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“INMUNOREACTIVIDAD A AFosB EN NAc y CPF EN RATAS MACHO
CRIADAS BAJO ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL Y AISLAMIENTO
CON AUTOCONSUMO Y CONSUMO INDUCIDO DE NICOTINA

RESUMEN

Algunos estudios han demostrado que personas con niveles educativos bajos y con factores como
la pobreza, el no practicar deporte o el estrés emocional son mas vulnerables a desarrollar una
adiccion por la nicotina, la adiccién induce una perturbacién crénica en la via mesolimbica, la cual
participa fisioldgicamente en la creaciéon de habitos de conducta tras estimulos reforzadores
naturales. Por otra parte se ha observado que la exposicion de animales a un Ambiente
enriquecido (AE) puede prevenir el consumo de sustancias que producen adiccion. El objetivo del
presente estudio es evaluar los cambios que se presentan al modificar el ambiente sobre el
consumo de nicotina en ratas Wistar mediante la cuantificacion de la inmunoreactividad de
neuronas en la CPF y NAc. Se utilizaron ratas macho Wistar a los 21 dias de edad divididos en 2
grupos; Enriquecido-Aislado (EXP1): mantenidos en AE y posteriormente fueron aislados y grupo
Enriquecido (EXP2): las ratas fueron alojadas en AE inyectandoles via s.c. la misma dosis de
nicotina que las del EXP1. Posteriormente se realizé la cuantificacion de neuronas positivas a
AFosB en CPF y NAc. Los resultados de este estudio muestran que el nimero de neuronas
inmunoreactivas a AFosB aumentd en CPF, NAcC y NAcS en el EXP 1 con respecto a las ratas del
EXP 2. Estos resultados sugieren que el AE tiene un efecto sobre el sistema mesolimbico, ya que
los animales tienen una mayor expresiéon de AFosB de manera basal en el sistema, pero ante la
exposicion de una droga como nicotina esta expresion disminuye, de manera interesante,
observamos que al aislar a los animales después de haber crecido bajo un ambiente enriquecido y

ante la exposicion a la nicotina, al parecer el efecto del AE se pierde.



1. INTRODUCCION

El fumar tabaco es una de las causas mds comunes para desarrollar enfermedades como el
cancer de pulmén o los infartos al miocardio. De acuerdo con estadisticas de la
Organizacion Mundial de la Salud, existen alrededor de 650 millones de fumadores en el
mundo, lo cual se convierte en un problema grave de salud publica. Tan solo en el 2000,
4.2 millones de personas murieron por causas relacionadas con el tabaco y el nimero
estimado para el 2025 es de 10 millones de muertes, correspondiendo 7 millones a
personas que habitan en paises en vias de desarrollo (Mackay y Eriksen, 2002). Algunos
estudios han demostrado que personas con niveles educativos bajos (menos de 10 afios
de estudio) son mas vulnerables a desarrollar el habito de fumar y como consecuencia una
adiccion por la nicotina, sustancia activa del tabaco (Hartel et al., 1993; Setter et al.,
1998), que personas con un nivel educativo alto. Se ha sugerido que ademas del bajo nivel
educativo, otros factores como la pobreza, el poco tiempo libre para practicar algin
deporte o incluso niveles elevados de estrés emocional pudieran ser factores que

favorezcan esta conducta (Hartel et al., 1993).

Se cree que la via mesolimbica dopaminérgica participa, fisioldgicamente, en la creacién
de habitos de conducta tras estimulos reforzadores naturales (comida, bebida, sexo). La
adiccion seria, por tanto, una perturbacién crénica de esta via inducida por la droga, y se
crearia un habito patoldgico cuyo fin es el consumo de la droga (estimulo reforzador
aberrante). La activacion de la via dopaminérgica mesocortical, que también nace en el
area tegmental ventral (ATV), ocasiona hiperactividad dopaminérgica en la corteza
prefrontal (CPF), cuyo significado no esta claro, pero que podria mediar en el proceso de
aprendizaje y desarrollo del habito asociado al consumo (Fernandez-Espejo, 2002), es
evidente que el ATV desempeiia un papel de primer orden en el desarrollo de la adiccidn y

la dependencia.



