animales de
experimentacion y en humanos: mu (MOR o p), delta (DOR o 6) y kappa (KOR o )
(Kieffer, 1999). Se han definido al menos dos subclases de receptores pn (u1, p2) y 6
(81, 62) y tres subclases de receptores x (k1, k2, k3) generados por modificaciones
post-transcripcionales (Minami y Satoh, 1995), aunque la relevancia de dichos
subtipos no ha podido ser clarificada. También se ha descrito la formacién de
heterodimeros, mas concretamente la existencia de heterodimeros de tipo 8/x y
n/d. Estas variantes y asociaciones representan una nueva estructura funcional con
unas propiedades diferentes a la de los receptores originales que podrian explicar
algunas de las respuestas farmacolégicas de los opioides que no se corresponden
con la activacion clésica de los receptores p, & o x (Jordan y Devi, 1999; Gomes y
cols., 2000). Dentro de esta misma familia de receptores, se ha descubierto la
presencia en nuestro organismo del receptor nociceptina/orfanina (NOP o ORL1),
pero se le considera que pertenece a un sistema antiopioide por las acciones
farmacolégicas derivadas de su activacion (Anton y cols., 1996).

Los receptores opioides pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a
proteinas G que se caracterizan por la presencia de siete dominios transmembrana.
Los receptores opioides, fundamentalmente a través de la activacion de proteinas
Gi/Go,, inhiben la actividad adenilciclasa con la consiguiente reducciéon de los
niveles de AMPc y de la actividad PKA, lo que resulta en una disminucién de la
fosforilacion de efectores intracelulares. También inducen una modificacién de la
actividad de las vias de sefalizacion de la fosfolipasa C y de las MAP quinasas.

Debido a sus acciones sobre estas proteinas G y sistemas de sefializacion
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intracelular se produce seguidamente una facilitacién del cierre de los canales de
calcio, con lo cual se reduce la liberaciéon de neurotransmisores a nivel
presinaptico, o la apertura de canales de potasio. Este ultimo hecho provoca una
hiperpolarizaciéon de la membrana y como consecuencia una reduccién de la
actividad de la neurona. Por tanto, son receptores que median sobretodo acciones

inhibitorias (Gutstein y Akil, 2001; Alvarez y Farré, 2005).

3.1.1.2. Distribucidn en el organismo

Los receptores opioides se encuentran de manera amplia distribuidos tanto en
el SNC como en los tejidos periféricos. Estudios autorradiograficos han esclarecido
la localizacion de estos receptores en nuestro organismo (figura 13).

Los receptores p son los que presentan una distribucién mas amplia en el
cerebro, principalmente en estructuras relacionadas con el control nociceptivo, la
motricidad y la motivacion. Estos receptores se localizan en caudado putamen,
globo pélido y palido ventral, ntcleo del lecho de la estria terminal, tadlamo,
amigdala medial y cortical, nucleo interpeduncular, nicleo del rafe y locus
coeruleus, entre otras estructuras. En el estriado estos receptores se distribuyen en
forma de agrupaciones o parches. En comparacion con los receptores p, los
receptores O tienen una distribucién maés restringida en el cerebro. Asi, se localizan
en regiones tales como la neocorteza, estriado (donde se distribuyen de manera
densa y homogénea), tubérculo olfatorio, globo pélido y pélido ventral, nicleo
septal, amigdala, ntcleo pontino y banda diagonal de broca. Finalmente, los
receptores x se encuentran fundamentalmente en el estriado, tubérculo olfatorio,
nucleo del lecho de la estria terminal, hipotdlamo dorso y ventromedial, amigdala,
sustancia gris periacueductal, nacleo del rafe y locus coeruleus (Mansour y cols.,
1995).

A nivel de la médula espinal, aproximadamente el 60% de los receptores
opioides que se expresan son p, mientras que el 21% son 6 y el 19% x. Los
receptores opioides p se expresan mayoritariamente en la sustancia gelatinosa y en
menor proporciéon en ldminas mdés profundas (laminas III, IV, V y VIII). Los
receptores & se localizan preferentemente en la lamina I del asta dorsal de la
médula espinal. Los receptores x, al igual que los receptores 1, se expresan en su

mayoria en la sustancia gelatinosa.
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Figura 13. Distribucion regional de los receptores opioides endogenos en el cerebro de rata.
Abreviaturas: ABL, amigdala basolateral; ac, comisura anterior; ACB, niicleo accumbens;
ACE, amigdala central; amigdala cortical; AD, tilamo anteriodorsal; AL, l6bulo anterior,
pituitaria; AMB, niicleo ambiguo; AME, amigdala medial; AON, niicleo olfatorio anterior;
ARC, niicleo arcuato, hipotilamo; BST, niicleo de la estria terminalis; cc, cuerpo calloso; ce,
canal central; Cl, tdlamo centro lateral; CM, tilamo medial; CP, caudado putamen; CRB,
cerebelo; DG, giro dentado; DH, asta dorsal de la médula espinal; DMH, hipotilamo
mediodorsal; DPG, lamina profunda gris, superior coliculo; DTN, niicleo tegmental dorsal;
ENT, entorinal corteza; EPL, ldamina plexiforme externa, bulbo olfatorio; FCX; corteza
frontal; G niicleo del tdlamo gelatinoso; GL, lamina glomerular, bulbo olfatorio; GP, globo
pdlido; HL, habénula lateral; HM, habénula medial; HPC, hipocampo; IC, coliculo inferior;
IGR, lamina intermedio granular, bulbo olfatorio; IL, lobulo intermedio, pituitaria; ING,
lamina gris intermedia, coliculo superior; IntP; niicleo cerebelar interpuesto; IP, niicleo
interpeduncular; LC, locus coeruleus; LD, tdlamo laterodorsal; LG, tilamo genuculado
lateral; LHA, drea hipotaldmica lateral; LRN; niicleo lateral reticular; LS, septum lateral;
MD, tilamo dorsomedial;, ME, eminencia media;, Med, niicleo cerebelar medial;, MG;
geniculado medial; Mi, capa celular mitral, bulbo olfatorio; ml, medial leminisculo; MM,
niicleo mamilar medial; MS; septum medial; MV; niicleo vestibular medial; NDB, niicleo
banda diagonal; NL, I6bulo neurona pituitaria; NRGC, niicleo reticular gigantocelular;
NST, niicleo del tracto solitario; OB, bulbo olfatorio; ot, tracto optico; OTU, tubérculo
olfatorio; PaG sustancia gris periacueductal; PBN, mniicleo parabranquial, pc, comisura
posterior; PCX, corteza parietal; PN, puente; PnR, puente reticular; PO, tilamo posterior;
POA, drea preoptica; PrS, presubiculum; PV, tilamo paraventricular; PVN, hipotdlamo
paraventricular; RD, rafe dorsal; RE, tdlamo reuniens; RM, rafe magnus;, RME, rafe
medial; SC, coliculo superior; scp, pediinculo cerebelar superior; SG, sustancia gelatinosa;
SNC, sustancia negra pars compacta; SNR, sustancia negra pars reticulata; SNT, niicleo
trigémino sensorial; SON, niicleo supradptico, STCX, corteza estriada; SNT, niicleo
trigémino espinal, SUG, ldmina gris superficial, coticulo superior; TCX, corteza temporal;
TZ, niicleo trapezoide; VH, asta ventral, espina dorsal; VL, tilamo ventrolateral, VM,
talamo ventromedial; VMH, hipotalamo ventromedial; VP, pdlido ventral; VPL, tilamo
ventroposterior lateral; VTA, drea tegmental ventral; ZI, zona incierta (modificado de
Mansour y cols., 1995).

Los receptores 1, 6 y k se expresan en un 76%, 61% y 53% a nivel presinaptico
en la médula espinal. No obstante, estos receptores opioides también se localizan a
nivel postsindptico en las laminas de la region ventral de la médula espinal. El
significado fisiolégico de esta localizacién parece ser la diferente mediacion de
estimulos nociceptivos, Asi, los receptores p median los estimulos dolorosos
mecanicos, térmicos y quimicos de alta intensidad, los receptores & el dolor de tipo
térmico y quimico mientras que no se conoce de manera precisa la naturaleza de
los estimulos dolorosos que median los receptores x (Yaksh T.L., 1993; Mansour y
cols., 1994; Schafer y cols., 1994; Maekawa y cols., 1994).

Los receptores opioides se expresan también a nivel del sistema nervioso
periférico modulando diversas funciones fisiologicas. De esta forma, se encuentran

a nivel de fibras nerviosas sensoriales y simpaticas de la piel y de las articulaciones,
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en los plexos del intestino, en la vejiga urinaria y los conductos deferentes, en las

células endocrinas y en el sistema inmune (Stein C., 1993; Puig y Montes A, 1998).

3.1.1.3. Ligandos enddégenos

En condiciones fisioldgicas, los receptores opioides son activados por un
conjunto de compuestos enddgenos denominados péptidos opioides. Actualmente
se conocen tres precursores que dan lugar a tres familias diferentes de dichos
péptidos: la proopiomelanocortina (POMC), la proencefalina (PENK) y la
prodinorfina (PDYN) (Alvarez y Farré, 2005; Maldonado y Valverde, 2005).

Tabla 2. Principales péptidos opioides, sus precursores y sitios de union.

Precursor Péptidos Receptor u 0 K
peptidico opioides preferencial
POMC B-endorfina 0 +4+ ++
PENK Met-encefalina e} ++ 4+
Leu-encefalina ) ++ 4+
PDYN Dinorfina A K ++ 4+
Dinorfina B K + + +++
a-neoendorfina K + + 4+
B-neoendorfina K + + 4+
Leu-encefalina ¢) ++ +++

(+) Indica la potencia para activar cada receptor.

El péptido opioide derivado de la POMC es la B-endorfina, que posee alta
afinidad por los receptores p y 8. Los péptidos opioides derivados de la PENK son
principalmente la met-encefalina y la leu-encefalina, que activan preferentemente
los receptores & y en menor grado los p. Estos péptidos se diferencian tan sélo en
un Gnico aminoacido (metionina o leucina) localizado en el extremo N-terminal.
Otros péptidos opioides derivados de este precursor son el péptido F, el péptido E,
el péptido B y la sinencefalina entre otros (Hedner y Cassuto, 1987). Los derivados
de la PDYN son las dinorfinas (A y B) y las neoendorfinas (a y p), ambos con

afinidad preferencial por los receptores x, y la leu-encefalina (tabla 2). Se ha
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descrito también un grupo de péptidos opioides de gran afinidad para los
receptores p (endomorfinas 1 y 2) (Zadina y cols., 1997) aunque la ausencia en el
genoma humano de la secuencia correspondiente a dichos péptidos pone en duda
su posible existencia como moléculas endégenas. El péptido anti-opioide derivado
de la pronociceptina/orfanina FQ es la nociceptina/orfanina Q, que es un péptido
con alta afinidad por el receptor de la nociceptina/orfanina. Las propiedades
farmacolégicas de este péptido son opuestas a las inducidas por los péptidos
opioides clasicos (Minami y Satoh, 1995; Maldonado y Valverde, 2005; Civelli,
2008) (tabla 2).

3.1.1.4. Ligandos exogenos

Los ligandos exégenos pueden clasificarse en naturales (derivados del opio),
semisintéticos o sintéticos dependiendo de su procedencia. También pueden
clasificarse en agonistas puros, agonistas-antagonistas, agonistas parciales y
antagonistas puros en funcion de la naturaleza de su interaccién con los receptores
opioides. En la tabla 3 se hace un resumen de los ligandos ex6genos opioides mas

comunes.

3.1.2. Procesos fisiolégicos y fisiopatologicos en los que participa el sistema

opioide

El sistema opioide end6geno estd implicado en comportamientos esenciales
para la supervivencia de las especies como son las respuestas al dolor y al estrés,
asi como en el control de la motivacion y refuerzo, la motricidad y funciones
adaptativas homeostdticas como la ingesta alimentaria y la regulaciéon de la
temperatura. Este sistema endoégeno también controla funciones del sistema
nervioso auténomo como la respiraciéon y la motilidad gastrointestinal. Ademas,
también participa en la modulacion de las respuestas de tipo inmunitario (Olson y
cols., 1991; Bodnar y Hadjimarkou, 2003). A continuacién se detallan dos de las
funciones mas caracteristicas de este sistema que estan directamente relacionadas
con el trabajo experimental realizado en la presente Tesis Doctoral: el control del

dolor y la motivacién y refuerzo inducido por drogas.
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Tabla 3. Ejemplos de los ligandos exdgenos de los receptores opioides.

Farmaco/receptor 1l 0 K
Morfina Ag +++ Ag+ Ag+
Heroina Ag +++

Metadona Ag +++ Ag +
Fentanilo Ag +++ Ag+
Pentazocina An - Ag+ Ag +++
DPDPE Ag+ Ag +++
Deltorfina I Ag +++
Salvinorina A Ag+++
U-50,488H Ag +++
Buprenorfina Ap +++ An --
Naloxona An --- An -- An -
Naltrexona An --- An -- An -
Naltrindol An -
Nor-binaltorfimina An -

Ag: agonista; Ap: agonista parcial; An: antagonista. (+) indica la potencia para activar
cada receptor, (-) indica la potencia para bloquear cada receptor (modificado de Alvarez y

Ferre, 2005).

3.1.2.1. Control del dolor

Debido a la amplia distribucion del sistema opioide endégeno en el organismo,

este sistema controla la nocicepcién tanto a nivel periférico como a nivel central. A

nivel periférico y durante el proceso de inflamacion, las células inmunes de los

tejidos inflamados sintetizan péptidos

que se unirdn a

sus

correspondientes receptores localizados en las terminaciones de los nervios

periféricos, disminuyendo la excitabilidad nerviosa y pudiendo modular la

liberacién de mediadores inflamatorios (Rittner y cols., 2008).

A nivel central, el sistema opioide enddégeno regula la transmisién nociceptiva

a nivel medular, en los centros supraespinales del control del dolor asi como en la

via descendente del dolor. La primera acciéon del sistema opioide endégeno se

produce a nivel espinal inhibiendo la transmisiéon nociceptiva de las fibras

nerviosas Ad y C que penetran en la médula espinal. Los receptores opioides se

expresan presindpticamente en los terminales de estas fibras nerviosas modulando
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la liberacién de neurotransmisores excitatorios tales como la sustancia P, glutamato
y péptido relacionado con el gen de la calcitonina, entre otros (Minami y Satoh,
1995; Floérez ], 2007). Ademads, estos receptores también se localizan a nivel
postsindptico en neuronas espinales de la transmisién nociceptiva, como las
neuronas espinotalamicas. La activacion de estos receptores produce la inhibiciéon
de la actividad de estas neuronas pertenecientes a la via ascendente del dolor A
nivel supraespinal, los receptores opioides y sus correspondientes ligandos estan
presentes en dreas como la amigdala, tdlamo, hipotalamo, corteza y sustancia gris
periacueductal, entre otras (Mansour y cols., 1995). El sistema opioide endégeno
inhibe la transmisién nociceptiva procedente de la via ascendente del dolor que se
integra a nivel talamico. Ademads, inhibe el procesamiento vegetativo del dolor al
actuar en las vias talamicas que proyectan al hipotdlamo, area con gran contenido
de p-endorfina (Serrano-Atero M y cols., 2002; Flérez J, 2007). El sistema opioide
endégeno controla también las proyecciones que parten del tadlamo hacia la
corteza, drea donde se integra de manera consciente la informacion nociceptiva.
Ademas, este sistema acttia en los abundantes receptores localizados en el sistema
limbico atenuando la percepcién desagradable y angustiosa asociada al dolor
(Guyton A., 1997; Florez J, 2007). Por tanto, el sistema opioide endégeno deprime
la capacidad de integrar la informacion nociceptiva y disminuye el componente
emocional del dolor. Por dltimo, el sistema opioide también acttia en el sistema
descendente del dolor. En este sistema existen células de diversa naturaleza
(células on y células off) que controlan la entrada de la informacion nociceptiva de
la via ascendente del dolor. Se considera que la funcién de las células on es la de
facilitar la transmisién nociceptiva, mientras que las células off la inhiben. El
sistema opioide endégeno regula la actividad de estas células de manera que
inhibe las células on y activa las células off (Minami y Satoh, 1995; Guyton A., 1997;
Florez J, 2007). Asi, muchas neuronas de la sustancia gris periacueductal secretan
en sus terminaciones encefalinas, dinorfinas y a-neoendorfinas ademas de hacer
sinapsis con proyecciones hipotaldmicas ricas en P-endorfina (Guyton A., 1997;
Serrano-Atero M y cols., 2002). Las neuronas encefalinérgicas de la sustancia gris
periacueductal hacen sinapsis con neuronas serotonérgicas del ntcleo del rafe
magnus que proyectan al asta dorsal de la médula espinal. A su vez, éstas actian
sobre neuronas encefalinérgicas que se encuentran a nivel de las astas dorsales

donde se cree que la encefalina produce inhibicién presindptica de las fibras para el
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dolor Ad y C que penetran en la médula espinal. Por otra parte, los terminales
noradrenérgicos que parten del locus coeruleus y proyectan en el asta dorsal de
médula espinal son regulados también por el sistema opioide endégeno (Serrano-
Atero M y cols., 2002). El resultado final es la inhibicién de la transmisién
nociceptiva por la via ascendente del dolor, la modificacién de la interpretacion de
la informacién nociceptiva y la activacién del sistema inhibidor descendente.
Ademés de la capacidad antinociceptiva de las dinorfinas, estos péptidos
poseen en determinadas situaciones efectos pronociceptivos a nivel espinal. De
esta forma, el aumento de este péptido a nivel espinal como consecuencia de un
tratamiento crénico, ya sea de agonistas opioides o cannabinoides (Vanderah y
cols., 2000; Gardell y cols., 2002), se ha relacionado con el desarrollo de hiperalgesia
(aumento en la percepcion de un estimulo doloroso) y alodinia (dolor producido
por un estimulo que normalmente no lo causa) (Laughlin y cols., 2001). Esta
capacidad pronociceptiva parece ser debida a la activacién de los receptores
NMDA por las dinorfinas (Laughlin y cols., 2001). Ademas, este aumento de las
dinorfinas espinales origina a su vez un incremento de la liberacion de
neurotransmisores excitatorios tales como glutamato, aspartato y sustancia P que

contribuye a amplificar la sefial sensorial dolorosa (Ossipov y cols., 2003).

3.1.2.2. Motivacion y refuerzo inducido por drogas

Se ha demostrado que el sistema opioide endégeno es necesario para que la
morfina, nicotina, THC o alcohol puedan ejercer sus efectos placenteros (Tanda y
Di, 1998; Berrendero y cols., 2002; Gerrits y cols., 2003). Asi, animales deficientes
del receptor opioide p no manifiestan un condicionamiento de preferencia de plaza
a la morfina (Matthes y cols., 1996), la nicotina (Berrendero y cols., 2002) y el THC
(Ghozland y cols., 2002). Asimismo, la autoadministraciéon de morfina (Becker y
cols., 2000) y alcohol (Roberts y cols., 2000) se bloquea en animales knockout para
este receptor. No obstante, la participacion del sistema opioide endégeno en los
efectos reforzantes primarios de la cocaina es a dia de hoy un tema controvertido.
Se ha demostrado que la inactivacion de los receptores opioides p, ya sea mediante
la administracién del antagonista naloxona (Kuzmin y cols., 1997a) o la eliminacién
del receptor (Becker y cols., 2002), disminuye el efecto reforzante de la cocaina en el
animal de experimentacién aunque no se bloquea de manera completa dicha

respuesta. Asi, se observé un desplazamiento hacia la derecha de la curva dosis
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respuesta en forma de campana tanto en la autoadministracién intravenosa como
en el condicionamiento de preferencia de plaza inducidos por la cocaina indicando
una menor sensibilidad para los efectos reforzantes de la droga en estos animales.

Con respecto a los receptores opioides x, la administracion del agonista U-50,
488H produce una disminucién en la cantidad de cocaina o morfina consumida
por el animal de experimentaciéon en un paradigma de autoadministracion
(Kuzmin y cols., 1997b). Por otro lado, animales deficientes del gen que codifica a
PDYN muestran un desplazamiento hacia la izquierda de la curva dosis respuesta
en forma de campana en el paradigma de autoadministracion intravenosa del
agonista sintético de los receptores cannabinoides CB1, WIN 55, 212-2,
(Mendizabal y cols., 2006). Estos experimentos revelan que el sistema x/dinorfina
modula los efectos aversivos o disféricos de las drogas de abuso.

La participacion de los receptores opioides p y x en los efectos motivacionales
de ciertas drogas de abuso estd bien demostrada por la literatura cientifica. Sin
embargo, existe menos informacién acerca del papel de los receptores opioides &
en los efectos reforzantes de las drogas y la escasa informacion disponible resulta
confusa y contradictoria (Suzuki y cols., 1994; De Vries y cols., 1995). Diversos
estudios muestran la participacion de los receptores opioides 6 en el desarrollo del
condicionamiento de preferencia de plaza para drogas como cocaina (Suzuki y
cols., 1997), morfina (Suzuki y cols., 1994) o alcohol (Matsuzawa y cols., 1999). Sin
embargo, esta participacion de los receptores opioides & en las propiedades
reforzantes de las drogas de abuso no ha sido corroborada por otros grupos de
investigacion (De Vries y cols., 1995; David y cols., 2008).

El mecanismo por el cual el sistema opioide endégeno regula las propiedades
reforzantes de las drogas estd relacionado con la distribucion anatémica de los
receptores y de las neuronas que contienen péptidos opioides. Se ha observado que
los receptores opioides u se localizan preferentemente de manera presindptica en
las neuronas GABAérgicas que hacen sinapsis con las neuronas dopaminérgicas
del ATV y que proyectan al Nac. El resultado de la activacion de estos receptores
es la inhibicién de las neuronas GABAérgicas (Johnson y North, 1992; Spanagel y
cols., 1992) (figura 14). La consecuencia de esta inhibicion es una reduccion del
efecto inhibitorio sobre las neuronas dopaminérgicas del ATV y por consiguiente,
un aumento de la liberaciéon de DA en el Nac. Por otro lado, el sistema k/dinorfina

se expresa fundamentalmente a nivel del Nac y no del ATV (Mansour y cols.,
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1994). La activaciéon presindptica de los receptores opioides x disminuye la
concentracion extracelular de DA en el Nac por dos mecanismos: (1) inhibiendo la
liberacion de DA y (2) aumentando la recaptacion de DA a través de un
incremento de la activacién de los transportadores de DA (DAT) (Spanagel y cols.,
1992; Shippenberg y cols., 2007) (figura 14). Estas acciones demuestran como la
activacion de los receptores opioides p y k ejercen efectos opuestos sobre la
liberacion de DA y por tanto sobre los efectos motivacionales de las drogas de
abuso. De esta forma, mientras que los receptores opioides p participan en los
efectos reforzantes de las drogas, los receptores opioides x parecen mediar los

efectos aversivos o disforicos asociados al consumo de las mismas.

= +
Dyn .
Activacion &EF
Activacion receptores |
receptores K

. Interneurona
Via mesolimbica GABAérgica

Nac ATV

Figura 14. Modelo de la requlacion de la liberacion de DA a nivel del niicleo accumbens por
la activacion del sistema opioide endogeno. Abreviaturas: Dyn: neuronas dinorfinicas; f-
EP: neuronas P-endorfinicas; DA: dopamina; ATV: drea tegmental ventral; Nac: niicleo
accumbens (modificado de Spanagel y cols., 1992).

El sistema opioide endégeno no s6lo modula los efectos reforzantes agudos de
las drogas de abuso. Se ha postulado que diversos factores que contribuyen a la
vulnerabilidad de sufrir una adiccién (factores genéticos o ambientales) ejercen su
efecto a través de este sistema enddgeno (Gerrits y cols., 2003; Dahl y cols., 2005;
Xuei y cols., 2006; Munafo y cols., 2007). Ademas, el sistema opioide parece estar

muy involucrado en el hébito patolégico del consumo, mds concretamente en el

“deseo intenso” por la droga (Gerrits y cols., 2003). En este sentido, se ha
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demostrado que antagonistas opioides como la naltrexona son capaces de reducir
el deseo por el alcohol que sienten las personas adictas a esta droga (Volpicelli y
cols., 1992).

Durante la fase de abstinencia aguda, el sistema x/dinorfina localizado en el
Nac modula parte de la sintomatologia emocional negativa caracteristica de esta
etapa de la adiccién. Asi, el estado de disforia y/o aversion caracteristica de esta
fase es debido en parte a la disminucién dopaminérgica accumbal que se produce
como consecuencia de la sobreactivacién del sistema k/dinorfina tras la retirada de
la droga del organismo (Shippenberg y cols., 2007). Hay autores que consideran
que la administracién de un antagonista de los receptores opioides k durante esta
fase de la adiccion eliminaria parte de la sintomatologia emocional negativa
producida por el sistema x/dinorfina (Shippenberg y cols., 2007).

Por dltimo, diversos estudios han mostrado que la recaida al proceso adictivo
inducida por estimulos asociados al consumo de la droga y por un nuevo contacto
con la misma esta asociada a los receptores opioides p y 6, mientras que la recaida
inducida por estrés estaria mas relacionada con el sistema x/dinorfina. Asi, el
antagonista opioide p naltrexona es capaz de inhibir la recaida por estimulos
asociados al consumo de drogas como heroina (Shaham y Stewart, 1996), nicotina
(Liu y cols., 2008), cocaina (Burattini y cols., 2008), metamfetamina (Anggadiredja y
cols., 2004) y alcohol (Ciccocioppo y cols., 2002). Ademas, este antagonista también
bloquea la recaida por nuevo contacto con heroina (Shaham y Stewart, 1996) y
alcohol (Ciccocioppo y cols., 2002). Sin embargo, la naltrexona no modifica la
recaida a estas drogas cuando ésta es inducida por estrés (Shaham y Stewart, 1996;
Ciccocioppo y cols., 2002). También se ha demostrado que el antagonista opioide &
naltrindol inhibe la recaida por estimulos asociados a la toma de alcohol
(Ciccocioppo y cols., 2002). Por otro lado, el bloqueo de los receptores opioides x
por el antagonista nor-binaltorfimina (nor-BNI), o la eliminacién de los genes que
codifican tanto el péptido endégeno dinorfina como el receptor opioide k, inhibe la
recaida a la autoadministracion de cocaina inducida por estrés. En cambio, la
recaida por nuevo contacto con la droga no se vio modificada en estas mismas

condiciones experimentales (Redila y Chavkin, 2008).
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3.2. Interaccion nicotina-sistema opioide endégeno

La consecuencia de la activaciéon de los nAChRs por la nicotina es la liberaciéon
de diversos neurotransmisores tales como noradrenalina, serotonina, DA, GABA o
glutamato. Aparte de estos neurotransmisores, la administracién aguda de nicotina
induce la liberaciéon de péptidos opioides tanto a nivel del SNC como del sistema
nervioso periférico. Asi, la administracion aguda de nicotina facilita el aumento de
p-endorfina en el hipotadlamo de raton (Marty y cols., 1985) y en el plasma de rata
(Conte-Devolx y cols., 1981). Ademas, la nicotina también induce un aumento en la
expresion del ARNm de la PENK y en el contenido de encefalinas en roedores en
diferentes areas relacionadas con la dependencia y la abstinencia a las drogas tales
como estriado, tanto dorsal como ventral, amigdala, sustancia gris periacueductal,
locus coeruleus, nacleo del rafe e hipocampo (Houdi y cols., 1991; Dhatt y cols.,
1995; Houdi y cols., 1998). Por otra parte, se ha descrito un aumento del contenido
de dinorfinas y de la expresion de ARNm de PDYN en el estriado de ratén (Isola y
cols., 2008a) tras la administracién de nicotina.

La nicotina no sélo induce aumentos en los niveles de los péptidos opioides
tras su administracién aguda, sino que también se han observado cambios en el
contenido de péptidos opioides, como por ejemplo en el contenido de encefalinas,
y de receptores opioides p cuando la droga es administrada de manera crénica
(Houdi y cols., 1998; Wewers y cols., 1999). Sin embargo, no hay un consenso claro
acerca de las variaciones que induce la administraciéon de nicotina crénica en el
sistema opioide endégeno ya que algunos autores observaron un aumento de
encefalinas (Hexum y Russett, 1987) mientras que otros demostraron una
disminucién de dichos péptidos (Pierzchala y cols., 1987; Wewers y cols., 1999).

Los cambios en el sistema opioide endégeno observados en animales de
laboratorio tras la administracién de nicotina también se han confirmado en
humanos. Asi, se han descrito niveles elevados de B-endorfina en: (1) mujeres
fumadoras (Backon, 1989), (2) tras el consumo de cigarrillos con elevado contenido
de nicotina (2.4-2.87 mg nicotina) (Pomerleau y cols., 1983; Seyler, Jr. y cols., 1986;
Gilbert y cols., 1992), (3) después del consumo de dos cigarrillos, disminuyendo el
nivel de B-endorfina tras el quinto cigarrillo (Meliska y Gilbert, 1991), (4) cuando el
fumador consume menos de 10 cigarrillos/dia (del Arbol y cols., 2000). Sin

embargo, otros autores no pudieron demostrar cambios en los niveles de [-
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endorfina en ninguna de las etapas del proceso adictivo (Wewers y cols., 1994). Las
discrepancias observadas tanto en estudios con animales de experimentacién como
en estudios clinicos podrian ser debidas en parte a las diferencias en el nimero de
sujetos incluidos en los estudios, las dosis administradas, la duracién de los

estudios o el momento de recogida de las muestras.

3.2.1. Efectos sobre la ansiedad

La colocalizacion regional de los nAChRs y de los receptores opioides en areas
limbicas tales como el Nac y la amigdala parece constituir la base de la interacciéon
entre el sistema opioide y los efectos ansioliticos/ansiogénicos inducidos por la
nicotina. La actividad de los receptores opioides u parece necesaria para que la
nicotina induzca su efecto ansiolitico, ya que el antagonista opioide p, p-
funaltrexamina, bloquea dicho efecto (Balerio y cols., 2005). Ademas, los efectos
ansiogénicos producidos por la nicotina se potencian en animales pretratados con
el antagonista opioide 6 naltrindol. Sin embargo, los receptores x no modulan los

efectos de la nicotina sobre la ansiedad (Balerio y cols., 2005; Marco y cols., 2005).

3.2.2. Efectos sobre la actividad locomotora

La nicotina tiene la capacidad de producir una respuesta locomotora diferente
en el animal de experimentacion dependiendo de la dosis y el régimen de
administracion (ver apartado 2.3.3). Asi, dosis bajas de nicotina producen
hiperlocomocién (Ferrari y cols,, 2002) y dosis més elevadas inducen
hipolocomocién (Berrendero y cols., 2002). Es conocido que los receptores opioides
1 no estdn implicados en los efectos hipolocomotores agudos inducidos por la
nicotina ya que este efecto no se modifica en animales deficientes en dicho receptor
(Berrendero y cols., 2002). Ademas, se ha demostrado que ningtn receptor opioide
interviene en la hiperactividad locomotora producida por la administracién aguda
de nicotina (Heidbreder y cols., 1995). Por otra parte, la administracién continua de
nicotina a dosis bajas produce sensibilizacion al efecto hiperlocomotor. Los
receptores opioides p participan en este proceso ya que se ha demostrado una
pérdida de sensibilizacién a los efectos locomotores inducidos por la nicotina en

animales deficientes en estos receptores (Yoo y cols., 2004). La activacion de los
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receptores x previene el desarrollo de la sensibilizacion (Hahn y cols., 2000),
mientras que los receptores opioides & no participan en este efecto (Heidbreder y

cols., 1996).

3.2.3. Efectos antinociceptivos

Diferentes estudios indican que el sistema opioide endégeno participa en el
efecto antinociceptivo de la nicotina. De esta forma, se ha demostrado
recientemente en ratones que la administracion de nicotina a una dosis que
produce antinocicepcion se correlaciona con el aumento de met-encefalina en el
asta dorsal de la médula espinal (Kiguchi y cols., 2008). Sin embargo, no se observé
aumento alguno de péptidos derivados de la POMC o de la PDYN en dicha
estructura (Kiguchi y cols., 2008). Previos estudios han mostrado un bloqueo de los
efectos antinociceptivos de la nicotina en diferentes modelos animales de
antinocicepcion debido al pretratamiento con naloxona (Tripathi y cols., 1982;
Zarrindast y cols.,, 1997; Biala y cols.,, 2005, Campbell y cols., 2006). Los
antagonistas opioides p, 6 y x también disminuyen la antinocicepciéon producida
por la nicotina a nivel espinal (Campbell y cols.,, 2007). Sin embargo, la
participacién de los receptores p es mas relevante que la de los receptores d o x a
nivel de la antinocicepcion supraespinal (Campbell y cols., 2007). De acuerdo con
estos datos, los efectos antinociceptivos inducidos por la nicotina, tanto a nivel
espinal como supraespinal, estdn disminuidos en animales deficientes de los
receptores opioides u (Berrendero y cols., 2002). Otros autores han demostrado un
aumento del efecto antinociceptivo supraespinal y espinal de la morfina cuando es
administrada conjuntamente con la nicotina, demostrando una interaccién entre
ambos drogas. Sin embargo, el efecto antinociceptivo supraespinal y espinal de
agonistas & (DPDPE) o x (U50-488) no es potenciado cuando se administran
conjuntamente con nicotina (Suh y cols., 1996a; Suh y cols., 1996b).

3.2.4. Efectos en la tolerancia antinociceptiva
La administracion crénica de nicotina induce tolerancia a su efecto

antinociceptivo (ver apartado 2.3.5.2.2). El sistema opioide endégeno, ademas de

participar en los efectos antinociceptivos agudos de la nicotina, parece modular el
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desarrollo de la tolerancia antinociceptiva. Asi, se ha demostrado la existencia de
una tolerancia cruzada entre la morfina y la nicotina mediante el ensayo de la
formalina (Zarrindast y cols., 1999) y de la placa caliente (Biala y Weglinska, 2006).
También se ha demostrado que la administracién conjunta de ambas drogas es
capaz de aumentar la tolerancia antinociceptiva de cada una por separado
(Zarrindast y cols., 1999). Asimismo, un pretratamiento con nicotina en ratones que
recibieron morfina crénica produce una disminucién de la tolerancia y la

dependencia inducida por el opidceo (Haghparast y cols., 2008).

3.2.5. Efectos reforzantes

La busqueda de una terapia farmacolégica para la adiccion al tabaco basada en
el sistema opioide endégeno se inicié con el hallazgo de la disminucién en el
consumo y el deseo hacia el tabaco tras la administracion de naloxona (Karras y
Kane, 1980). (Karras y Kane, 1980). Aunque este mismo resultado fue confirmado
por otros investigadores (Gorelick y cols., 1988, Wewers y cols., 1998), ciertos
grupos no lograron probar la existencia de modificacién alguna en el consumo y
deseo por el tabaco después de la administracion de antagonistas opioides
(Nemeth-Coslett y Griffiths, 1986; Sutherland y cols., 1995). A pesar de estos datos
contradictorios, se ha postulado que el bloqueo de los receptores opioides, sobre
todo mediante el uso de naltrexona, puede ser una buena terapia para el cese del
tabaquismo. Esta afirmacion esta basada en la observacion de una disminucién del
efecto agudo reforzante de la nicotina en fumadores abstinentes tras la
administracién de naltrexona (King y Meyer, 2000; Epstein y King, 2004). Sin
embargo, se requieren mas estudios clinicos para determinar el papel exacto del
sistema opioide endoégeno en las diferentes etapas del proceso adictivo de la
nicotina. Por otro lado, la investigacion bésica estd ayudando a conocer con mas
precisiéon el papel desempenado por cada componente del sistema opioide
endégeno en el proceso adictivo de la nicotina. Asi, la liberacién de DA en el Nac
inducida por nicotina necesita de la activaciéon de los receptores opioides p
localizados en el ATV (Tanda y Di, 1998), ya que antagonistas de este receptor
bloquean dicha liberacién. El aumento de DA extracelular en el Nac inducida por
la nicotina disminuye también con la administracién previa de (+/-) cyclozocina,

antagonista opioide p y agonista opioide x (Maisonneuve y Glick, 1999). A nivel
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comportamental, se ha demostrado un bloqueo de la induccién del
condicionamiento de plaza inducido por nicotina en animales deficientes de los
receptores opioides u (Berrendero y cols., 2002). Asimismo, se ha demostrado que
el tratamiento repetido de nicotina que induce un condicionamiento espacial se
relaciona con un aumento de la expresion de receptores p (Walters y cols., 2005) y
que el antagonista opioide naloxona bloquea el efecto reforzante de la nicotina y la
capacidad de los estimulos contextuales de inducir una preferencia de lugar. En
linea con estos datos, la administracion aguda de naloxona bloquea la capacidad
de la nicotina de inducir un condicionamiento espacial (Zarrindast y cols., 2003).
Todos estos estudios indican que la activaciéon de los receptores opioides, en
especial los receptores p, es necesaria para que la nicotina manifieste sus
propiedades reforzantes.

Mediante estudios de AEIC se ha demostrado también la interaccion existente
entre los receptores opioides p y los efectos reforzantes de la nicotina, ya que la
administracién de morfina aumenta la eficacia de la nicotina para bajar el umbral
de refuerzo evaluado mediante esta técnica (Huston-Lyons y cols., 1993). Sin
embargo, los datos obtenidos mediante la técnica de autoadministracién
intravenosa son confusos y escasos. Se ha observado que la administracién del
agonista opioide 1 DAMGO reduce la autoadministracion de nicotina cuando éste
es administrado directamente en el ATV o en el ntcleo tegmental pedanculo-
pontino (Corrigall y cols., 2000; Corrigall y cols.,, 2002), mientras que la
administraciéon de antagonistas opioides, como la naloxona, naltrexona o el
antagonista selectivo del receptor opioide p CTOP no modifica el comportamiento
de autoadministracion de nicotina (Corrigall y Coen, 1991; Corrigall y cols., 2002;
DeNoble y Mele, 2006). Ademas, el DAMGO es capaz de disminuir el nimero de
respuestas en el manipulando activo en el test de razén progresiva, lo que sugiere
una disminucién en la motivacion del animal por conseguir la droga (Corrigall y

cols., 2002).
3.2.6. Efectos en la abstinencia de la nicotina
Estudios clinicos han demostrado el desarrollo de una sintomatologia de

abstinencia acompafiada de cambios de humor en fumadores que han recibido

antagonistas opioides (Sutherland y cols., 1995; Krishnan-Sarin y cols., 1999). Este
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dato sugiere la participacion del sistema opioide enddgeno en la abstinencia
nicotinica. Ademads, estudios en animales de experimentaciéon demuestran
modificaciones en el sistema opioide endégeno debido a la retirada de la nicotina
del organismo. Asi, roedores abstinentes a la nicotina manifiestan un aumento del
ARNm de PENK en el estriado y en el hipocampo (Dhatt y cols., 1995; Houdi y
cols., 1998; Isola y cols., 2002) asi como un aumento de la actividad estriatal,
particularmente accumbal, de las neuronas que contienen dinorfinas (Isola y cols.,
2008b). En relacién a la B-endorfina, se ha observado una disminucion de la POMC
en el hipotdlamo en etapas tempranas y tardias de la abstinencia a la droga
(Rasmussen, 1998). No obstante, no existen datos suficientes que aclaren las
posibles variaciones en la densidad o actividad funcional de los receptores
opioides como consecuencia de la abstinencia a la nicotina. Por un lado, hay
autores que demuestran una disminuciéon de los receptores opioides p en el
estriado e hipocampo en animales abstinentes a la nicotina (Marco y cols., 2007).
Sin embargo, otros autores han demostrado que no existe ninguna alteracién ni en
la densidad ni en la actividad funcional de dicho receptor en las diferentes areas
analizadas (Vihavainen y cols., 2008).

Aparte de estos datos bioquimicos, estudios comportamentales confirman la
participacion del sistema opioide en la dependencia de nicotina. En este sentido, el
antagonista opioide naloxona es capaz de precipitar un sindrome de abstinencia de
nicotina en animales dependientes de la misma, hecho que confirma la existencia
de mecanismos comunes entre ambos sistemas (Malin y cols., 1993; Carboni y cols.,
2000; Bissiere y cols., 2003; Balerio y cols., 2004; Biala y cols., 2005). Ademas, se ha
demostrado que la morfina disminuye la sintomatologia de una abstinencia
espontanea a la nicotina (Malin y cols., 1993) mientras que la nicotina reduce la
capacidad de la naloxona de precipitar un sindrome de abstinencia y una aversiéon
de plaza tras un tratamiento crénico con morfina (Zarrindast y Farzin, 1996; Araki
y cols., 2004). Asimismo, una disminucién de la expresion de los signos soméaticos
de la abstinencia de nicotina se ha descrito en animales deficientes de los
receptores opioides u (Berrendero y cols., 2002).