Por otra parte, se ha comprobado que la actividad fisica o cognoscitiva dada por un
enriquecimiento ambiental (AE) o por el ejercicio producen eventos plasticos en el
cerebro, particularmente se aumenta la proliferacién y sobrevivencia de nuevas neuronas
en regiones como el hipocampo o las regiones sub-ventriculares (Van Praag et al., 2000).
El AE es aquel que proporciona a los individuos una mayor estimulacién sensorial y se ha
observado que facilita un mejor desarrollo del sistema nervioso, ya que se ha
documentado que, un AE repercute directamente en parametros bioquimicos,
anatomicos, fisioldgicos y moleculares del cerebro y del organismo en general (van Praag
et al., 2000, Will et al., 2004), ademas disminuye las concentraciones de las hormonas de
respuesta a estrés como la adrenocorticotropina (ACTH) y corticosterona (CORT), se ha
reportado que la exposicidon de animales a un AE puede prevenir el consumo de sustancias
gue producen adicciéon (Bardo et al., 2001). El objetivo del presente estudio es evaluar los
cambios que se presentan al modificar dicho ambiente sobre el consumo de nicotina en
ratas Wistar mediante la cuantificacion de la inmunoreactividad de neuronas en el Nucleo

acumbens y la corteza prefrontal.



2. ANTECEDENTES

2.1 Nicotina

La nicotina, es uno de los principales componentes del humo del tabaco y la principal
causante de la adiccidn. La nicotina es constituyente de la planta del tabaco (Nicotiana

tabacum) (Fig. 1). (Micé et al., 2000).
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Estructura quimica de la nicotina Nicotiana tabacum

Figura 1. A) Estructura quimica de la nicotina. B) llustracién de la planta Nicotiana tabacum, el principal

componente psicoactivo del tabaco, presente en las hojas de la planta.

La nicotina se une a receptores especificos y produce distintos efectos funcionales, son
conocidos como “receptores de tipo muscular” y “receptores de tipo neuronal’, la
acetilcolina es agonista de los dos tipos de receptores (Micé et al., 2000). Es una de las
drogas mas consumidas en todo el mundo (World Health Organization, 2010) y se
considera que es el principal componente psicoactivo del tabaco, responsable de su poder

adictivo y de la alta tasa de recaida que genera (Benowitz, 2010). El sindrome de



abstinencia al consumo de nicotina provoca alteraciones conductuales que pueden ser
estudiadas también en los modelos animales, entre las manifestaciones mas notorias de la
deprivacion de la nicotina se encuentran: la irritabilidad, los problemas de suefio, las
nauseas, los estados depresivos y la ansiedad (Bruijnzeel, 2012), hoy en dia, se sabe que el
efecto adictivo de la nicotina es mediado fundamentalmente por la activaciéon de
receptores colinérgicos nicotinicos (nAChRs) en las neuronas dopaminérgicas del ATV y
otras estructuras cerebrales (Changeux, 2010). Es un alcaloide altamente tdxico y fumarlo
produce en el cerebro que se den altas concentraciones de forma rapida, se absorbe en el
pulmén, entre un 79 y un 90 %, entra en la circulacién arterial, llega hasta el cerebro en
segundos, donde ejerce su accidn psicoactiva (Benowitz, 2010), es metabolizada en el
higado, principalmente por las enzimas CYP2A6, CYP2B6 y CYP2E1l presentes en los
adipocitos hepatocitos? (Benowitz, et al., 2006), en sangre, la vida media de la nicotina es

de 2 a 3 horas a dosis altas genera malestar y nduseas (Benowitz et al., 2008).

Se ha observado que cuanto mas rdpida es la velocidad de absorcién y entrada en el
cerebro de una droga, mayor es el efecto y el refuerzo positivo que genera, al fumar, por
ejemplo, la rapidez en el aumento de los niveles plasmaticos de la nicotina produce una
leve sensacién aversiva, lo cual lleva al fumador a ajustar la dosis para obtener el efecto
farmacoldgico deseado, reforzando de este modo la autoadministracién y facilitando el
desarrollo de la adiccién (Benowitz, et al., 2009). Una vez en el cerebro actua activando a
los receptores neuronales nicotinicos. Los nAChRs son canales catidnicos, permeables a
Na’, K'y Ca®*, en cuanto a su estructura molecular, estan compuestos por 5 subunidades,
hasta el momento, se conocen diez subunidades a (al-a10), tres subunidades B (32-B4),
una y y una 6., de la combinacién de estas subunidades surgen los distintos tipos de
receptores, cada uno con caracteristicas particulares (Changeux, 2010). Los nAChRs se
expresan en todo el sistema nervioso, tanto central como periférico, razén por la cual el
efecto de esta droga se ejerce no sélo en el cerebro, sino también en las fibras musculares
lisas del intestino (sistema nervioso entérico) y en el sistema nervioso autonomo (Barik y

Wonnacott, 2009). No existe acuerdo con respecto a la existencia de alguna subunidad



que se encuentre mas estrechamente relacionada con el proceso adictivo (Changeux,
2010), sin embargo, los mas abundantes en el sistema nervioso son los compuestos por las
o4 y B2 y los formados solamente por subunidades a7, estos ultimos participan en los

procesos de aprendizaje y memoria (Huerta y Cruz, 2011).