Diversos estudios indican que el sistema opioide también participa en la
sintomatologia emocional negativa asociada a la abstinencia nicotinica. Asi, la
naloxona es capaz de producir una aversién de plaza en animales tratados

créonicamente con nicotina (Ise y cols., 2000; Watkins y cols., 2000; Zarrindast y
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cols., 2003; Balerio y cols., 2004). Ademas, la administracion de agonistas opioides
1, 6 y x disminuye la capacidad de la mecamilamina de producir una aversién de
plaza en animales tratados crénicamente con nicotina (Ise y cols., 2000; Ise y cols.,
2002). Sin embargo, el papel de los antagonistas opioides en la sintomatologia
emocional negativa de la abstinencia a la nicotina no se ha podido demostrar
mediante la técnica de AEIC (Huston-Lyons y Kornetsky, 1992; Watkins y cols.,
2000).
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Objetivos

Objetivos generales

* Evaluar la participacién de los diferentes receptores opioides en los efectos
farmacolégicos inducidos por la nicotina relacionados con las propiedades
adictivas de la misma. Para ello, se han utilizado tanto estrategias
farmacolégicas como ratones knockout deficientes en alguno de los

receptores que componen el sistema opioide endégeno.

* Evaluar la participacion de los diferentes péptidos opioides endégenos en
los efectos farmacolégicos producidos por la nicotina relacionado con sus
propiedades adictivas. Con esta finalidad, se han utilizado tanto estrategias
farmacolégicas como ratones knockout deficientes en alguno de los genes

que codifican a los precursores de los péptidos opioides.

* Realizar la puesta a punto de un modelo de recaida a la nicotina en ratén
mediante la presentacion de estimulos ambientales previamente asociados
al consumo de la droga, exposicién a estrés y por nuevo contacto con la
nicotina con la finalidad de estudiar con posterioridad los sustratos

neurobiolégicos que median dicho proceso.

Objetivos especificos

* Evaluar el papel de los péptidos opioides derivados de la PENK en los
efectos antinociceptivos e hipolocomotores inducidos por la nicotina, asi
como en los efectos reforzantes y de dependencia fisica inducidos por esta
droga. Los experimentos se han realizado en animales knockout deficientes

de dicho precursor de péptidos opioides. (Articulo 1)

* Examinar el papel desempefiado por los receptores opioides & en las
respuestas hipolocomotoras y antinociceptivas producidas por la nicotina,
asi como en los efectos de recompensa y dependencia fisica de esta droga.
Para ello, hemos utilizado animales knockout deficientes de este receptor

opioide. (Articulo 2, en preparacion)

71



Objetivos

72

Investigar la contribuciéon de los péptidos opioides derivados de la PDYN
en las respuestas agudas de la nicotina sobre la locomocién y
antinocicepcién, asi como en las respuestas reforzantes y de dependencia
fisica producidas por la droga. Para conseguir este objetivo se han utilizado

ratones knockout deficientes de dichos péptidos opioides. (Articulo 3)

Estudiar la participacién de los receptores opioides p en la tolerancia a los
efectos antinociceptivos de la nicotina inducida tras la administracion
cronica de la misma. Para ello, hemos utilizado técnicas autorradiograficas
y comportamentales en ratones deficientes del receptor opioide p. (Articulo

)

Analizar el papel desempenado por los receptores opioides x en la
tolerancia antinociceptiva inducida por la administraciéon crénica de
nicotina. Para realizar este objetivo hemos utilizado técnicas
autorradiogréaficas y comportamentales. Asimismo, hemos analizado el
papel de las dinorfinas y de los receptores NMDA en la tolerancia
antinociceptiva producida por la administracién crénica de nicotina. Para
lograr este objetivo hemos utilizado técnicas bioquimicas y

comportamentales. (Articulo 5)

Puesta a punto de un modelo de recaida a la btsqueda de nicotina
mediante los tres factores que inducen recaidas en humanos: nuevo
contacto con la droga, presentacion de estimulos asociados a la toma de
nicotina y estrés. Esta puesta a punto tiene como finalidad estudiar con
posterioridad los sustratos neurobiolégicos que median el proceso de

recaida. (Articulo 6)
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Articulo 1

Nicotine-induced antinociception, rewarding effects, and physical dependence are

decreased in mice lacking the preproenkephalin gene. Berrendero F, Mendizabal V,
Robledo P, Galeote L, Bilkei-Gorzo A, Zimmer A, Maldonado R. (2005) Journal of
Neuroscience 25(5):1103-12.

Objetivos

Evaluar las posibles diferencias en los efectos agudos de la nicotina sobre la
actividad locomotora y la nocicepcién entre los animales deficientes de la
PENK y sus correspondientes animales controles wild-type.

Evaluar los efectos de recompensa producidos por la nicotina en un
paradigma de condicionamiento espacial en animales deficientes de la
PENK y en sus correspondientes animales controles wild-type.

Evaluar los efectos de la droga sobre los niveles extracelulares de DA en el
Nac mediante la técnica de microdialisis in vivo en ambos genotipos.
Evaluar en ambos genotipos las manifestaciones somaticas de la abstinencia
a la nicotina precipitada por mecamilamina en animales dependientes de la

misma.

Resultados

No se observaron cambios significativos en el efecto hipolocomotor
inducido por la administracion aguda de nicotina en los animales
deficientes de la PENK.

Los efectos antinociceptivos inducidos por la nicotina resultaron
disminuidos de una manera significativa en los animales mutantes, tanto en
el ensayo de la placa caliente como en el de la inmersion de la cola.

El aumento en las concentraciones extracelulares de DA producido por la
nicotina en el Nac resulté atenuado en los animales deficientes del
precursor de péptidos opioides.

El efecto reforzante producido por la nicotina medido por un
condicionamiento espacial fue bloqueado en los animales deficientes de la

PENK.
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+ Las manifestaciones somaticas del sindrome de abstinencia de nicotina se

redujeron en los animales knockout deficientes de la PENK.

Conclusiones

* Los péptidos opioides derivados de la PENK median los efectos
antinociceptivos de la nicotina. Sin embargo, no participan en los
efectos hipolocomotores de la droga.

* Los péptidos opioides derivados de la PENK median el incremento de
las concentraciones extracelulares de DA inducido en el Nac por la
nicotina.

* Los péptidos opioides derivados de la PENK regulan las propiedades
de recompensa de la nicotina como se demostr6 en el paradigma del
condicionamiento espacial.

* Los péptidos opioides derivados de la PENK son necesarios para la

expresion somatica de la dependencia fisica de nicotina.
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Resultados

Articulo 2

6-opioid receptors participate in the rewarding effects of nicotine. Galeote L

Berrendero F, Bura SA, Kieffer BL, Maldonado R. (En preparacion).

Objetivos

Evaluar el papel de los receptores opioides & en los efectos agudos de la
nicotina sobre la nocicepcién y la actividad locomotora.

Investigar la participacion de estos receptores en el aumento de las
concentraciones extracelulares de DA a nivel del Nac inducido por la
administracion aguda de nicotina.

Determinar los efectos reforzantes de la nicotina en animales deficientes de
los receptores opioides & mediante un paradigma de condicionamiento
espacial.

Estudiar las manifestaciones somaticas de un sindrome de abstinencia de
nicotina en ratones deficientes de los receptores opioides 6.

Analizar los posibles cambios en la actividad funcional y en la densidad de
estos receptores en la region lumbar de la médula espinal y en
determinadas &reas cerebrales en animales tolerantes a los efectos

antinociceptivos de la nicotina.

Resultados

El efecto antinociceptivo producido por la nicotina fue similar en los
animales deficientes del receptor opioide 6 y sus correspondientes
controles. Tampoco se observé ninguna diferencia entre genotipos en los
efectos hipolocomotores de la nicotina.

El aumento de DA extracelular a nivel del Nac producido por nicotina fue
significativamente menor en animales deficientes de los receptores opioides
d.

El condicionamiento de preferencia de plaza inducido por nicotina resultd
suprimido en ratones carentes del receptor opioide 6.

La sintomatologia fisica de la abstinencia nicotinica se manifesté por igual

en ambos genotipos.
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No se produjeron cambios a nivel de la médula espinal ni en las diferentes
estructuras cerebrales evaluadas en la actividad funcional ni en la densidad
de los receptores opioides & en los animales tolerantes al efecto

antinociceptivo de la nicotina.

Conclusiones

88

Los receptores opioides 6 no participan en los efectos antinociceptivos ni
hipolocomotores que produce la administracién aguda de nicotina.

Los receptores opioides 6 median el aumento de DA extracelular en el Nac
inducido por la nicotina.

Los receptores opioides 6 regulan los efectos de recompensa de la nicotina
como se demostroé en el paradigma del condicionamiento espacial.

Los receptores opioides 0 no participan en la expresion somatica de la
dependencia fisica de nicotina.

Los receptores opioides & no parecen intervenir en el fenémeno de

tolerancia antinociceptiva de la nicotina.



Resultados

LOS RECEPTORES OPIOIDES 6 PARTICIPAN EN LOS EFECTOS
REFORZANTES DE LA NICOTINA.
Galeote L, Berrendero F, Bura SA, Kieffer BL, Maldonado R. (En preparacion).

La literatura cientifica aporta numerosos datos acerca del papel desempenado por
el sistema opioide endégeno en los efectos farmacoldgicos inducidos por la
nicotina. Sin embargo, hay pocas evidencias sobre la participacién precisa de los
receptores opioides O en las respuestas comportamentales producidas por esta
droga. Mediante el uso de animales deficientes del receptor opioide 6 evaluamos el
papel que desempefia este receptor en los efectos farmacolégicos de la nicotina y
en particular aquellos relacionados con sus propiedades adictivas. La
antinocicepcién aguda producida por la nicotina (1, 3 y 6 mg/kg, s.c) evaluada
mediante los ensayos de la inmersion de la cola y de la placa caliente fue similar en
animales deficientes del receptor 6 y sus correspondientes wild-type. Los efectos
hipolocomotores producidos por la inyeccién aguda de nicotina (1, 3 y 6 mg/kg,
s.c) tampoco se modificaron en los animales mutantes. Sin embargo, los animales
carentes del receptor opioide & manifestaron un menor aumento del contenido de
DA en el Nac tras la administraciéon de nicotina (0.5 mg/kg, s.c). Ademas, el
condicionamiento de preferencia de plaza inducido por la misma dosis de nicotina
resulté suprimido en estos animales knockout. Por otro lado, la severidad del
sindrome de abstinencia fisica precipitado por el antagonista nicotinico
mecamilamina (1 mg/kg s.c) en animales dependientes de nicotina fue similar en
ambos genotipos. Por tltimo, no se observaron cambios en la actividad funcional
ni en la densidad de los receptores opioides & ni en la médula espinal ni en las
diferentes areas cerebrales evaluadas en los animales tolerantes a los efectos
antinociceptivos de la nicotina. En resumen, los receptores opioides 6 median el
aumento de DA extracelular producido en el Nac por la nicotina asi como los
efectos reforzantes de la misma como se demostr6 en el paradigma de la

preferencia de plaza condicionada.
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Introduccion

La nicotina es el principal componente psicoactivo del tabaco y la causante de
la adiccién al mismo. La nicotina, a través de la activacion de los nAChRs, produce
multitud de efectos farmacolégicos tales como antinocicepcion, efectos reforzantes
y efectos sobre la ansiedad entre otros (Picciotto, 2003). La activaciéon de los
nAChRs, expresados de manera mayoritaria a nivel presinaptico, induce la
liberacion de diversos neurotransmisores entre ellos los péptidos opioides (Houdi
y cols., 1991; Gotti y cols., 2006; Isola y cols., 2008).

El sistema opioide endégeno participa tanto en los efectos motivacionales de
los reforzadores naturales como en los de las drogas de abuso (Bodnar y
Hadjimarkou, 2003). En relacién a la nicotina, estudios recientes han demostrado la
importancia de la activaciéon de los receptores opioides p en los efectos reforzantes
(Walters y cols., 2005) y en las variaciones de las concentraciones extracelulares de
DA en el Nac inducidas por la droga (Tanda y Di, 1998; Maisonneuve y Glick,
1999). Asimismo, se ha demostrado que tanto los péptidos opioides derivados de la
PENK como los receptores opioides p participan en los efectos antinociceptivos y
reforzantes de la nicotina, y en la dependencia fisica inducida por la misma
(Berrendero y cols., 2002; Berrendero y cols., 2005). Por otra parte, la tolerancia
antinociceptiva de la nicotina se asocia a una sobreactivacion de los receptores
opioides p (Galeote y cols., 2006) y a una disminucién de la densidad de los
receptores opioides x (Galeote y cols., 2008) localizados en la médula espinal. Este
aumento de actividad de los receptores p frena la tolerancia antinociceptiva,
mientras que la disminucién de los receptores x la favorece.

A pesar de los datos existentes acerca del papel del sistema opioide endégeno
en las respuestas comportamentales de la nicotina, la participacién que ejercen los
receptores opioides d en estas respuestas es menos conocida. Ademas, los escasos
estudios que constan en la literatura cientifica sobre el papel de estos receptores en
los efectos reforzantes de drogas como la cocaina o la morfina son contradictorios y
confusos (Suzuki y cols., 1994; De Vries y cols., 1995; Suzuki y cols., 1997; David y
cols., 2008). En relacion a la nicotina, se ha demostrado que los receptores opioides
® modulan el efecto ansiogénico producido por una administracién aguda de

nicotina (Balerio y cols., 2005).
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El objetivo del presente trabajo fue determinar el papel de los receptores
opioides & en los efectos farmacolégicos de la nicotina con sus propiedades

adictivas.

91



Resultados

Materiales y métodos

Animales

La generaciéon de los animales deficientes del receptor opioide & ha sido
descrita previamente (Filliol y cols., 2000). Los animales utilizados en este estudio
tenian una edad de 8-12 semanas y pertenecian a la cepa C57BL/6. Los animales (5
por caja) se mantuvieron bajo unas condiciones ambientales de temperatura (21 +
1°C) y humedad (55 + 10%) controladas, con un ciclo de 12 h luz /12 h oscuridad
(luz entre las 8:00 A.M y 8:00 P.M). La comida y el agua estuvieron disponibles ad
libitum todo el tiempo excepto en el momento de la realizacion de los
experimentos. Los animales se manipularon y habituaron a su nuevo ambiente una
semana antes de comenzar la fase experimental. Los experimentos fueron
conducidos de acuerdo con la Directiva Europea Comunitaria: 86/609/EEC y

aprobados por el comité ético local.

Drogas

La sal hidrogenada de tartrato de nicotina (3-(1-Metilpirrolidin-2-il)piridina) y
la mecamilamina hidroclorhidrica (Sigma, Madrid, Espafia) se disolvieron en
solucion salina (0.9%). Ambas sustancias se administraron por via subcutdnea en
un volumen de 10 ml/kg. Todas las dosis de nicotina se calcularon como sal
hidrogenada de tartrato de nicotina. La ketamina hidroclorhidrica (100 mg/kg)
(Imalgéne 1000; Rhone Mérieux, Lyon, Francia) y la xylazina hidroclorhidrica (20
mg/kg) (Sigma, Madrid, Espafia) se disolvieron y mezclaron en etanol (5%) y agua
destilada (95%). Esta mezcla anestésica se administré en un volumen de 20 ml/kg

por peso de animal por via intraperitoneal.

Actividad locomotora

La respuesta locomotora producida por la administraciéon aguda de nicotina (1,
3y 6 mg/kg, s.c) o salino se evalu6 mediante el uso de las cajas individuales de
actividad locomotora (9 x 20 x 11 cm, Imetronic, Francia) como ha sido descrito
previamente (Berrendero y cols., 2002). Los animales se introdujeron en las cajas 5
minutos después de la administracién de la droga y la actividad locomotora, tanto
horizontal como vertical, se evalu6 durante 10 minutos en un ambiente de baja

luminosidad (20-25 lux).
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Ensayos de la inmersion de la cola y de la placa caliente

La respuesta antinociceptiva de cada animal se evalué 15 y 16 minutos después
de la administracioén de nicotina (1, 3 y 6 mg/kg, s.c.) o salino mediante los ensayos
de la inmersién de la cola y de la placa caliente, respectivamente, como ha sido
descrito con anterioridad (Simonin y cols., 1998). La temperatura en el ensayo de
inmersion de la cola se mantuvo a 50 + 0.5°C gracias a una bomba térmica
reguladora de agua circulante (Clifton, North Somerset, Reino Unido). Se midi6 el
tiempo que tarda el animal en retirar la cola del bafio de agua caliente. Con el
objeto de prevenir dafios titulares se permitié un tiempo méximo de permanencia
de la cola (cut-off) en el bafio de 5 segundos. En el ensayo de la placa caliente, la
superficie de la placa permaneci6 a 52 + 0.1°C (Columbus Instruments, Columbus,
OH, EEUU). El umbral nociceptivo que evaluamos fue la respuesta del salto del
animal. En ausencia de salto y con el objeto de evitar dafios tisulares se retir6 al
animal de la placa caliente a los 240 segundos (cut-off) del comienzo del ensayo.
Los datos de ambos ensayos se expresaron como el méximo efecto posible usando
la siguiente ecuacion: (MPE %) = (latencia de retirada de la cola o salto - latencia

media del grupo control)/ (tiempo cut-off - latencia media del grupo control) x 100.

Paradigma de condicionamiento de preferencia de plaza

Los efectos reforzantes de la nicotina se evaluaron mediante el
condicionamiento de preferencia de plaza no sesgado utilizado por Castafie y
colaboradores (2002). El paradigma consistié en dos compartimentos diferentes
entre si y separados por una division central. Durante la fase de pre-
condicionamiento, el animal tuvo libre acceso a los compartimentos durante 18
minutos. Durante la fase de condicionamiento, se traté al animal en dias alternos
con inyecciones de nicotina (0.5 mg/kg, s.c.) o salino durante 8 dias. Los animales
controles recibieron salino todos los dias. Inmediatamente después de la inyeccion
de nicotina o salino se condicion¢ al animal en su correspondiente compartimento
durante 20 minutos. El dia de la mediciéon (post-condicionamiento) fue similar al
dia de pre-condicionamiento (libre acceso a los compartimentos durante 18
minutos). El resultado final se calculé como la diferencia entre el tiempo que
permanece cada animal en el compartimento asociado a la droga durante la fase de

post-condicionamiento y la fase de pre-condicionamiento.
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Cirugia y procedimiento de microdidlisis

La concentracion extracelular de DA en el Nac tras la inyecciéon aguda de
nicotina (0.5 mg/kg, s.c) o salino se determiné mediante la técnica de microdialisis
in vivo como describieron previamente Berrendero y colaboradores (2005). Se
anestesio a los animales con la mezcla ketamina/xylazina (20 ml/kg i.p) y se les
realiz6 la cirugia estereotaxica (Paxinos y Franklin, 1997). Se implant6 la canula
guia de 1 mm en el Nac (AP: + 1.60 mm; ML: - 0.7 mm; DV: - 3.80 mm de bregma) y
se fij6 con cemento dental. La fibra (CMA/7, CMA Microdialysis, Estocolmo,
Suecia) se introdujo 2 dias después de la cirugia dentro de la canula guia. Los
animales se habituaron durante toda la noche al nuevo ambiente experimental 2
dias después de la colocacion de la fibra. A la mafiana siguiente, se recolectaron
todas las muestras en un flujo constante de 1 pl/min cada 18 minutos. Las
muestras basales se recogieron durante 90 minutos e inmediatamente después de
transcurrido ese tiempo se inyecté nicotina (0.5 mg/kg, s.c) o salino.
Seguidamente, se recolectaron las muestras por un periodo de 180 minutos y se
analizaron mediante el HPLC.

El aumento del contenido extracelular de DA en el Nac tras la administracion
de salino o nicotina se calculé como el &rea bajo la curva (AUC) usando el método
estandar (Gibaldi y Perrier, 1975). Se utiliz6 la siguiente ecuacion: AUC = [0.5%(B +
E1)*h] [0.5%(E1 + E2)*h] + [0.5*(E2 + Es)*h] + ...[ 0.5%(En1 + En)*h] donde B es el
promedio de los basales, E, son los porcentajes de DA respecto al basal tras la
inyeccién de nicotina o salino y h es la duracién de recogida de las muestras (18
min).

Una vez finalizado el experimento se extrajeron los cerebros de los animales
para comprobar que la fibra estaba colocada de forma correcta en el Nac. Los
cerebros se cortaron en un criostato en secciones coronales de 20 um y se tifieron
con cresil violeta. Solo aquellos animales que tuvieron la fibra implantada de

manera correcta se incluyeron en el estudio.

Sindrome de abstinencia fisica de nicotina

La dependencia de nicotina se indujo mediante el uso de minibombas
osmoticas Alzet (Modelo 2001) (Alzet”, Cupertino, CA, EEUU), como ha sido
descrito con anterioridad (Castafié y cols., 2002). Estas minibombas implantadas de

manera subcutdnea bajo anestesia liberaron salino o nicotina bajo un flujo
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constante de 1 pl/h. Los animales recibieron durante 6 dias una media de nicotina
de aproximadamente 25 mg/kg/dia. La abstinencia de nicotina se precipit6 al
séptimo dia mediante la inyeccién del antagonista nicotinico mecamilamina (1
mg/kg, s.c.). Los signos sométicos de la abstinencia se evaluaron inmediatamente
tras la inyeccion del antagonista y durante un periodo de 30 minutos (Castafé y
cols., 2002). Se calcul6é una puntuacién global de los signos sométicos para cada

animal dédndole a cada signo individual un valor relativo (Castafié y cols., 2002).

Estudios de tolerancia antinociceptiva a la nicotina

Se les aplico a los animales un tratamiento crénico de nicotina con la finalidad
de determinar posibles cambios en la densidad y/o actividad funcional de los
receptores opioides . Asi, los ratones recibieron nicotina (5 mg/kg, s.c) o salino 3
veces al dia durante 12 dias (Galeote y cols., 2006). Este protocolo experimental

induce tolerancia a los efectos antinociceptivos inducidos por la nicotina.

Procedimientos autorradiogrificos
Procesamiento de los cerebros y médulas espinales

Una hora después de la dltima inyeccion, se decapitaron los animales y se
extrajeron sus cerebros y médulas espinales. Los cerebros y médulas espinales se
cortaron en un criostato en secciones coronales de 20 pym y se guardaron a -80°C
hasta su procesamiento. Se identificaron las estructuras cerebrales a partir del atlas
de ratén de Paxinos y Franklin (1997) y las laminas medulares a partir de la
citoarquitectura de rata como ha sido publicado previamente (Molander y cols.,

1984).

Autorradiografia de la union de [PH] deltorphin 11 a los receptores opioides 6

Se utilizé el procedimiento autorradiografico detallado con anterioridad
(Kitchen y cols., 1997). Para determinar la union total del agonista al receptor los
cortes se preincubaron durante 30 minutos en un buffer con 50 mM Tris-HCl, pH
7.4 que contenia 0.9% NaCl. Posteriormente, se incubaron durante 60 minutos en
un buffer con 50 mM Tris-HCl, pH 7.4 que contenia el agonista de los receptores
opioides & [*H] ile 5¢ - deltorphin II a la concentracién de 8 nM. Como control de
especificidad se utiliz6é el mismo buffer con el agonista en presencia de 10 pM de

naloxona durante 60 minutos. Después de la incubacién se realizaron 3 lavados de
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5 minutos a 4°C en un buffer con 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) y los cortes se secaron
con una corriente de aire frio. Los autorradiogramas se generaron al exponer los
tejidos junto con los estdndares autorradiograficos ([*H] microscales, Amersham), a
una pelicula sensible a tritio (Hyperfilm-[*H], Amersham) por un periodo de 4
semanas para los cortes cerebrales y de 14 semanas para las secciones de médula
espinal. Después de este periodo de exposicién, las peliculas se revelaron y
cuantificaron mediante un sistema computerizado de anélisis de imagen (MCID,
St. Catharines, Ontario, Canada) utilizando la curva estandar generada a partir de

los estandares-[3H].

Union de [>S] GTP)S estimulada por el agonista DPDPE

Se utiliz6 el protocolo previamente desarrollado (Sim y cols., 1995). Los cortes
se lavaron en un buffer que contenia 50 mM Tris-HCl, 3 mM MgCl,, 0.2 mM EGTA,
100 mM NaCl, pH 7.4 a 25°C durante 10 minutos, seguido por un periodo de 30
minutos de preincubacién en un buffer con 2 mM GDP a 25°C. Posteriormente, la
incubacién se realizé en un buffer con 2 mM GDP, 0.04 nM [35S]GTPYS que
contenia (estimulado) o no (basal) 10 pM DPDPE a 25° durante 2 horas. La unién
de [¥S] GTPYS estimulado por el agonista DPDPE se reverti6 mediante la
administracién de naltrindol 0.01 pM. Después de la incubacién se realizaron 2
lavados de 5 minutos con buffer que contenia 50 mM Tris-HCl, pH 7.0 a 4°C. Los
cortes se secaron y se expusieron a una pelicula (Kodak, Biomax, MR) durante 48
horas. Las peliculas se cuantificaron con un sistema computerizado de andlisis de

imagen (MCID, St. Catharines, Ontario, Canada).

Anilisis estadistico

Se utiliz6 un ANOVA de dos vias (genotipo y tratamiento como factores de
variacién) para comparar tanto los efectos agudos de la nicotina como los signos
somaticos de la abstinencia nicotinica, seguido de un ANOVA de una via para
diferencias individuales y comparaciones post hoc (Dunnett’s test) cuando fueron
necesarias. Los datos obtenidos en la microdialisis in vivo se analizaron mediante
un ANOVA de tres vias de medidas repetidas con tratamiento y genotipo como
factores entre-sujetos y tiempo después de la inyeccién de la droga como factor

intra-sujetos. Para el andlisis del AUC se utiliz6 un ANOVA de dos vias (genotipo
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y tratamiento como factores de variacién) seguido de un ANOVA de una via para
diferencias individuales y comparaciones post hoc (Dunnett’s test) cuando fueron
requeridas. Para demostrar que los estudios del condicionamiento de preferencia
de plaza no fue un procedimiento sesgado se utiliz6 un ANOVA de una via con los
tiempo que los animales permanecieron en el compartimento asociado a la droga
durante la fase de pre-condicionamiento. Por otro lado, se us6é un Student's t test
pareada para comparar diferencias individuales entre el tiempo que el animal
permanece en el compartimento asociado a la droga durante las fases de pre-
condicionamiento y post-condicionamiento. Los estudios bioquimicos se
analizaron mediante un ANOVA de dos vias de medidas repetidas (tratamiento
como factor entre-sujetos y area cerebral o ldmina medular como factor intra-
sujetos) seguidos de un ANOVA de una via. Se consideraron diferencias

significativamente estadisticas cuando la probabilidad de error fue < 0.05.
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Efectos hipolocomotores vy antinociceptivos de la nicotina en animales

carentes del receptor opioide &

La administracion aguda de nicotina (1, 3 y 6 mg/kg, s.c) produjo una
disminucién de la actividad locomotora similar en los animales deficientes en el
receptor opioide & y sus correspondientes controles wild-type. En el caso de la
actividad locomotora horizontal, la ANOVA de dos vias reveld un efecto del
tratamiento (Fg79) = 59.45, p <0.01), efecto del genotipo (Fa,79) = 6.22, p <0.05) pero
no interaccién entre estos dos factores (Fs79) = 1.47, n.s). La ANOVA de una via
(tratamiento) revel6 un efecto significativo del tratamiento en animales wild-type
(Fa4=37.61, p <0.01) y knockout (F@ 44y = 32.04, p <0.01). El analisis Post hoc mostro
una disminucién similar de la actividad horizontal en animales wild-type (1, 3 y 6
mg/kg; p < 0.01) y en animales deficientes de los receptores opioides 6 (1, 3 y 6
mg/kg; p < 0.01) en comparacion con el grupo salino (figura 1A). Con respecto a la
actividad locomotora vertical, la ANOVA de dos vias mostr6 un efecto del
tratamiento (F;79) = 37.63, p <0.01), efecto del genotipo (Fu79) = 4.22, p <0.05) pero
no interacciéon tratamiento y genotipo (Fp79) = 1.38, n.s). La ANOVA de una via
(tratamiento) reveld un efecto significativo del tratamiento en animales wild-type
(Fa9=26.59, p <0.01) y knockout (F 44 = 19.22, p <0.01). El analisis Post hoc mostrd
una reduccién similar de la actividad vertical a las diferentes dosis de nicotina
administradas en wild-type (1, 3 y 6 mg/kg; p < 0.01) y en knockout (1 mg/kg; p <
0.05,3 y 6 mg/kg; p < 0.01) en comparacién con el grupo salino (figura 1B).

Las respuestas antinociceptivas inducidas por la nicotina (1, 3 y 6 mg/kg, s.c)
fueron evaluadas en ratones deficientes en el receptor opioide 8 y en animales
wild-type mediante los ensayos de la inmersién de la cola y de la placa caliente. En
el ensayo de la inmersién de la cola, la ANOVA de dos vias mostré un efecto del
tratamiento (Fs0) = 5.82, p <0.05), pero no efecto del genotipo (F.s0)= 0.83, n.s) ni
de la interaccién entre ambos factores (Fps0 = 1.06, n.s). La ANOVA de una via
(tratamiento) mostré un efecto significativo de tratamiento en los animales wild-
type (Fea4 = 3.44, p <0.05) y knockout (Fpa4y = 3.57, p <0.05). El andlisis post hoc
revel6 un efecto significativo de la dosis de 6 mg/kg en animales wild-type (p

<0.01) y de la dosis de 3 mg/kg en animales knockout (p <0.01) comparados con el
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grupo tratado con salino (figura 1C). La ANOVA de dos vias realizada en el
ensayo de la placa caliente revel6 un efecto del tratamiento (F3s0 = 28.01, p <0.05),
pero ningtn efecto del genotipo (Fa.s0)= 0.37, n.s) ni de la interaccién entre ambos
factores (Fso) = 0.58, n.s). La ANOVA de una via (tratamiento) mostré un efecto
significativo de tratamiento tanto en los animales wild-type (F44 = 18.27, p <0.01)
como en los knockout (Fp44 = 11.83, p <0.01). El andlisis post hoc revel6 efecto
significativo de las dosis de 3 y 6 mg/kg en animales wild-type (p <0.01) y en

animales knockout (p <0.01) comparados con el grupo control (figura 1C).
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Figura 1. Efectos hipolocomotores y antinociceptivos inducidos por la
administracién aguda de nicotina en animales deficientes del receptor opioide &
y wild-type. Los efectos sobre la actividad locomotora (A y B) y la nocicepcion (Cy
D) se evaluaron 5 y 15 minutos, respectivamente, tras la inyeccién de nicotina (0, 1,
3,y 6 mg/kg, s.c.). Los datos de la actividad locomotora son expresados como la
media de los movimientos contabilizados * error durante un periodo de 10 min en
los animales wild-type (n = 10-12) y knockout (n = 10-12). Los datos del ensayo de
la inmersiéon de la cola (C) y de la placa caliente (D) son expresados como el
porcentaje de maximo efecto posible (%MPE) * error en ratones wild-type (n = 10-
12) y knockout (n = 10-12). ®¥p < 0.05, ¥¥%p < 0.01 cuando comparamos con el
grupo salino del mismo genotipo (Dunnett's test).
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Concentraciones extracelulares de dopamina en el Nac tras la

administracién de nicotina en animales deficientes del receptor 0

La administracion aguda de nicotina (0.5 mg/kg, s.c) indujo un aumento de DA
extracelular en el Nac tanto en animales wild-type como en knockout. Sin
embargo, este incremento de DA fue significativamente menor en animales
deficientes de los receptores opioides 6. Una ANOVA de tres vias de medidas
repetidas realizada después de la inyeccion de nicotina revel6 un efecto
significativo del tiempo (Fp216) = 3.059, p <0.01), el genotipo (Fus = 246.632, p
<0.01) y el tratamiento (Fa24 =10.10, p <0.01). Sin embargo, no mostré efecto
significativo en las diferentes interacciones entre los factores analizados (figura 2).
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Figura 2. Efecto de la nicotina (0.5 mg/kg, s.c) sobre la concentracién extracelular
de DA a nivel del Nac obtenida por la técnica de microdialisis in vivo en
animales deficientes del receptor opioide 6 y wild-type. La flecha indica el
momento de la administraciéon de nicotina o salino. Las muestras fueron tomadas
cada 18 minutos. Todos los valores son expresados como la media del porcentaje
de estimulacién con respecto al basal tras la administracién de nicotina o salino +
error en ratones wild-type (n = 6-9) y knockout (n = 5-8).

Por otro lado, un ANOVA de dos vias calculada para el area bajo la curva
(AUC) revel6 un efecto significativo del genotipo (Fu24 = 6.91, p <0.05), el
tratamiento (F,24 = 16.43, p <0.01) pero no interaccion entre ambos factores (F1,24) =

1.09, n.s). La ANOVA de una via (tratamiento) mostr6 diferencia significativa de
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tratamiento en animales wild-type (Fq,13) = 10.40, p <0.01) y knockout (Fu,11y=7.25, p
<0.05). La ANOVA de una via (genotipo) mostr6é diferencia significativa entre
genotipos en animales que han recibido una inyeccién aguda de nicotina (Fa,12) =
4.88, p <0.05) pero no en aquellos animales que han recibido una administraciéon
aguda de salino (Fa12 = 2.12, n.s) (figura 3). Este dltimo resultado indica que la
eliminacién del gen que codifica para el receptor opioide 6 modifica el aumento de

la concentracién de DA extracelular producido en el Nac por la nicotina.

O Wild-type salino
W Wild-type nicotina

iﬁk [ 8 knockout salino
20000

M O knockout nicotina
18000

16000

*
PAY

14000

12000 H

AUC

10000

8000 -

6000 -

4000 A

2000 -

WT KO

Figura 3. Valores del AUC para la concentraciéon de DA tras la administracién de
nicotina (0.5 mg/kg) o salino en animales wild-type y knockout. E1 AUC se
calcul6é para los 108 minutos después de la administracién de nicotina o salino.
Todos los valores son expresados como la media * error en ratones wild-type (n =
6-9) y knockout (1 = 5-8). ®p < 0.05, ¥*%p < 0.01 cuando comparamos con el grupo
salino del mismo genotipo (Student's t test). ¥p < 0.05 cuando comparamos entre
genotipos (Student's t test).
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Preferencia de plaza condicionada inducida por nicotina en animales

carentes del receptor opioide &

Los efectos de recompensa inducidos por la nicotina (0.5 mg/kg, s.c) fueron
evaluados en animales deficientes del receptor opioide 6 y animales wild-type
utilizando el paradigma de condicionamiento de plaza. Los animales no mostraron
preferencia por el compartimento asociado a la droga en la fase de pre-
condicionamiento (Fgss = 0.36, n.s) (figura 3). Los animales wild-type
condicionados a la nicotina permanecieron significativamente mds tiempo en el
compartimento asociado a la droga durante la fase de post-condicionamiento que
durante la fase de pre-condicionamiento (p < 0.05). Sin embargo, este efecto no se

manifest6 en los animales knockout (figura 3) (n.s).
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Figura 3. Efectos reforzantes de la nicotina en animales knockout y wild-type
en un paradigma de condicionamiento de preferencia de plaza. El
condicionamiento de preferencia de plaza fue inducido por salino (Sal) y nicotina
(Nic 0.5 mg/kg, s.c) en ambos genotipos. La figura muestra el tiempo permanecido
en el compartimento asociado a la droga durante la fase de pre-condicionamiento y
la fase de post-condicionamiento. Todos los valores estdn expresados como la
media * error en ambos genotipos (n = 15). ¥p < 0.05, en comparacién con la fase
de pre-condicionamiento (Student's t test pareada).

102



Resultados

Manifestaciones somaticas del sindrome de abstinencia de nicotina en

animales knockout de los receptores opioides 0

Los signos sométicos caracteristicos del sindrome de abstinencia de nicotina
fueron evaluados en ambos genotipos. No se observaron manifestaciones fisicas de
abstinencia antes de la inyecciéon del antagonista nicotinico mecamilamina en
ninguno de los grupos animales. Después de la inyeccién del antagonista, los
animales tratados cronicamente con la nicotina manifestaron los signos fisicos
propios de la abstinencia de la droga (Berrendero y cols., 2002). La ANOVA de dos
vias calculada para signos sométicos representativos como el temblor corporal,
temblor de patas y ptosis revel6 un efecto significativo del tratamiento (F,s6) =
33.33, p <0.01; Fq,56 = 11.57, p <0.01; Fa 56 = 18.23, p <0.01, respectivamente) pero no
efecto del genotipo (Fuss) = 0.26, n.s; Fuse = 0.07, n.s; Fass = 0.18, nus,
respectivamente) ni la interaccién entre estos dos factores (Fq,56 = 0.26, n.s; F56) =
0.01, n.s; Fus6 = 0.32, n.s, respectivamente). Por otro lado, la ANOVA de dos vias
realizadas en la escala global de severidad de la abstinencia revel6 un efecto del
tratamiento (F,56 = 19.23, p <0.01) pero no efecto de genotipo (Fq,56 = 2.70, n.s) ni la
interaccién entre estos dos factores (F(,56 = 0.28, n.s). Posteriormente, un ANOVA
de una via (tratamiento) mostr6 un aumento en los signos individuales y en la
escala global de severidad de la abstinencia en animales que recibieron una
administraciéon croénica de nicotina en ambos genotipos (p < 0.05; p < 0.01) cuando
fueron comparados con aquellos animales que recibieron una administraciéon

cronica de salino (figura 4).
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Figura 4. La mecamilamina precipita un sindrome de abstinencia fisica tanto
en animales deficientes del receptor opioide 6 como en animales wild-type. La
abstinencia fue precipitada por la administracion aguda de mecamilamina (1
mg/kg, s.c.) después de 6 dias de tratamiento con nicotina (25 mg/kg/d) mediante
el uso de minibombas osméticas. La escala global de severidad de la abstinencia
fue calculada para cada animal dandole a cada signo individual un valor relativo
(Castané y cols., 2002). Los datos son expresados como la media *+ error en
animales wild-type y en animales deficientes del receptor 6 (n = 15 por grupo). u
p< 0.05; **p < 0.01 en comparacién con el grupo salino del mismo genotipo
(Student's t test).
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Anadlisis en la densidad v actividad funcional de los receptores opioides 8 en

ratones tolerantes al efecto antinociceptivo de la nicotina

Las posibles alteraciones en la densidad de los receptores 6 fueron evaluadas
en animales tolerantes a la nicotina mediante el uso de técnicas autorradiograficas
con [3H] deltorphin II, un agonista selectivo de los receptores 6. El tratamiento
crénico con nicotina (5 mg/kg, s.c, 3 inyecciones/dia durante 12 dias) no indujo
ninguna alteracion en los niveles de los receptores 6 ni en la médula espinal ni en
las diferentes areas cerebrales analizadas. Asi, la ANOVA de dos vias de medidas
repetidas revel6 un efecto del area cerebral evaluada (F50 = 81.00, p <0.01), pero
ningtin efecto del tratamiento (F,100 = 0.438, n.s), ni interaccién entre ambos
factores (F50=1.99, n.s). En la médula espinal, la ANOVA de dos vias de medidas
repetidas mostré un efecto de la lamina analizada (F,18) = 10.46, p <0.01), pero no
efecto del tratamiento (F1,9) = 3.09, n.s), ni interaccién entre estos dos factores (F,1s)

= (0.44, n.s) (tabla 1 A,B).

Autorradiografia [3H] deltorphin II

(fmol/mg tejido)

A B
Cerebro Salino Nicotina Médula espinal | Salino Nicotina
Caudado 146 +9.80 160.59 +7.25
putamen lateral
Caudado 90227 +7.76 108.01 £ 7.28 Laminas (I-IT) 32.34+1.29 28.76 +1.68
putamen medial
Tubérculo 79.98 +10.74 97.91 +15.45
olfatorio Léminas (III-IV) | 28.83 £ 1.55 23.68 +1.04
Corteza 64.79 £7.32 73.85+7.58
Amigdala 7324£920 57.92 £ 6.04 Lémina (X) 31.76 £ 247 2839+175
Hipocampo 36.73 + 6.69 38.71+8.53

Tabla 1. Densidad de los receptores opioides 6 en el cerebro (A) y la médula
espinal (B) en animales tratados crénicamente con salino o nicotina (5 mg/kg s.c 3
inyecciones/dia durante 12 dias). Los valores son expresados como la media +
error de 5-6 animales por grupo.
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También, se evaluaron las posibles modificaciones en la actividad funcional
de los receptores opioides 6 a nivel medular y cerebral en animales tolerantes a la
nicotina mediante el uso de autorradiografias de union de [¥5] GTPYS estimulada
por el agonista & DPDPE. La ANOVA de dos vias de medidas repetidas revel6 una
ausencia del efecto de tratamiento (F,8) = 0.162, n.s), del area cerebral evaluada
(Fis.40 = 1.92, n.s) y ausencia de interaccion entre ambos factores (Fs40 = 0.123, n.s).
De la misma forma, en la médula espinal la ANOVA de dos vias de medidas
repetidas mostré una ausencia de efecto del tratamiento (Fus = 0.547, n.s), de la
lamina analizada (Fp16 = 5.29, n.s) y ausencia de interaccién entre ambos factores
(Fe16 = 5.07, n.s) (tabla 2 A,B). Estos datos indican que el tratamiento crénico con
nicotina anteriormente comentado no produjo cambios ni en la densidad ni en la

actividad funcional de los receptores opioides 6 en ninguna estructura analizada

Unién de [3S] GTPYS estimulado por el
agonista DPDPE (% de estimulacién con
respecto al basal)

A B
Cerebro Salino Nicotina Médula espinal | Salino Nicotina
Caudado 27.60 £10.03 24.33 £ 8.63
putamen lateral

Laminas (I-II) 6.80 £1.90 9.09 £3.15
Caudado 25.69 £9.31 24.54 +9.56
putamen medial
Corteza 12.78 £ 6.96 12.74 + 6.47

Laminas (III-IV) | 6.72 +2.84 543 +245
Amigdala 37.59 £11.00 30.13 £12.54
Hipocampo 28.83 +4.53 25.45 + 8.81 Lamina (X) 6.73£1.75 8.86 + 3.64
Hipotédlamo 28.83 +10.45 20.03 £9.31

Tabla 2. Actividad funcional de los receptores opioides 6 en el cerebro (A) y
la médula espinal (B) en animales tratados crénicamente con salino o nicotina (5
mg/kg s.c 3 inyecciones/dia durante 12 dias). Los valores son expresados como la
media + error de 4-6 animales por grupo.
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Discusion

En este estudio se demuestra por primera vez la participacion de los receptores
opioides 0 en los efectos reforzantes de la nicotina. Asi, los animales deficientes del
receptor opioide & manifiestan un menor aumento de las concentraciones
extracelulares de DA en el Nac tras la administracion aguda de nicotina en
comparacién con sus correspondientes wild-type. Ademas, la preferencia de plaza
condicionada inducida por la droga no se desarroll6 en estos animales knockout.
Sin embargo, no se observaron diferencias entre ambos genotipos en los efectos
antinociceptivos e hipolocomotores agudos ni en la dependencia fisica inducida
por la nicotina. Tampoco se produjeron cambios en la densidad ni en la actividad
funcional de los receptores opioides 6 en las ldminas medulares ni en las areas
cerebrales analizadas en animales tolerantes a los efectos antinociceptivos de la
nicotina.

Los péptidos opioides derivados de la PENK (Berrendero y cols., 2005) asi
como los receptores opioides p (Berrendero y cols., 2002; Biala y cols., 2005)
participan en el efecto antinociceptivo agudo producido por la nicotina como ha
sido demostrado con anterioridad. Sin embargo, los efectos antinociceptivos de la
droga se mantienen en los ratones deficientes de los receptores opioides &. Las
encefalinas endégenas poseen una mayor afinidad por los receptores opioides
que por los receptores p, aunque resulta ser la activacion de los receptores opioides
B por las encefalinas la que media el efecto antinociceptivo de la nicotina. La escasa
proporcion de receptores opioides 6 tanto en la médula espinal como en las areas
supraespinales que controlan el dolor (Mansour y cols., 1994) puede explicar los
resultados observados. Ademas, se ha demostrado que los receptores opioides 6 y
los nAChRs no colocalizan a nivel medular. Asi, los receptores d se expresan
preferentemente en la ldmina I del asta dorsal de la médula mientras que los
nAChRs se localizan de manera predominante en las terminaciones de las fibras
nerviosas de tipo C de las laminas medulares II, IIIl y V. Ademas, los nAChRs se
expresan también en interneuronas tanto de la sustancia gelatinosa como de las
laminas mas ventrales de la médula espinal (Yaksh T.L., 1993; Genzen y cols., 2001;
Young y cols., 2008). No obstante, en contraste con nuestros resultados, Campbell y
colaboradores (2007) demostraron que la administraciéon del antagonista opioide &

naltrindol (10 mg/kg) bloqueaba la antinocicepcién espinal de la nicotina y
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disminuia también su efecto antinociceptivo a nivel supraespinal. La elevada dosis
de naltrindol utilizada en este estudio posee efectos antinociceptivos intrinsecos
(Jackson y cols., 1989), ademas de poder perder la selectividad hacia los receptores
opioides & lo que dificulta la interpretacion de estos resultados. Ademés,
diferencias metodolégicas como la especie animal utilizada en cada estudio (rata
versus ratéon), un tratamiento farmacolégico frente a la utilizaciéon de animales
knockout y la via de administracion de la nicotina (intraperitoneal wversus
subcutdnea) pueden ser también las causantes de dicha discrepancia (Campbell y
cols., 2007). Tampoco hemos observado diferencias entre los animales deficientes
en el receptor opioide 8 y sus correspondientes controles wild-type en cuanto al
efecto hipolocomotor producido por la nicotina. Estudios previos han demostrado
la ausencia de participacion de los receptores opioides p y los péptidos derivados
de la PENK en el efecto hipolocomotor de la nicotina (Berrendero y cols., 2002;
Berrendero y cols., 2005).

La administracion aguda de nicotina tiene la capacidad de aumentar las
concentraciones extracelulares de DA en el Nac, hecho relacionado con sus
propiedades reforzantes (Di Chiara y Imperato, 1988; Di Chiara, 2000). Mediante la
técnica de microdidlisis in vivo demostramos el papel de los receptores opioides &
en la modulacién de este fenémeno. Asi, los animales deficientes de este receptor
presentan un menor incremento en las concentraciones extracelulares de DA en el
Nac tras la inyeccién aguda de nicotina (0.5 mg/kg, s.c) en comparacién con sus
correspondientes controles wild-type. Previamente a nuestros resultados, se habia
demostrado que la nicotina requiere de los receptores opioides p (Tanda y Di, 1998;
Maisonneuve y Glick, 1999) y de los péptidos opioides derivados de la PENK
(Berrendero y cols.,, 2005) para inducir un aumento de las concentraciones
extracelulares de DA en el Nac. Este aumento es debido a la activacion de los
receptores opioides p expresados en los terminales presindpticos de las neuronas
GABAérgicas (Bergevin y cols, 2002) del ATV por las interneuronas
encefalinérgicas presentes en este area (Garzon y Pickel, 2002). Asi, los receptores p
activan de manera indirecta las neuronas dopaminérgicas que proyectan al Nac.
Gracias a estudios de electrofisiologia y farmacologia se ha demostrado que los
receptores opioides d regulan las concentraciones extracelulares de DA accumbal
en esta misma area (Jiang y North, 1992). Asi, se ha descrito la presencia de

receptores 0 en el terminal presindptico de interneuronas GABAérgicas accumbales
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(Hoffman y Lupica, 2001) que hacen sinapsis con las neuronas dopaminérgicas
procedentes del ATV (Jiang y North, 1992). Estos receptores 6 son activados por
interneuronas encefalinérgicas presentes en el Nac (Svingos y cols., 1996; Svingos y
cols., 1998). Por ultimo, las neuronas GABAérgicas del Nac que proyectan al ATV y
que poseen ARNm que codifica para la PENK también participan en el incremento
de las concentraciones extracelulares de DA accumbal inducido por nicotina
(Kalivas y cols., 1993) (Figura 5). Por tanto, la activaciéon de los receptores opioides
Py O por las encefalinas endégenas pueden producir una activacioén indirecta de la
neurona dopaminérgica accumbal mediante la inhibicién en la liberacién de GABA

a diferentes niveles.

Nac ATV

| c4B2nAChRs
<4 a7nAChRs

@ Receptores opioides p
== Receptores GABA B
@ Receptores opioides &

Figura 5. Diagrama del posible papel del sistema opioide endégeno en el
aumento del contenido de DA extracelular en el Nac tras la inyeccién aguda de
nicotina. Abreviaturas: GABA: neuronas GABAérgicas; DA: neuronas
dopaminérgicas; ENK: neuronas encefalinérgicas.

La nicotina (0.5 mg/kg, s.c) indujo una preferencia de plaza condicionada en
animales controles wild-type que fue bloqueada en los animales deficientes del
receptor opioide 0. Este resultado concuerda con los datos obtenidos utilizando la
técnica de microdidlisis in vivo y pone de manifiesto el papel de los receptores
opioides & en los efectos reforzantes de la nicotina. Los receptores opioides &
participan en la manifestaciéon del condicionamiento espacial desarrollado por

drogas como la cocaina (Suzuki y cols., 1997) o el alcohol (Matsuzawa y cols., 1999)
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aunque este dato no pudo ser corroborado por otros grupos de investigaciéon (De
Vries y cols., 1995; David y cols., 2008). Estudios previos indican que bajo las
condiciones experimentales que originan un condicionamiento espacial a la
nicotina se produce un aumento del ARNm que codifica para los receptores p del
ATV (Walters y cols., 2005) y dicho aumento es revertido por la administracion
previa de naloxona. Asimismo, este antagonista bloquea la induccién de la
preferencia de plaza a la nicotina (Zarrindast y cols., 2003; Walters y cols., 2005).
Por otro lado, se ha demostrado recientemente que los animales knockout
deficientes del receptor opioide p (Berrendero y cols., 2002) o de los péptidos
opioides derivados de la PENK (Berrendero y cols., 2005) no desarrollan una
preferencia de plaza inducida por nicotina. Por tanto, la liberacién de encefalinas
debido a la administracién de nicotina y la posterior activaciéon de los receptores
opioides p y 8 conlleva a la manifestacién de los efectos reforzantes de la droga.

En relaciéon a la dependencia fisica de nicotina, estudios clinicos previos
demuestran que la administracién de antagonistas opioides como la naloxona o
naltrexona puede producir una sintomatologia abstinente en el fumador
(Sutherland y cols., 1995; Krishnan-Sarin y cols., 1999). Por otro lado, el antagonista
opioide naloxona es capaz de precipitar un sindrome de abstinencia fisica de
nicotina en roedores (Balerio y cols., 2004; Biala y cols., 2005), mientras que la
morfina disminuye la severidad de esta abstinencia en rata (Malin y cols., 1993). En
nuestro estudio, los animales deficientes del receptor opioide 6 manifestaron una
dependencia fisica de nicotina igual que sus correspondientes controles wild-type.
Estudios previos han demostrado un aumento del ARNm para la PENK asi como
un incremento de met-encefalina en el estriado y el hipocampo de roedores
abstinentes a la nicotina (Dhatt y cols., 1995; Houdi y cols., 1998; Isola y cols., 2002).
Ademés, los signos somaticos de la abstinencia de nicotina son menores en
animales deficientes del péptido que codifica para la PENK (Berrendero y cols.,
2005) y animales carentes del receptor opioide p (Berrendero y cols., 2002) cuando
se comparan con sus correspondientes wild-type. Estos datos indican que las
encefalinas, a través de la activaciéon de los receptores opioides p, median las
manifestaciones de la abstinencia fisica de nicotina. Sin embargo, los receptores
opioides 0 no parecen participar en este fenémeno.

Finalmente, el tratamiento crénico con nicotina (5 mg/kg s.c, 3 inyecciones/dia

durante 12 dias) indujo tolerancia al efecto antinociceptivo de la misma, como ha
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sido recientemente publicado (Galeote y cols., 2006). Este tratamiento no produjo
alteraciones en la densidad ni en la actividad funcional de los receptores opioides &
en la médula espinal ni en las diferentes areas cerebrales analizadas. La ausencia
de cambios en la expresion y en la funcionalidad de estos receptores parece indicar
que los receptores opioides & no participan en el desarrollo de la tolerancia
antinociceptiva de la nicotina. Sin embargo, la sobreactivacion de los receptores
opioides p en la médula espinal de los animales tolerantes a la nicotina frena el
desarrollo de su tolerancia antinociceptiva (Galeote y cols., 2006), mientras que la
disminucién en la densidad de los receptores opioides k en esta misma estructura
en animales tolerantes a la nicotina favorece el desarrollo de dicha tolerancia
(Galeote y cols., 2008). La escasa densidad de receptores & en las estructuras que
controlan el dolor asi como la ausencia de colocalizacién entre estos receptores
opioides y los nAChRs (Yaksh T.L., 1993; Mansour y cols., 1995; Genzen y cols.,
2001; Young y cols., 2008) podrian explicar los resultados observados.

En resumen, los datos obtenidos en nuestro estudio demuestran que los
receptores opioides 6 regulan el aumento de las concentraciones extracelulares de
DA en el Nac producido por la administracién aguda de nicotina, asi como los
efectos reforzantes de la misma evaluados mediante un paradigma de
condicionamiento espacial. Sin embargo, estos receptores no participan en el efecto
antinociceptivo e hipolocomotor de la nicotina, ni en la dependencia fisica
inducida por un tratamiento crénico con la misma. Los receptores opioides ©

tampoco parecen estar involucrados en la tolerancia antinociceptiva de la nicotina.

111



Resultados




Resultados

Articulo 3

Prodynorphin gene disruption increases the sensitivity to nicotine self-

administration in mice. Galeote L, Berrendero F, Bura SA, Zimmer A, Maldonado

R. (2008). The International Journal of Neuropsychopharmacology (en prensa).

Objetivos

Evaluar el papel de los péptidos opioides derivados de la PDYN en las
respuestas sobre la actividad locomotora y la nocicepcién de la nicotina
mediante el uso de ratones deficientes de estos péptidos.

Investigar los efectos reforzantes de la droga en animales deficientes de la
PDYN mediante la utilizaciéon de los modelos de la preferencia de plaza
condicionada y de la autoadministracién intravenosa.

Estudiar las manifestaciones de la dependencia fisica de nicotina en ratones

wild-type y knockout de la PDYN.

Resultados

Los efectos sobre la actividad locomotora producidos por la nicotina fueron
iguales en ambos genotipos.

No se observaron cambios significativos entre genotipos en la
antinocicepcion inducida por la droga.

Los animales knockout de la PDYN mostraron una preferencia de plaza a la
nicotina similar a los controles wild-type.

Se observé un aumento en la sensibilidad a los efectos reforzantes de la
nicotina en animales deficientes de la PDYN en el modelo de la
autoadministracién intravenosa.

Las manifestaciones somaticas del sindrome de abstinencia a la nicotina

fueron iguales en ambos genotipos.

Conclusiones

Los péptidos opioides derivados de la PDYN no participan en los efectos

hipolocomotores y antinociceptivos de la nicotina.
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Los péptidos opioides derivados de la PDYN no son necesarios para que la
nicotina induzca sus efectos reforzantes como indicé el resultado obtenido
en el modelo de la preferencia de plaza condicionada.

La ausencia de los péptidos opioides derivados de la PDYN incrementa la
sensibilidad de la nicotina para inducir un comportamiento de
autoadministracion intravenosa.

Los péptidos opioides derivados de la PDYN no intervienen en las

manifestaciones somaticas del sindrome de abstinencia de nicotina.



Galeote L, Berrendero F, Andreea Bura S, Zimmer A,
Maldonado R.

Prodynorphin gene disruption increases the sensitivity to
nicotine self-administration in mice.

Int J Neuropsychopharmacol. 2008 Oct 21:1-11. [Epub ahead
of print]
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Articulo 4

Mu-opioid receptors are involved in the tolerance to nicotine antinociception.

Galeote L, Kieffer BL, Maldonado R, Berrendero F. (2006) Journal of Neurochemistry

97(2):416-23.

Objetivos

Desarrollar un modelo de tolerancia a los efectos antinociceptivos de la
nicotina en raton.

Determinar posibles cambios en la densidad y en la actividad funcional de
los receptores opioides p en los animales tolerantes a los efectos
antinociceptivos de la nicotina mediante el wuso de técnicas
autorradiograficas

Evaluar la tolerancia a los efectos antinociceptivos e hipolocomotores de la

nicotina en animales deficientes de los receptores opioides p.

Resultados

Se desarrollé un modelo de tolerancia antinociceptiva a la nicotina tras la
administraciéon crénica de la misma. Sin embargo, no se manifest6 en este
modelo tolerancia a los efectos hipolocomotores de la droga.

Se observé un aumento significativo de la actividad funcional de los
receptores opioides p en las laminas de la regiéon lumbar de la médula
espinal en los animales tolerantes a la nicotina. La actividad funcional de
estos receptores no se modificd en las dreas cerebrales analizadas tras el
tratamiento crénico con nicotina.

No se observaron modificaciones en la densidad de los receptores opioides
p en las diferentes ldminas de la region lumbar de la médula espinal. Sin
embargo, se encontré una disminucion significativa en la densidad de los
receptores opioides p en el estriado de los ratones tolerantes a la nicotina.

El tratamiento crénico con nicotina induce tolerancia a sus efectos
antinociceptivos tanto en animales deficientes del receptor opioide p como

en sus correspondientes controles. Sin embargo, el desarrollo de esta
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tolerancia fue mas rapido en los animales que carecen del receptor opioide

B

Conclusion
* El receptor opioide p participa en el desarrollo de la tolerancia
antinociceptiva inducida por un tratamiento crénico con nicotina. Asi, la
actividad funcional de este receptor opioide se incrementa en la médula
espinal de los ratones tolerantes con el objeto de mantener el efecto
antinociceptivo de la nicotina. Esta tolerancia se desarrolla con mayor

rapidez en los ratones knockout deficientes de los receptores opioides .
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Mu-opioid receptors are involved in the tolerance to
nicotine antinociception.

J Neurochem. 2006 Apr;97(2):416-23. Epub 2006 Mar 15.

CORRIGENDUM

Mu-opioid receptors are involved in the tolerance to nicotine
antinociception.

J Neurochem. 2006 Aug;98(4):1343
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Articulo 5

Involvement of kappa/dynorphin system in the development of tolerance to

nicotine-induced antinociception. Galeote L, Maldonado R, Berrendero F. (2008)

Journal of Neurochemistry 105(4):1358-68.

Objetivos

Determinar el papel de los receptores opioides x en los efectos
antinociceptivos e hipolocomotores inducidos por la administracion aguda
de nicotina.

Analizar los posibles cambios en la densidad de los receptores opioides x
en la médula espinal y en diferentes areas cerebrales en los animales
tolerantes a la nicotina.

Evaluar la existencia de una posible tolerancia cruzada a los efectos
antinociceptivos e hipolocomotores entre el agonista opioide x U-50,488H y
la nicotina.

Analizar el contenido de dinorfina en la médula espinal de los ratones
tolerantes al efecto antinociceptivo de la nicotina.

Determinar la posible participacion de los receptores NMDA en la
tolerancia antinociceptiva producida tras el tratamiento crénico con

nicotina.

Resultados

Se observé una reduccion significativa del efecto antinociceptivo agudo
inducido por nicotina en el ensayo de inmersién de la cola en ratones pre-
tratados con el antagonista opioide x nor-BNI. No se encontraron cambios
en la antinocicepcién analizada en el ensayo de la placa caliente ni en la
hipolocomocién a consecuencia de dicho pre-tratamiento.

Una disminucioén significativa de la densidad de los receptores opioides x
fue observada en las ldminas lumbares de la médula espinal en animales
tolerantes a la nicotina. Por otro lado, se observé un aumento significativo

de la densidad de dicho receptor en &areas cerebrales como caudado
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putamen, corteza motora y corteza cingulada tras el tratamiento crénico
con nicotina.

Se desarroll6 una tolerancia cruzada bi-direccional a los efectos
antinociceptivos espinales entre la nicotina y el agonista opioide x U-
50,488H. Sin embargo, no se manifest6 tolerancia cruzada a los efectos
antinociceptivos de estas sustancias a nivel supraespinal.

Los niveles de dinorfina en la médula espinal no se vieron alterados en
animales tolerantes a la nicotina.

Los animales pre-tratados con el antagonista NMDA MK-801 manifestaron
una tolerancia a los efectos antinociceptivos de la nicotina igual que

aquellos animales pre-tratados con salino.

Conclusiones

138

Los receptores opioides k participan en los efectos antinociceptivos
espinales agudos de la nicotina.

El descenso en la densidad de los receptores opioides x en la médula
espinal de los animales tolerantes a la nicotina favorece el desarrollo de este
proceso.

Las dinorfinas espinales y los receptores NMDA no participan en el

desarrollo de la tolerancia antinociceptiva producida por la nicotina.



Galeote L, Maldonado R, Berrendero F.

Involvement of kappa/dynorphin system in the development of
tolerance to nicotine-induced antinociception.

J Neurochem. 2008 May;105(4):1358-68. Epub 2008 Jan 23.
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Articulo 6

New operant model of nicotine-seeking behavior in mice. Martin-Garcia E¥,

Barbano F*, Galeote L* Maldonado R. (2008) The International Journal of

Neuropsychopharmacology (en prensa). * Estos autores contribuyeron por igual en el

desarrollo de este trabajo.

Objetivo
* Puesta a punto de un modelo operante de recaida a la busqueda de nicotina
en ratén mediante la presentacion de los tres estimulos que producen
recaidas en humanos: nuevo contacto con la droga, presentaciéon de

estimulos asociados al consumo de la misma y estrés.

Resultados
* Se ha desarrollado un modelo de recaida a la nicotina en ratén utilizando
los tres estimulos que producen recaidas en humanos.
* La mayor incidencia de recaida fue inducida mediante la presentaciéon de
estimulos asociados al consumo de la droga (90% de recaidas).
* Laexposicion al estrés produce un 50% de recaidas.
* El nuevo contacto con la droga resulto ser el estimulo menos eficaz para

inducir una recaida (30% de recaidas).

Conclusiones
* Los estimulos asociados al consumo de la droga constituyen el principal
factor que induce recaida a la basqueda de la nicotina.
* La puesta a punto de un modelo de recaida a la basqueda de nicotina en
ratbn es un paso esencial para el estudio posterior de los sustratos
neurobiolégicos que participan en esta fase del proceso adictivo de la

nicotina.
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La adiccion al tabaco es uno de los problemas socio-econémicos y sanitarios méas
importantes de los paises civilizados. Cerca de 1.000 millones de personas fuman
tabaco en todo el mundo y su consumo produce alrededor de 5 millones de
muertes cada ano (WHO, 2008). El tabaquismo es una enfermedad crénica
recurrente caracterizada por frecuentes recaidas después de periodos largos de
abstinencia. El mayor porcentaje de recaida aparece en los primeros dias del cese
del consumo del tabaco, aunque siguen surgiendo casos de restablecimiento de la
conducta adictiva después de meses de abstinencia (Hughes y cols., 1992; Hughes
y cols., 2004). Las personas comienzan a fumar debido a los efectos reforzantes de
la nicotina, principal componente psicoactivo del tabaco. Los efectos reforzantes de
la nicotina son debidos a su capacidad de liberar DA en los circuitos de
recompensa. No obstante, estos efectos no son los tinicos que contribuyen a la
adicciéon al tabaco ya que la nicotina tiene también la capacidad de aliviar la
ansiedad, mejorar los procesos cognitivos como la memoria y la atencién,
aumentar el umbral y la tolerancia al dolor y aumentar la vigilia. Todos estos
efectos junto con los cambios neuroadaptativos producidos tras la administraciéon
crénica de la droga, como la tolerancia y la sensibilizacion, son los responsables del
desarrollo de la dependencia de nicotina

La nicotina ejerce sus efectos farmacoldgicos a través de la activacién de los
nAChRs que se localizan ampliamente en todo el organismo. No obstante, la
estimulacién indirecta de otros sistemas de neurotransmision, tales como el
cannabinoide o el opioide, se ha implicado en la mediaciéon de determinados
efectos inducidos por la nicotina (Castafié y cols., 2002; Berrendero y cols., 2002;
Maldonado y cols., 2006). Este trabajo se centra en determinar el papel que
desempefia el sistema opioide enddgeno en las acciones farmacolégicas de la
nicotina relacionadas con sus propiedades adictivas. Las principales herramientas
experimentales utilizadas en nuestros estudios han sido los animales deficientes en

alguno de los componentes de dicho sistema
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1. Participacién del sistema opioide endégeno en los efectos
hipolocomotores y antinociceptivos producidos por la administraciéon

aguda de nicotina

Previamente al estudio del posible papel del sistema opioide endégeno en las
respuestas relacionadas con las propiedades adictivas de la nicotina, es preciso
evaluar las respuestas que induce la droga cuando es administrada de manera
aguda. En este sentido, estudiamos dos de los principales efectos inducidos por la
administracion aguda de la nicotina: los efectos antinociceptivos e
hipolocomotores.

Se ha demostrado con anterioridad que el sistema opioide interviene en los
efectos antinociceptivos de drogas tales como el THC (Cichewicz, 2004), la cocaina
(Ushijima y Horita, 1993) o el alcohol (Campbell y cols., 2007). Sin embargo, hasta
el momento de iniciar nuestro trabajo, pocos estudios habian mostrado una clara
participaciéon del sistema opioide endégeno en los efectos antinociceptivos
inducidos por la nicotina. Estudios previos demostraron la capacidad del
antagonista opioide naloxona de disminuir el potencial antinociceptivo de
diferentes dosis de nicotina en rata y en raton (Tripathi y cols., 1982; Zarrindast y
cols., 1997; Biala y cols., 2005; Campbell y cols., 2006). Sin embargo, dado que la
naloxona no es un antagonista selectivo y que bloquea en cierta medida a los tres
receptores del sistema opioide, no habia podido ser identificado el papel especifico
de cada uno de ellos en los efectos antinociceptivos de la nicotina. En nuestros
estudios pudimos clarificar el papel que desempefia cada uno de los componentes
del sistema opioide enddégeno en los efectos antinociceptivos de la nicotina
mediante la utilizacién de ratones knockout deficientes en dichos componentes.
Asi, la antinocicepcion inducida por diferentes dosis de nicotina en los ensayos de
la inmersion de la cola y de la placa caliente fue menor en animales deficientes de
la PENK (articulo 1). Se ha descrito previamente que la nicotina es capaz de inducir
la liberaciéon de encefalinas tanto a nivel espinal (Kiguchi y cols., 2008) como en
estructuras supraespinales (Houdi y cols., 1991; Dhatt y cols., 1995; Houdi y cols.,
1998) relacionadas con el control del dolor. A pesar de que las encefalinas
endégenas se unen con mayor afinidad a los receptores opioides 6 que a los
receptores opioides p, nuestros resultados indican que las encefalinas liberadas por

la nicotina ejercen su papel modulador sobre sus efectos antinociceptivos gracias a
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la activaciéon de los receptores opioides p. Asi, un estudio previo demostré un
menor efecto antinociceptivo de la nicotina en ratones knockout para los receptores
opioides n (Berrendero y cols., 2002). En cambio, los efectos antinociceptivos de la
droga se mantienen en los ratones deficientes de los receptores opioides & (articulo
2). Estos resultados se apoyan también en estudios anatémicos que muestran una
colocalizaciéon de los receptores opioides u con los nAChRs en areas espinales
(terminales de las fibras aferentes tipo C, interneuronas de la sustancia gelatinosa e
interneuronas de laminas mdas ventrales de la médula espinal). Ademas, estos
receptores colocalizan con los nAChRs en &reas supraespinales que controlan el
dolor tales como el talamo, el hipotidlamo y la corteza somatosensorial. La
presencia de nAChRs y receptores p se ha demostrado también en &reas de la via
descendente del dolor como el ntcleo del rafe magnus o la sustancia gris
periacueductal (Yaksh T.L., 1993; Mansour y cols., 1994; Guyton A., 1997; Decker y
Meyer, 1999; Decker y cols., 2004). Sin embargo, hay una menor proporcién de
receptores opioides & en dreas implicadas en el control nociceptivo (Yaksh T.L.,
1993; Mansour y cols., 1995). Asi, a nivel espinal los receptores & se expresan de
manera preferente en la ldmina I del asta dorsal de la médula espinal mientras que
los nAChRs se localizan en mayor proporcion en los terminales de las fibras
nerviosas de tipo C de las laminas medulares II, IIl y V. Ademas, los nAChRs se
expresan también en interneuronas tanto de la sustancia gelatinosa como de
laminas més ventrales de la médula espinal (Yaksh T.L., 1993; Genzen y cols., 2001;
Young y cols., 2008). No obstante, en contraste con nuestros resultados, Campbell y
cols. (2007) demostraron que la administracién del antagonista opioide 6 naltrindol
(10 mg/kg) bloquea la antinocicepcién espinal de la nicotina y disminuye también
su efecto antinociceptivo a nivel supraespinal. La elevada dosis de naltrindol
utilizada en este estudio tiene capacidades antinociceptivas intrinsecas (Jackson y
cols., 1989) ademas de una posible pérdida de selectividad hacia los receptores 0 lo
que dificulta la interpretaciéon de estos resultados. Asimismo, diferencias
metodoldgicas como la especie animal utilizada en cada estudio (rata versus ratén),
un tratamiento farmacolégico frente la utilizacién de animales knockout y la via de
administracién de nicotina empleada (intraperitoneal versus subcutdanea) podrian
ser también las causantes de dicha discrepancia.

Por otra parte, hemos observado que los péptidos opioides derivados de la

PDYN no median el efecto antinociceptivo de la nicotina ya que esta respuesta fue

171



Discusiéon

similar en los ratones carentes del gen que codifica a la PDYN (articulo 3). Sin
embargo, el bloqueo del receptor opioide x mediante el antagonista nor-BNI
disminuy¢ el efecto antinociceptivo espinal de la droga evaluado en el ensayo de
inmersion de la cola (articulo 5). No se observé ningtn efecto del antagonista sobre
la antinocicepcion de la nicotina en el ensayo de la placa caliente, sugiriendo que
dicho receptor sélo participa en la modulacién del efecto antinociceptivo de la
nicotina a nivel espinal. Un articulo recientemente publicado demuestra que el
bloqueo de los receptores opioides k mediante el uso de nor-BNI induce una
disminucién de los efectos antinociceptivos espinales de la nicotina sin alterar su
efecto antinociceptivo supraespinal corroborando nuestro resultado (Campbell y
cols., 2007). La posible discrepancia entre los resultados obtenidos en el estudio con
los animales deficientes de la PDYN y los observados con el antagonista de los
receptores opioides x nor-BNI puede tener varias explicaciones. En primer lugar, la
carencia de especificidad por parte de los péptidos opioides derivados de la PDYN
en la activacion de los receptores opioides x. Asi, la mayoria de los péptidos
opioides derivados de la PDYN (dinorfinas A y B asi como neoendorfinas o y f3)
activan preferentemente los receptores opioides x, aunque también pueden activar
los receptores p y &. Sin embargo, otro péptido derivado de la PDYN, la leu-
encefalina, activa de manera preferencial los receptores opioides 6 (Maldonado y
Valverde, 2005) aunque muestra igualmente afinidad por los receptores p.
Ademés, las dinorfinas tienen la capacidad de activar tanto receptores NMDA
(Laughlin y cols., 2001) como nAChRs (Oka y cols., 1998; Itoh y cols., 2000). En
segundo lugar, también puede haber influido en dichos resultados determinadas
diferencias metodolégicas entre ambos estudios. Asi, (1) un tratamiento
farmacolégico (bloqueo del receptor opioide k) versus la utilizacién de animales
knockout (animales que carecen de los ligandos endégenos que activan a los
receptores opioides ) y (2) la utilizacién de diferentes temperaturas (50°C versus
48°C) en el ensayo de inmersion de la cola. La eleccion de estas temperaturas se
basé en el objetivo diferente a alcanzar en ambos estudios: la temperatura de 50°C
fue utilizada para determinar el efecto antinociceptivo agudo de la nicotina
mientras que la de 48°C se eligi6 para los estudios de tolerancia antinociceptiva, ya
que esa menor temperatura facilita la observacion del desarrollo de este fenémeno.
Por otra parte, una discrepancia entre las funciones de los receptores opioides x y

de los péptidos derivados de la PDYN ha sido también previamente descrita para

172



Discusion

otro tipo de respuestas. Asi, la expresion somatica de la abstinencia de morfina fue
menor en ratones carentes del receptor opioide x (Simonin y cols., 1998) mientras
que ésta fue similar en animales deficientes en el gen de la PDYN (Zimmer y cols.,
2001). En acuerdo con estos datos, un estudio reciente indica que la administraciéon
de nicotina a una dosis que induce antinocicepcién produce un aumento a nivel
espinal en la expresiéon de PENK, pero no de PDYN o POMC (Kiguchi y cols.,
2008).

Los efectos hipolocomotores de la nicotina fueron también analizados en
animales deficientes en los componentes del sistema opioide endégeno. Los efectos
hipolocomotores inducidos por la administracion aguda de nicotina no se
modificaron en los ratones knockout para la PENK (articulo 1), para la PDYN
(articulo 3), o para los receptores opioides 6 (articulo 2). Tampoco observamos una
participacion de los receptores opioides k en este efecto ya que el pre-tratamiento
con la nor-BNI no alteré dicha hipolocomocién (articulo 5). En linea con estos
datos, Berrendero y colaboradores (2002) demostraron que los animales deficientes
del receptor opioide p manifestaban la misma disminucién de la actividad
locomotora que sus correspondientes controles wild-type. Por tanto, nuestros
estudios demuestran que el sistema opioide enddégeno no modula el efecto
hipolocomotor de la nicotina. A diferencia de lo observado a nivel agudo, se ha
comprobado que los receptores opioides p y x median el fenémeno de
sensibilizacién locomotora inducido por la administracion repetida de nicotina
(Hahn y cols., 2000; Yoo y cols., 2004). Asi, en animales deficientes del receptor
opioide p existe una pérdida de la sensibilizacién a los efectos hiperlocomotores
inducidos por la nicotina (Yoo y cols., 2004), mientras que la activacion de los
receptores x previene el desarrollo de este fenémeno (Hahn y cols., 2000). Sin
embargo, los receptores opioides & no participan en la sensibilizacion locomotora

producida por un tratamiento repetido con nicotina (Heidbreder y cols., 1996).

2. Participacion del sistema opioide enddgeno en los efectos reforzantes

de la nicotina
Existen numerosas evidencias que indican que el sistema opioide endégeno

participa en los efectos gratificantes de los reforzadores naturales (Tanda y Dij,

1998; Gerrits y cols., 2003) asi como en los de diferentes drogas de abuso tales como
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los opidceos (Matthes y cols., 1996; Tanda y Di, 1998; Contarino y cols., 2002), el
alcohol (Tanda y Di, 1998; Becker y cols., 2002; Manzanares y cols., 2005) y los
cannabinoides (Ghozland y cols., 2002; Mendizabal y cols., 2006). Sin embargo, hay
menos estudios acerca de la participacion de este sistema en las propiedades
reforzantes de la nicotina.

La nicotina, como todas las drogas de abuso, tiene la capacidad de aumentar
los niveles extracelulares de DA en el Nac, hecho relacionado con sus propiedades
reforzantes (Pontieri y cols., 1996; Marubio y cols., 2003). Mediante la técnica de
microdidlisis in vivo hemos determinado el papel del sistema opioide end6égeno en
el aumento en las concentraciones extracelulares de DA inducido por nicotina a
nivel del Nac. La nicotina indujo un incremento en los niveles extracelulares de DA
que resultd ser en animales wild-type una curva dosis respuesta en forma de
campana. Asi, la dosis de 0.5 mg/kg indujo un aumento en las concentraciones
extracelulares de DA en el Nac mientras que dosis mayores (1 y 3 mg/kg) no
produjeron dicho incremento. Este aumento de DA extracelular a nivel del Nac fue
significativamente menor en animales deficientes tanto del precursor del péptido
opioide encefalina (articulo 1) como del receptor opioide & (articulo 2). Ademés,
estudios previos demuestran que el bloqueo de los receptores opioides p
disminuye la liberacién de DA en el Nac tras la administraciéon aguda de nicotina
en rata (Tanda y Di, 1998; Maisonneuve y Glick, 1999). Por tanto, los péptidos
opioides derivados de la PENK participan en el incremento de las concentraciones
extracelulares de DA inducido por la nicotina en el Nac a través de la activacion de
los receptores opioides py 6.

La explicacion de estos resultados puede realizarse en base a datos anatémico-
funcionales. La nicotina incrementa la DA extracelular a nivel del Nac debido a la
modulacién que ejerce sobre las proyecciones excitatorias (neuronas
glutamatérgicas) e inhibitorias (neuronas GABAérgicas) del ATV. Estas
proyecciones realizan sinapsis con las neuronas dopaminérgicas que desde el ATV
inervan al Nac. Ademas, la nicotina activa a los nAChRs expresados en estas
neuronas dopaminérgicas del ATV (Mansvelder y McGehee, 2002; Laviolette y Van
der Kooy, 2004) (figura 11 del apartado introduccién). Estudios previos han
demostrado la presencia de receptores opioides p y 0 en los terminales
presinapticos de las interneuronas GABAérgicas localizadas en el ATV como en el

Nac, respectivamente. Asi, las interneuronas GABAérgicas del ATV expresan en su
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terminal presindptico preferentemente receptores p (Bergevin y cols., 2002)
mientras que las localizadas en el Nac expresan receptores 6 (Jiang y North, 1992;
Hoffman y Lupica, 2001). Por otro lado, existen interneuronas encefalinérgicas que
activan a estos receptores opioides en ambas areas del circuito mesolimbico
dopaminérgico (Svingos y cols., 1996; Svingos y cols., 1998; Garzon y Pickel, 2002).
Asimismo, neuronas GABAérgicas que proyectan al ATV procedentes del Nac
poseen ARNm que codifica para la PENK (Kalivas y cols., 1993). Por tanto, el
sistema opioide endoégeno, a través de la inhibicion de las interneuronas
GABAérgicas, produce una activacion indirecta de las neuronas dopaminérgicas
que proyectan del ATV hacia el Nac facilitando el aumento de DA extracelular en

esta dltima &rea (figura 15).

CPF

|:| a4p2 nAChRs
<4~ a7 nAChRs

<o Receptores NMDA
© Receptores opioides p
Nac == Receptores GABA B
@ Receptores opioides &

Figura 15. Representacion esquemitica de los componentes involucrados en el aumento de
DA extracelular en el Nac inducido por la nicotina. CPF: Corteza prefrontal. Nac: Niicleo
accumbens. ATV: Area tegmental ventral. PPTg: Niicleo tegmental pediinculo-pontino;
GABA: Neuronas GABAérgicas; Glu: Neuronas glutamatérgicas; DA: Neuronas
dopaminérgicas; ENK: Neuronas encefalinérgicas. Ach: Neuronas acetilcolinérgicas.

Una vez demostrado que la nicotina aumenta los niveles de DA extracelular a
nivel del Nac y que este aumento es dependiente de los péptidos opioides
derivados de la PENK y de los receptores opioides p y 6, hemos evaluado las

propiedades reforzantes de la droga mediante el modelo de la preferencia de

plaza. Los datos descritos previamente mediante la técnica de microdidlisis in vivo
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estdn en la misma linea que los resultados obtenidos en este paradigma. Asi, la
dosis de nicotina que produce un aumento de las concentraciones extracelulares de
DA en el Nac coincide con la que induce una preferencia de plaza (0.5 mg/kg). De
hecho, la preferencia de plaza a la nicotina se produce en un estrecho margen de
dosis ya que tan s6lo dosis intermedias (0.5 mg/kg) son reforzantes para los
animales wild-type, mientras que dosis mas bajas (0.25 mg/kg) o mas elevadas (1
mg/kg) no producen ningun efecto. La preferencia de plaza inducida por la
nicotina se bloquea tanto en los animales deficientes de la PENK (articulo 1) como
en los animales deficientes del receptor opioide & (articulo 2). Al igual que en el
caso de la nicotina, otras drogas como el alcohol (Matsuzawa y cols., 1999), la
cocaina (Suzuki y cols., 1997) o la morfina (Suzuki y cols., 1994; Suzuki y cols.,
1996) también necesitan de los receptores opioides & para producir un
condicionamiento espacial.

Existen evidencias en la literatura que demuestran la participaciéon de los
receptores opioides n en los efectos reforzantes inducidos por la nicotina. Asi,
animales deficientes del receptor opioide pn no desarrollan la preferencia espacial
inducida por la nicotina (Berrendero y cols., 2002). Ademas, bajo las condiciones
experimentales que originan un condicionamiento espacial a la nicotina se produce
un aumento del ARNm que codifica para los receptores opioides p del ATV
(Walters y cols., 2005), y dicho aumento es revertido por la administraciéon previa
de naloxona. Este antagonista también bloquea la induccion de la preferencia de
plaza a la nicotina (Zarrindast y cols., 2003; Walters y cols., 2005). Por tanto, las
encefalinas median los efectos reforzantes de la nicotina a través de la activacion de
los receptores opioides 1y 6.

El papel que desempenia el sistema x/dinorfina en las propiedades aversivas y
disforicas de las drogas de abuso ha sido estudiado de manera amplia
(Shippenberg y cols.,, 2007). Por este motivo hemos evaluado la posible
participacién de este sistema en los efectos motivacionales de la nicotina a través
de un modelo de condicionamiento espacial. Para llevar a cabo nuestro estudio
utilizamos animales deficientes del gen que codifica la PDYN. En dicho estudio se
observa que los animales knockout de la PDYN desarrollan una preferencia de
plaza igual que sus correspondientes controles wild-type (articulo 3), lo que
demuestra que los péptidos derivados de este precursor no son necesarios para

que la nicotina manifieste sus efectos reforzantes. Este dato coincide con estudios

176



Discusion

previos en los que la preferencia de plaza inducida por drogas como la morfina
(Zimmer y cols., 2001), el alcohol (Blednov y cols., 2006) o la cocaina (McLaughlin y
cols., 2003) no resulté modificada en animales deficientes de la PDYN.

Con el objeto de profundizar en el estudio de la participaciéon del sistema
Kk/dinorfina en los efectos reforzantes de la nicotina utilizamos la técnica de
autoadministracion intravenosa. Para ello, el primer objetivo del estudio fue la
puesta a punto de esta técnica de autoadministracion de nicotina en el ratén para
poder evaluar con posterioridad las propiedades reforzantes de la droga en
animales deficientes de la PDYN. La literatura cientifica recoge estudios de
autoadministracion intravenosa de nicotina en diferentes especies animales tales
como primates no-humanos (Sannerud y cols., 1994; Le Foll y cols., 2007), ratas
(Corrigall y Coen, 1989; Caggiula y cols., 2001; DeNoble y Mele, 2006) y ratones
(Picciotto y cols., 1998; Bilkei-Gorzo y cols., 2008). La metodologia utilizada en
nuestro estudio es diferente a la metodologia utilizada en estudios previos en
raton. Asi, nuestros animales nunca sufrieron una restriccion de comida (Bilkei-
Gorzo y cols., 2008) o agua (Stolerman y cols., 1999) ni entrenamientos previos con
estos reforzadores naturales. Tampoco fueron entrenados con anterioridad a
autoadministrarse cocaina (Picciotto y cols., 1998) ni tuvieron una movilidad
restringida (Fattore y cols., 2002; Paterson y cols., 2003). A través de estos
entrenamientos y restricciones previos se puede conseguir acelerar el tiempo de
adquisicién en el comportamiento de autoadministracién asi como el porcentaje de
adquisicion de la droga. Sin embargo, esta manipulacion dificulta la interpretacion
de los datos finales. Por lo tanto, nuestra metodologia presenta una ventaja frente a
los estudios anteriores ya que los animales no sufrieron ninguna alteracién en sus
niveles de ansiedad o estrés que pudiera modificar su comportamiento posterior.
Ademas, las propiedades reforzantes de la nicotina no se vieron modificadas por
entrenamientos previos con reforzadores naturales o no naturales que pudieran
alterar el comportamiento posterior de autoadministracién intravenosa de nicotina
(Thomsen y Caine, 2007).

En nuestro estudio, la respuesta de autoadministracién de nicotina fue dosis
dependiente en ambos genotipos. Los animales wild-type mostraron la tipica U-
invertida en la curva dosis-respuesta que previamente ya se habia observado en
otras especies animales (Corrigall y Coen, 1989; Sannerud y cols., 1994). Asi, a las

dosis de 5.2 y 171 pg/kg/infusién se producen los porcentajes mas bajos de

177



Discusiéon

adquisicién (16.6 y 33.3%, respectivamente) y de namero de infusiones (12 y 11
infusiones de media, respectivamente) en comparacién con las dosis intermedias
(10.6, 21.3, 42.7 y 85.5 ng/kg/infusion) en las que se producen mayores respuestas
(21, 26, 17 y 17 infusiones de media, respectivamente). En los animales deficientes
de los péptidos derivados de la PDYN se observé un desplazamiento hacia la
izquierda de esta curva dosis respuesta (articulo 3). Asi, en los animales knockout
las dosis mas bajas de nicotina (5.2 y 10.6 pg/kg/infusién) son las que inducen un
mayor porcentaje de adquisicién (50 y 60%, respectivamente) y un mayor nimero
de infusiones (27 infusiones de media en ambos casos). Este desplazamiento hacia
la izquierda sugiere una facilitacion de los efectos reforzantes de la nicotina en los
animales deficientes de la PDYN, ya que en estos animales knockout son necesarias
dosis menores de la droga para producir similares porcentajes de adquisicion y
namero de infusiones que en los controles wild-type. Nuestros resultados son
similares a los observados con otras drogas tales como la cocaina o los
cannabinoides. Asi, una menor actividad del sistema x/dinorfina aumenta la
sensibilidad a los efectos neuroquimicos y comportamentales de la cocaina
(Shippenberg y cols., 2007). Asimismo, nuestro grupo de investigacion ha
demostrado recientemente que en animales deficientes PDYN existe también un
desplazamiento hacia la izquierda de la curva dosis respuesta de administracién
intravenosa del agonista cannabinoide sintético WIN 55,212-2 (Mendizabal y cols.,
2006).

La explicacion del aumento de la sensibilidad de los animales deficientes de la
PDYN en la autoadministraciéon de nicotina se basa en el mecanismo de accién del
sistema x/dinorfina. Asi, la administracién intra-estriatal de dinorfina (1-17)
disminuye los niveles basales de DA en el Nac (Zhang y cols., 2004). Por otro lado,
los animales deficientes en el receptor opioide x poseen niveles elevados de DA
extracelular en esta region (Chefer y cols., 2005). Estos datos sugieren que el
sistema k/dinorfina mantiene una actividad ténica inhibitoria sobre la transmisién
dopaminérgica en el Nac. Por tanto, la ausencia de este efecto inhibitorio de las
dinorfinas sobre la facilitacion de la actividad dopaminérgica inducida por la
nicotina podria explicar el incremento de la sensibilidad de los animales knockout
en el paradigma de autoadministracion intravenosa.

Estos resultados podrian tener una relevancia clinica ya que se ha observado

que personas que son menos sensibles a los efectos aversivos de la nicotina tienen
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mayor probabilidad de continuar fumando (Friedman y cols., 1985) y los que
acaban desarrollando una dependencia al tabaco suelen presentar una mayor
sensibilidad a los efectos reforzantes de la droga (Pomerleau y cols., 1998). En
relacion a otras drogas de abuso, determinados polimorfismos en el gen que
codifica para la dinorfina se han relacionado con la dependencia de cocaina (Dahl y
cols., 2005), mientras que polimorfismos para el gen que codifica al receptor
opioide x se han relacionado con el alcoholismo (Xuei y cols., 2006). Por tanto, el
estudio de las posibles variantes genéticas en el sistema x/dinorfina que pudieran
asociarse a la predisposiciéon a desarrollar una dependencia al tabaco serian de

gran interés.

3. Participacién del sistema opioide enddgeno en la dependencia de

nicotina

Muchos estudios han demostrado la existencia de una interacciéon entre la
nicotina y el sistema opioide endégeno en la regulacion de la dependencia
nicotinica. Asi, la administracién de antagonistas opioides, como la naloxona o
naltrexona, es capaz de precipitar un sindrome de abstinencia tanto en roedores
como en humanos dependientes de nicotina (Sutherland y cols., 1995; Krishnan-
Sarin y cols., 1999; Carboni y cols., 2000; Balerio y cols., 2004). Asimismo, la
administracion de morfina disminuye la sintomatologia fisica de la abstinencia
espontdnea en animales dependientes de nicotina (Malin y cols., 1993). Con
respecto a la sintomatologia emocional negativa, la naloxona es capaz de inducir
una aversion de plaza en animales tratados crénicamente con nicotina (Ise y cols.,
2000; Zarrindast y cols., 2003). Nuestros estudios demuestran que los animales
deficientes de la PENK manifiestan una menor sintomatologia fisica de la
abstinencia nicotinica (articulo 1). Sin embargo, los animales deficientes del
receptor opioide & (articulo 2) no muestran cambios en esta sintomatologia fisica
de la abstinencia. Por otra parte, un estudio previo demuestra que los animales
deficientes del receptor opioide p manifiestan menor dependencia fisica de
nicotina que sus correspondientes controles wild-type (Berrendero y cols., 2002).
Aparte de estos estudios comportamentales que demuestran la relaciéon existente
entre la abstinencia de nicotina y el sistema opioide endoégeno, otras

investigaciones muestran alteraciones en los niveles de los péptidos opioides en
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animales abstinentes a la droga. Una disminucion de la POMC ha sido demostrada
en el hipotidlamo en etapas tempranas y tardias de la abstinencia de nicotina
(Rasmussen, 1998). Ademads, se ha observado un aumento del ARNm para la
PENK asi como un incremento de met-encefalina en el estriado y el hipocampo de
roedores abstinentes (Dhatt y cols., 1995; Houdi y cols., 1998; Isola y cols., 2002). En
conjunto, estos datos comportamentales y bioquimicos indican que las encefalinas,
a través de la activacion de los receptores opioides p, participan en las
manifestaciones de la abstinencia fisica de nicotina. Sin embargo, los receptores
opioides d no parecen participar en este fendmeno.

Los animales deficientes de la PDYN no muestran una escala global de
severidad de la abstinencia de nicotina diferente de sus correspondientes controles
wild-type (articulo 3), dato similar al publicado en el caso de la abstinencia fisica
de morfina en estos mismos ratones knockout (Zimmer y cols., 2001). Un articulo
publicado recientemente ha demostrado un aumento del ARNm que codifica para
el gen de la PDYN en el Nac de ratones abstinentes de nicotina (Isola y cols., 2008),
que puede estar relacionado con el estado disférico que se asocia a la abstinencia.
Por tanto, podemos sugerir que los péptidos opioides derivados de la PDYN no
intervienen en la sintomatologia fisica de la abstinencia nicotinica pero podrian

estar relacionados con el estado disférico asociado a la misma.

4. Participacion del sistema opioide endégeno en la tolerancia a los
efectos hipolocomotores y antinociceptivos inducidos por la

administracion crénica de nicotina

La tolerancia se define como el aumento de la dosis de la droga necesario para
mantener un efecto estable e igual al inicial (Nestler y Aghajanian, 1997). Este
proceso, junto con la sensibilizacién, constituye uno de los cambios neurolégicos
adaptativos que aparecen durante el desarrollo y mantenimiento de Ila
dependencia de una droga (Koob y Le Moal, 2006). La tolerancia a ciertos efectos
agudos producidos por la nicotina es debida a la desensibilizacién compensada de
una sobreexpresion de los receptores nAChRs (Picciotto y cols., 2008). Uno de los
efectos agudos de la nicotina mas importantes a los que se desarrolla tolerancia es
el antinociceptivo (Damaj y Martin, 1996). Con la finalidad de evaluar el sustrato

de la tolerancia a la nicotina pusimos a punto un modelo de tolerancia al efecto
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antinociceptivo de la misma en ratones C57BL/6. Esta cepa de ratones es el fondo
genético en el que se han desarrollado los ratones knockout en los diferentes
componentes del sistema opioide endégeno. Para observar una tolerancia a dicho
efecto y debido a la corta vida media de la nicotina (2-3 h) (Benowitz, 1996)
realizamos una inyeccién de nicotina a la dosis de 5 mg/kg (s.c) 3 veces al dia
durante 12 dias consecutivos. Bajo estas condiciones, la tolerancia antinociceptiva
empieza a manifestarse a partir del cuarto dia de tratamiento siendo maés evidente
en los dltimos dias del mismo, aunque no llega a desarrollarse una tolerancia
absoluta bajo estas condiciones experimentales (articulo 4). Utilizando este mismo
protocolo evaluamos el posible desarrollo de tolerancia a los efectos
hipolocomotores de la nicotina. Bajo nuestras condiciones experimentales no fue
posible poner de manifiesto una tolerancia a estos efectos hipolocomotores
(articulo 4), aunque otros investigadores utilizando diferentes modelos
experimentales han logrado desarrollarla (Pietila y cols., 1998; Sparks y Pauly,
1999). El protocolo que disefiamos fue pues el modelo 6ptimo para observar una
tolerancia antinociceptiva, efecto sobre el que hemos evaluado el posible papel
regulador del sistema opioide endégeno.

Mediante la utilizacién de técnicas autorradiograficas observamos un
aumento de la actividad funcional de los receptores opioides p en las laminas
lumbares de la médula espinal de los animales tolerantes a la nicotina. Sin
embargo, en dreas cerebrales como el caudado putamen y Nac se observé una
disminucién de la densidad de los receptores, aunque la actividad funcional de
dichos receptores no se modificé en estas mismas areas tras la administracién
crénica de la droga (articulo 4). Estudios previos han demostrado la interaccion
existente entre el sistema opioide y el fenémeno de tolerancia antinociceptiva
inducida por nicotina. En efecto, el desarrollo de una tolerancia cruzada entre
morfina y nicotina (Zarrindast y cols., 1999; Biala y Weglinska, 2006) demuestra la
existencia de mecanismos comunes en la mediaciéon de este fenémeno. Por otro
lado, la administraciéon crénica de nicotina altera los niveles tanto de los péptidos
como de los receptores opioides (Mathieu-Kia y Besson, 1998, Wewers y cols.,
1999) pudiendo ser éste uno de los mecanismos comunes que explique la tolerancia
cruzada entre ambas drogas. Con el objeto de profundizar en el significado
fisioloégico de las alteraciones bioquimicas obtenidas en nuestro estudio, hemos

evaluado la tolerancia antinociceptiva de la nicotina en animales deficientes del
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receptor opioide p. En dicho estudio demostramos que la tolerancia
antinociceptiva se desarroll6 mas rapido en los ratones knockout que en sus
correspondientes controles. Este resultado sugiere que el aumento de la actividad
funcional de los receptores opioides u a nivel de la médula espinal producido por
la administracién crénica de nicotina intenta frenar el desarrollo de la tolerancia
antinociceptiva (articulo 4). El tratamiento crénico de nicotina produce una
disminucién en la expresion del ARNm que codifica para la PENK en estriado e
hipocampo de rata (Houdi y cols., 1998), asi como una disminucién del contenido
de met-encefalina en el estriado de esta misma especie animal (Houdi y cols., 1998;
Wewers y cols., 1999), probablemente debida a la desensibilizacion de los nAChRs
asociada a esta administracion crénica. El incremento en la densidad (Wewers y
cols.,, 1999) y/o actividad funcional de los receptores opioides p, producido
probablemente para compensar el déficit de los péptidos opioides, facilitard la
capacidad antinociceptiva de la nicotina frenando el desarrollo de su tolerancia.
Esta hipétesis se apoya en los datos obtenidos en los animales deficientes del
receptor p y en la colocalizaciéon de los nAChRs con los receptores opioides p en
diversas ldminas de la médula espinal (Yaksh T.L., 1993; Rashid y cols., 2006).

El papel que desempena el sistema k/dinorfina en el fenémeno de tolerancia
antinociceptiva de la nicotina fue también evaluado. Mediante técnicas
autorradiograficas observamos una disminucion en la densidad de los receptores
opioides x en las laminas lumbares de la médula espinal en los animales tolerantes
a la nicotina. En cambio, se observé un aumento en la densidad de estos receptores
en areas cerebrales tales como el caudado putamen, la corteza cingulada y la
corteza motora. Para profundizar en la importancia funcional de estos datos se
puso a punto un modelo de tolerancia antinociceptiva cruzada entre la nicotina y el
agonista opioide x U-50,488H (articulo 5). El ensayo de la inmersién de la cola, el
cual se relaciona de manera predominante con una respuesta nociceptiva a nivel
espinal, y el ensayo de la placa caliente, relacionado con la respuesta nociceptiva a
nivel supraespinal fueron los métodos utilizados para evaluar el efecto
antinociceptivo de la nicotina. La nicotina (5 mg/kg s.c, 3 inyecciones/dia), el U-
50,488H (10 mg/kg s.c, 1 inyeccién/dia) y el salino se administraron durante 12
dias consecutivos. Los animales recibieron una administraciéon aguda de diferentes
dosis de nicotina (1.5, 3 y 5 mg/kg, s.c), U-50,488H (5, 10 y 20 mg/kg, s.c) o salino

el ultimo dia de tratamiento. Una tolerancia cruzada bi-direccional al efecto
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antinociceptivo espinal de ambas drogas fue observada bajo estas condiciones
experimentales (articulo 5). La explicaciéon de la existencia de esta tolerancia
cruzada se basa en los datos obtenidos mediante las técnicas autorradiograficas.
Asi, el tratamiento crénico con nicotina produce una disminucién en la densidad
de los receptores opioides x en la médula espinal. Por consiguiente, la
administracién aguda de U-50,488H en animales tolerantes a la nicotina producira
un menor efecto antinociceptivo que en animales no tolerantes debido al menor
ntmero de receptores k que podrén ser activados por este agonista opioide. Por
otro lado, Narita y colaboradores (2003a, b) observaron que el tratamiento crénico
con U-50,488H producia una disminucién en la funcionalidad de los receptores
opioides x a mnivel medular. Hemos demostrado previamente que la
antinocicepcién espinal aguda inducida por la nicotina estd mediada por los
receptores opioides x (articulo 5) por lo que la nicotina en animales tolerantes al
agonista x producird un menor efecto antinociceptivo debido a la disminucién en
la funcionalidad de estos receptores. Sin embargo, esta tolerancia cruzada bi-
direccional no se observé en el ensayo de la placa caliente (articulo 5), aunque una
tolerancia homologa se desarroll6 para todas las dosis de nicotina evaluadas y para
las dosis elevadas del agonista opioide x (10 y 20 mg/kg). En acuerdo con estos
resultados existen evidencias que apoyan la ausencia de interaccién entre la
nicotina y el U-50,488H a nivel supraespinal. Asi, estudios previos han demostrado
que la administracion aguda intracerebroventricular de nicotina no potencia la
respuesta antinociceptiva del U-50,488H cuando este agonista es administrado por
via intracerebroventricular (Suh y cols., 1996). Los resultados comportamentales
apoyan los datos obtenidos mediante las técnicas autorradiogréficas ya que no se
observaron modificaciones en los niveles de los receptores opioides x en areas
supraespinales relacionadas con el control del dolor como la sustancia gris
periacueductal o el tdlamo, tras la administracién crénica de nicotina. Por tanto, los
resultados obtenidos indican que los receptores opioides 11 y x participan de forma
opuesta en el desarrollo de la tolerancia a los efectos antinociceptivos de la
nicotina. Asi, la actividad funcional de los receptores opioides p aumenta a nivel
medular durante el tratamiento crénico con nicotina con el objeto de mantener el
efecto antinociceptivo. Sin embargo, el descenso en la densidad de los receptores
opioides x en la médula espinal contribuye al desarrollo de la tolerancia

antinociceptiva de la nicotina. De acuerdo con nuestros datos, estudios previos
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(Narita y cols., 2003a; Narita y cols., 2003b; Khotib y cols., 2004) indican que la
inyeccion créonica de U-50,488H induce una disminucién de la actividad funcional
de los receptores opioides x en areas del control del dolor como la médula espinal,
el talamo o la sustancia gris periacueductal y un aumento de la actividad funcional
de los receptores 11 en estas mismas estructuras (Narita y cols., 2003a; Narita y cols.,
2003b; Khotib y cols., 2004). Esta diferente regulacién de los receptores opioides p y
K es importante para el mantenimiento de la homeostasis del organismo ya que
dichos receptores opioides poseen algunos efectos fisiologicos contrapuestos. Asi,
los receptores opioides p participan en los efectos reforzantes (Matthes y cols.,
1996; Roberts y cols., 2000; Berrendero y cols., 2002; Ghozland y cols., 2002)
mientras que los receptores opioides x median los efectos disféricos y aversivos de
las drogas de abuso (Simonin y cols., 1998; Mendizabal y cols., 2006).

La tolerancia cruzada a los efectos hipolocomotores de ambas drogas ha sido
también evaluada mediante el procedimiento anteriormente descrito. Asi, en el
grupo tratado con nicotina crénica observamos una tolerancia homologa a los
efectos hipolocomotores de la droga. En contraste con este resultado, habiamos
descrito previamente una ausencia de tolerancia a dichos efectos utilizando
diferentes condiciones experimentales (articulo 4). Los distintos resultados
obtenidos en ambos experimentos pueden ser debidos a las diferencias
metodolégicas. Asi, en el experimento de tolerancia cruzada no se habituaron los
animales a las cajas de actividad locomotora lo que supone un aumento de la
actividad del animal que tiende a explorar un ambiente nuevo. Esta diferencia
puede explicar la tolerancia homologa observada ya que el efecto de tolerancia
puede confundirse con un aumento de la actividad locomotora del animal. Por otro
lado, los animales tolerantes a la nicotina mostraron una tolerancia heterdloga tras
recibir una inyeccion aguda de U-50,488H (10 mg/kg). Esta tolerancia heteréloga
no se correlaciona con el aumento en el ntimero de receptores opioides
observado en dreas de integracion motora (caudado putamen, la corteza cingulada
y la corteza motora) en animales tolerantes a la nicotina.

Por otro lado, la administracién crénica de nicotina no indujo cambio en el
contenido de dinorfinas en la médula espinal, determinado mediante técnicas de
inmuno-histoquimica. La tolerancia antinociceptiva de opidceos y cannabinoides se
ha relacionado con la capacidad que poseen estas drogas de generar hiperalgesia y

alodinia tras su administracién crénica (Vanderah y cols., 2000; Gardell y cols.,
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2002; Ossipov y cols., 2003). Esta pronocicepcion se ha asociado con un aumento de
las concentraciones de dinorfinas a nivel espinal y la posterior activacion de los
receptores de tipo NMDA (Laughlin y cols., 2001). De esta manera, el pre-
tratamiento con el antagonista NMDA MK-801 disminuye el desarrollo de la
tolerancia a los efectos antinociceptivos de la morfina (Trujillo y Akil, 1991) y del
agonista cannabinoide sintético WIN-55,212-2 (Gardell y cols., 2002). Sin embargo,
en nuestro estudio no observamos cambios en el contenido de las dinorfinas
espinales en los animales tolerantes. No obstante, debido a que la administraciéon
de nicotina induce una disminucién de los receptores opioides x a nivel espinal no
podemos descartar la posibilidad de que las dinorfinas endégenas puedan activar
otro tipo de receptores como los nAChRs (Oka y cols., 1998) o NMDA. En base a
esta hipdtesis, hemos evaluado el papel de los receptores NMDA en el fenémeno
de la tolerancia antinociceptiva inducida por nicotina. El pre-tratamiento con MK-
801 no alter¢ el desarrollo de la tolerancia sugiriendo que los receptores NMDA no
participan en dicho fenémeno (articulo 5). Una posible explicacion a la divergencia
entre nuestros resultados y los publicados en el caso de opidceos o cannabinoides
(Trujillo y Akil, 1991, Gardell y cols.,, 2002) puede ser la diferencia en los
mecanismos de accion de cada una de las drogas. Asi, la nicotina es una droga que
induce excitacién de las vias neuronales, mientras que opidceos y cannabinoides
producen inhibicién de la transmisién nerviosa. Contrariamente a nuestros datos,
otros autores han demostrado que los antagonistas NMDA previenen la
sobreexpression de los nAChRs y disminuyen la tolerancia a los efectos depresores
de la nicotina (Shoaib y cols., 1994; Shoaib y cols., 1997). La diferente respuesta
comportamental de la nicotina medida en ambos estudios (antinocicepcién versus
hipolocomocién) puede ser la explicaciéon de la discrepancia entre ellos.

Por ultimo, investigamos también el papel de los receptores opioides 6 en el
desarrollo de la tolerancia a los efectos antinociceptivos de la nicotina. La
administracién crénica de nicotina no modific6 la densidad ni la actividad
funcional de los receptores opioides © ni a nivel medular ni en las diferentes
estructuras cerebrales analizadas (articulo 2). La escasa densidad de receptores 6 y
la falta de colocalizacién de estos receptores opioides con los receptores nAChRs
en las estructuras responsables del control del dolor (Yaksh T.L., 1993; Mansour y
cols.,, 1995; Genzen y cols., 2001; Young y cols., 2008) podrian explicar los

resultados observados.
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5. Puesta a punto de un modelo comportamental de recaida a la

conducta adictiva de la nicotina

El tabaquismo es una enfermedad crénica recurrente caracterizada por
frecuentes recaidas incluso después de periodos largos de abstinencia. Con la
finalidad de estudiar el sustrato neurobiol6gico que media este fenémeno, hemos
puesto a punto un modelo de recaida a la bisqueda de la nicotina en ratones
C57BL/6 que permita en el futuro estudiar el papel de cada uno de los
componentes del sistema opioide endégeno en este proceso. Para ello, hemos
utilizado el paradigma de autoadministracion intravenosa ya que este modelo
permite evaluar la eficacia reforzante de una droga, asi como los diferentes
procesos implicados en la conducta adictiva tales como la adquisiciéon, el
mantenimiento, la extincién y la recaida. Desde el punto de vista de la cinética de
los efectos de la nicotina la via intravenosa se asimila a las caladas realizadas por
los fumadores (Cami y Farre, 2003; Thomsen y Caine, 2007). En este sentido, la
droga llega al cerebro en pocos segundos consiguiendo de esta manera que el
animal asocie el placer producido por la droga y el hecho de introducir el hocico en
el manipulando activo (contingencia). A diferencia de otros estudios realizados en
ratén, nuestros animales no fueron deprivados ni entrenados previamente con
comida, agua o entrenados con otros reforzadores como la cocaina (Picciotto y
cols., 1998; Stolerman y cols., 1999; Bilkei-Gorzo y cols., 2008). Tampoco su
movilidad estuvo restringida (Fattore y cols., 2002; Paterson y cols., 2003), por lo
que ningtn factor externo modificé el patrén de adquisiciéon de la droga.

Durante las sesiones de adquisicion del comportamiento de
autoadministracion de nicotina, las infusiones recibidas de manera contingente por
el animal estan pareadas con estimulos luminosos y con el tono sonoro producido
por la activacion de la bomba de infusién. El 76% de los animales adquiri6 el
comportamiento de autoadministracion bajo el criterio de adquisicién utilizado
(80% de estabilidad, 65% de discriminacién entre manipulandos, y un minimo de 4
infusiones de nicotina) frente al 22% de animales que se autoadministran salino
bajo criterios de adquisicion similares al nuestro (Trigo y cols., 2007). Estos
porcentajes de adquisicion demuestran la existencia de una respuesta estable a la
busqueda de la droga descartdndose una posible respuesta asociada a la presencia

de los estimulos luminosos. Nuestro criterio de adquisiciéon fue menos estricto en
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comparacién con los publicados para otras especies animales (Corrigall y cols.,
2002; DeNoble y Mele, 2006; Le Foll y cols., 2007). La utilizacién de este criterio se
justifica en base a: (1) la nicotina en los ratones es 4 veces menos potente
(Stolerman y cols., 1999) que en otras especies animales como las ratas a causa de la
farmacocinética particular de la droga en el ratéon, (2) la gran variabilidad
comportamental de los ratones en este tipo de paradigma, (3) el ratén necesita mas
tiempo de entrenamiento hasta que adquiere el comportamiento de
autoadministracion, (4) los ratones son menos sensibles a los cambios de las
variables que caracterizan a este paradigma tales como los cambios en los
programas de refuerzo FR1, FR3, PR, (5) la escasa duracion de la permeabilidad del
catéter en esta especie animal (Thomsen y Caine, 2007). Apoyando la validez de
nuestro criterio de adquisicién esta el hecho de que criterios similares han sido
utilizados en ratones para la autoadministracion de otras drogas como la cocaina
(Soria y cols., 2005) o el MDMA (Trigo y cols., 2006).

Una vez que los animales adquirieron el comportamiento de
autoadministracién, se procedié a la extincion de dicha conducta. El animal no
recibi6é ninguna infusién de la droga durante las sesiones de extinciéon. Ademas,
tampoco se presentaron los estimulos asociados a la administraciéon de la droga
(luz y tono sonoro). En la literatura cientifica existe una amplia variedad de
criterios que se utilizan para validar que el animal ha extinguido el
comportamiento de autoadministracion previamente adquirido. El criterio
utilizado en nuestro estudio fue mas estricto que los publicados previamente en
ratones. Asi, nuestros animales debian disminuir en un 30% sus respuestas en el
manipulando activo al menos durante 3 dias consecutivos en comparacién con la
media del ntimero de respuestas realizadas durante la fase de adquisicion. Sin
embargo, otros grupos de investigacion consideran que los ratones han extinguido
cuando (1) realizan menos de 25 (Fuchs y cols., 2003) o 15 (Yan y cols., 2006; Yan y
cols., 2007) respuestas en el manipulando activo durante dos dias consecutivos, o
(2) realizan menos del 25% de infusiones en el manipulando activo durante dos
dias consecutivos comparado con lo realizado en la fase de adquisicién (Yan y
cols., 2006; Yan y cols., 2007). Nuestro criterio es similar a un estudio de recaida a
la basqueda de cocaina en ratén previamente realizado en nuestro laboratorio

(Soria y cols., 2008) y al tnico estudio de recaida a la adiccién a la nicotina en
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ratones realizado hasta el momento de redactar este trabajo de investigacion
(Bilkei-Gorzo y cols., 2008).

Las caracteristicas del periodo de extincién de nuestro estudio son similares a
las del periodo de extinciéon de otras drogas de abuso tales como la cocaina o la
metamfetamina (Cooper y cols., 1987; Yan y cols., 2007; Soria y cols., 2008). Estas
caracteristicas son: (1) un aumento del nimero de respuestas realizadas por el
animal tanto en el manipulando activo como en el inactivo durante el primer dia
de extincioén, (2) una pérdida progresiva de la discriminacién entre manipulandos
a lo largo de los dias de extincion, (3) una resistencia a extinguir la conducta de
autoadministracion previamente adquirida. Es preciso resaltar la existencia de una
correlacion positiva entre el nimero de respuestas realizadas en el manipulando
activo los dias de adquisicion del criterio de autoadministracién y el nimero de
respuestas en el manipulando activo durante el primer dia de extinciéon. Esta
correlacién positiva indica que aquellos ratones que consumieron mdas nicotina
durante los dias que cumplen el criterio de adquisicién fueron los que buscaron de
manera mas insistente la misma durante el primer dia de extincién. En relacién a la
resistencia a extinguir un comportamiento de autoadministracién previamente
adquirido, se ha demostrado en estudios previos (Highfield y cols., 2002; Yan y
cols., 2007) que la cepa C57BL/6 es bastante resistente a extinguir una conducta de
autoadministracion de drogas tales como la cocaina o la metamfetamina. En estos
estudios previos, los ratones extinguen la conducta de autoadministracién entre 18
y 20 dias de media en comparaciéon con los 22 dias de nuestro trabajo de
investigacion. En acuerdo con nuestros resultados, Cohen y colaboradores (2005)
demostraron que ratas entrenadas a autoadministrarse nicotina extinguieron dicho
comportamiento entre 20 y 30 dias después del inicio de las sesiones de extincién
(Cohen y cols., 2005). Este ultimo dato es de gran importancia debido a que los
periodos de extincién de la conducta de autoadministracion de nicotina en ratas
suelen ser mds cortos que en el caso del raton (Lesage y cols., 2004; Liu y cols.,
2007) aunque este tiempo depende de las exigencias de las condiciones de
extincion (Cohen y cols., 2005). La resistencia a la extincién esta relacionada con el
bajo porcentaje de animales (38%) que extingui6 la conducta de
autoadministracién en nuestro estudio. Este reducido porcentaje de extincion
puede tener dos causas: (1) el criterio de extincion utilizado es muy estricto, lo cual

presenta la ventaja de evitar falsos positivos, y (2) el valor motivacional que
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adquieren los estimulos contextuales (caja de autoadministracién) durante las
sesiones de adquisicién se mantiene y actta como un estimulo asociado al
consumo de nicotina durante las sesiones de extinciéon (Shaham y cols., 1997;
Shalev y cols., 2002).

Los tres factores que inducen recaida en humanos, exposicién de los estimulos
ambientales asociados a la toma de la droga, nuevo contacto con la droga y estrés,
fueron evaluados una vez que el animal extinguié el comportamiento de busqueda
de nicotina. Consideramos que un animal recay6 en la conducta de basqueda de
nicotina cuando el nimero de respuestas en el manipulando activo fue el doble
que el nimero de repuestas en el manipulando activo los dias de adquisiciéon del
criterio de extincién. También consideramos que se cumpli6 el criterio de recaida
cuando el animal realizé méas de 10 respuestas en el manipulando activo.

En nuestro estudio, el 90% de los animales a los que se les present6 los
estimulos condicionados al consumo de nicotina (luz y tono sonoro) recayo en la
conducta adictiva. Muchos autores consideran que los efectos reforzantes de la
nicotina son débiles (Caggiula y cols.,, 2001; Chiamulera, 2005) cuando son
comparados con los que producen otras drogas de abuso. Sin embargo, este hecho
no se relaciona con el alto indice de consumo de tabaco en humanos (Anthony y
cols., 1994; WHO, 2008). Se piensa que las propiedades reforzantes de la nicotina
son las causantes del inicio del proceso adictivo pero que son los estimulos
asociados a su consumo los que mantienen el tabaquismo. Estos estimulos, cuando
se presentan nuevamente, tienen la capacidad de inducir recaida después de
periodos largos de abstinencia (Caggiula y cols., 2001, Caggiula y cols., 2002;
Chiamulera, 2005; Liu y cols., 2006). Este hecho se debe a que estos estimulos
adquieren propiedades reforzantes mediante un proceso de aprendizaje clasico al
asociarse de manera repetida con la droga (Goldberg y cols., 1981; McFarland y
Ettenberg, 1997; Deroche-Gamonet y cols., 2004). Se ha postulado que estos
refuerzos condicionados tienen la capacidad de inducir un estado subjetivo que
contribuye al deseo por la droga y a la recaida. Por otro lado, la nicotina puede
también favorecer que los estimulos adquieran propiedades reforzantes por su
capacidad de mejorar la interpretaciéon cognitiva como se ha demostrado en
diferentes ensayos que evaltian el aprendizaje, la memoria y la atencién (Levin y

cols., 2006).
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El siguiente factor analizado para inducir recaida consisti6 en la exposicién del
animal a un nuevo contacto con la nicotina de manera no contingente
(administrada por el investigador). Se utilizaron dos grupos de animales
diferentes: un primer grupo recibié 0.5 mg/kg, (s.c) de nicotina mientras que un
segundo grupo recibié de manera individual la media de la nicotina consumida
durante los tres dias que el animal alcanz6 el criterio de adquisicion. La dosis de
nicotina que se administré en este segundo grupo resulté una dosis superior a la
de 0.5 mg/kg (s.c). En el primer grupo de animales, sélo un 30% de los que recibi6
la droga recay6 en el comportamiento de buasqueda de la nicotina. La dosis de
nicotina (0.5 mg/kg) y la ruta de administracién (s.c) fueron elegidas en base a los
resultados de estudios previos realizados en nuestro laboratorio en los que la dosis
de 0.5 mg/kg (s.c) indujo una preferencia de plaza y un aumento de las
concentraciones extracelulares de DA en el Nac en ratones C57BL/6 (Berrendero y
cols.,, 2002; Berrendero y cols., 2005). Ademads, otros autores utilizaron dosis
similares (0.28, 0.42 y 0.85 mg/kg) y la misma ruta de administracién (s.c) para
inducir una recaida a la basqueda de nicotina en ratas (Shaham y cols., 1997;
Dravolina y cols., 2007). Una posible hipotesis que explica la baja proporcion de
animales que recae mediante este factor es la basada en la amplia duracion del
periodo de extincion. Asi, estudios previos indican que cuanto mayor es el nimero
de sesiones necesarias para cumplir el criterio de extincién menor es el porcentaje
de recaida por nuevo contacto con la droga (Highfield y cols., 2002; Yan y cols.,
2006). Ademas, se ha demostrado que el nuevo contacto con la droga es el factor
que provoca un menor porcentaje de recaida a drogas como cocaina o
metamfetamina en ratones (Highfield y cols., 2002; Fuchs y cols., 2003; Yan y cols.,
2006). Asimismo, el hecho de que los estimulos asociados al consumo de la droga
adquieran durante el transcurso del proceso adictivo mayor poder reforzante que
la droga en si apoya los datos obtenidos en nuestro estudio. De esta forma, hemos
observado un mayor porcentaje de recaida tras la presentacion de luz o tono
sonoro en comparacion con el porcentaje de recaida que se produce con el nuevo
contacto con la droga. Por otro lado, ninguno de los animales analizados
pertenecientes al segundo grupo recay6 a la conducta de btasqueda de la nicotina.
Este resultado puede deberse al escaso poder reforzante de la nicotina cuando se
administra a dosis superiores a 0.5 mg/kg. De hecho, dosis mayores a 0.5 mg/kg

no poseen la capacidad de inducir una preferencia de plaza ni un aumento de los
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niveles extracelulares de DA en el Nac, dos hechos directamente relacionados con
las capacidades reforzantes de la nicotina (Castafié y cols., 2002; Berrendero y cols.,
2005). En los dos grupos utilizados para estudios de recaida por nuevo contacto
con la droga se descart6 el uso de la via intravenosa como ruta para administrar la
nicotina debido a la baja duracién del catéter (12 dias de media desde el comienzo
del estudio).

Por altimo, evaluamos la capacidad del estrés para inducir recaida a la bisqueda
de la droga en ratones. Para lograr nuestro objetivo utilizamos dos intensidades
diferentes de descargas eléctricas, 0.22 y 0.5 mA, aplicadas en las patas del raton.
Un 50% de animales recay¢ al comportamiento de busqueda de la droga cuando se
utilizé la menor intensidad eléctrica (0.22 mA). Esta intensidad de descarga se
escogié basandonos en estudios previos de recaida a la bisqueda de cocaina en
ratones (Soria y cols., 2008). Por otro lado, la intensidad de 0.5 mA no produjo
ninguna recaida a la bisqueda de nicotina en nuestro estudio, aunque esta misma
intensidad de descarga fue utilizada por Bilkei-Gorzo y colaboradores (2008) para
inducir recaida a la busqueda de nicotina en ratones. Estos investigadores no
consiguieron que ratones C57BL/6 recayeran a la busqueda de nicotina después de
haber recibido esta intensidad eléctrica. Sin embargo, demostraron que una
subpoblacién de C57BL/6 con un fondo genético de alta reaccién al estrés recaia a
la basqueda de la nicotina tras recibir esta intensidad de 0.5 mA (Bilkei-Gorzo y
cols., 2008). Para terminar, debemos comentar que intensidades mas elevadas (0.8
mA) que las usadas en nuestro estudio inducen recaida a la bisqueda de nicotina

en ratas (Buczek y cols., 1999; Zislis y cols., 2007).
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Conclusiones

El trabajo desarrollado en la presente Tesis Doctoral permite extraer las siguientes

conclusiones:

1. A nivel espinal, los efectos antinociceptivos agudos de la nicotina
estin mediados por los péptidos opioides derivados de la
proencefalina, a través de su unién a los receptores opioides p. Los
receptores opioides x también participan en la antinocicepcion aguda
mientras que los receptores 0 no estan implicados en este efecto.

2. A nivel supraespinal, los péptidos opioides derivados de Ila
proencefalina, mediante la activacion de los receptores p, participan en
la antinocicepcion inducida por la administracién aguda de la nicotina.
Sin embargo, ni los receptores opioides & ni los k median este efecto.

3. Los péptidos opioides derivados de la proencefalina y la prodinorfina
y los receptores opioides 11, & y x no participan en los efectos
hipolocomotores producidos por la administracién aguda de nicotina.

4. El aumento de las concentraciones extracelulares de DA inducido en el
Nac por la administraciéon aguda de nicotina esta mediado por los
péptidos opioides derivados de la proencefalina y los receptores
opioides p y 6. Ademads, estos mismos componentes del sistema
opioide endégeno regulan los efectos de recompensa de la droga.

5. Los péptidos opioides derivados de la prodinorfina intervienen en los
efectos motivacionales de la nicotina, posiblemente mediando los
aspectos aversivos y disforicos de la droga. Asi, la ausencia de los
mismos incrementa la sensibilidad a la autoadministracién
intravenosa de nicotina.

6. Los péptidos opioides derivados de la proencefalina, a través de su
unién a los receptores opioides p, participan en las manifestaciones
sométicas del sindrome de abstinencia de nicotina. Sin embargo, los
receptores opioides 0 y los péptidos opioides derivados de la
prodinorfina no intervienen en la sintomatologia fisica de la
abstinencia nicotinica.

7. El tratamiento crénico con nicotina produce un aumento de la

actividad funcional de los receptores opioides p en la médula espinal.
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10.

Este incremento se produce con el objeto de atenuar el desarrollo de la
tolerancia a los efectos antinociceptivos de la nicotina.

El tratamiento crénico con nicotina produce una disminucién a nivel
espinal de los receptores opioides x en animales tolerantes a la droga,
descenso que favorece el desarrollo de la tolerancia antinociceptiva.

La administraciéon crénica de nicotina no aumenta los niveles de
dinorfinas en la médula espinal, en contraste con otras drogas como
los opidceos y los cannabinoides. Ademas, los receptores de tipo
NMDA no participan en el fenémeno de tolerancia antinociceptiva de
la nicotina.

Los estimulos asociados al consumo de nicotina constituyen el factor
mas importante en la induccién de recaida a la basqueda de la nicotina
en ratén. El nuevo contacto con la droga constituye el factor que
induce un menor porcentaje de recaida mientras que el estrés se sittia

entre ambos factores.
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