En el cerebro, la nicotina despolariza las neuronas del area tegmental ventral (ATV) que
tienen altas concentraciones de receptores a4B2, por lo cual facilita la liberacidon de varios
neurotransmisores, entre ellos y de manera relevante la dopamina (Benowitz, 2008).
Llamativamente, la nicotina no produce ningun gran cambio observable a nivel conductual
cuando se la consume, comparandola con otras drogas de abuso, esto también es
evidente en los modelos animales, aparentemente, quiza por este motivo el nimero de
laboratorios en el mundo que trabajan a nivel comportamental con nicotina es muy
reducido, en comparacion con lo que ocurre con otras drogas de abuso como la cocaina y

la anfetamina (Pastor et al., 2013).

2.2 Sistema de recompensa

2.2.1 Dopamina
Las catecolaminas; dopamina, adrenalina y noradrenalina actian como mensajeros
guimicos en el sistema nervioso de los mamiferos, y la primera (Fig. 2) es el transmisor
catecolaminérgico mas importante del SNC, donde participa en una gran variedad de
funciones que incluyen la actividad locomotora, la afectividad, la regulacién
neuroenddcrina y la ingestién de agua y alimentos (Fibiger, 1993; Jackson, 1994). En el
sistema nervioso periférico, la dopamina es un modulador de la funcién cardiaca y renal,
del tono vascular y de la motilidad gastrointestinal (Bahena-Trujillo, 2000). La funcién de
los sistemas dopaminérgicos del SNC se ha convertido en foco de gran interés, debido a
que diversas alteraciones en la transmisién dopaminérgica han sido relacionadas directa o
indirectamente con trastornos severos del SNC, tales como la enfermedad de Parkinson,
trastornos psicéticos que incluyen a la esquizofrenia y la dependencia a drogas como la

anfetamina y la cocaina (Feldman et al., 1997; Robbins-Trevor, 1992).
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Figura 2. Estructura quimica de la dopamina (3,4-dihidroxifeniletilamina).

La sintesis del neurotransmisor tiene lugar en las terminales nerviosas dopaminérgicas
donde se encuentran en alta concentracién las enzimas responsables, la tirosina
hidroxilasa (TH) y la descarboxilasa de aminodcidos aromaticos o L-DOPA descarboxilasa
(Cooper et al., 1996; Freund et al., 1984). Los trabajos de Nagatsu y cols., y de Levitt y
cols., demostraron que la hidroxilacién del aminoacido L-tirosina es el punto de regulacion
de la sintesis de catecolaminas en el SNC y que en consecuencia la TH es la enzima
limitante de la sintesis de la dopamina, la noradrenalina y la adrenalina (Nagatsu et al.,
1964; Levitt et al., 1965). La TH es un péptido de 498 aminodcidos (56 KDa) presente de
manera predominante en la fraccidn citosélica de las terminales catecolaminérgicas
(Weiner y Molinoff, 1989). La enzima es una oxidasa que utiliza L-tirosina y oxigeno como
sustratos y tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactor para adicionar un grupo hidroxilo al
aminoacido para formar L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina) como se esquematiza en la
figura 3 (Nagatsu, 1981). La funciéon de la TH requiere también de la presencia de hierro. El
neurotransmisor es sintetizado en las terminales dopaminérgicas de donde puede ser
liberado directamente al espacio sinaptico (Fig. 4), una vez transportadas a la zona activa
las vesiculas se fijan a la membrana (anclaje o “docking”), donde experimentan un proceso
gue las hace competentes para la exdcitosis (maduracidon o “priming”) (Bahena-Trujillo,

2000).



Tirosina Piridoxal fosfato
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aminoécidos aromaticos (3, 4-dihidroxifeniletilamina)

L-3, 4-dihidroxifenilalanina

Figura 3. Sintesis de la dopamina. Tomada de Bahena-Trujillo, 2000.

Se ha observado que la dopamina que se libera de manera preferente en respuesta a
estimulacion sindptica es la recién sintetizada. El neurotransmisor parece asi encontrarse
en dos pozas metabdlicas, ambas vesiculares; una que contiene a la dopamina recién
sintetizada y una segunda que corresponderia a una poza que funciona como almacén, es
probable la existencia de una tercera poza metabdlica abastecida por los transportadores
y que seria la fuente de la liberacién de dopamina por transporte reverso (Feldman et al,,

1997; Leviel et al., 1989).

Transportador vesicular
de dopamina (VAT)

Tirosina hidroxilasa
(enzima de sintesis)

Vesicula sinaptica

Transportador de
dopamina (DAT)

——_—

—

Hendidura sinéptica

< Receptor dopaminérgico

postsinaptico

Figura 4. Sinapsis dopaminérgica, en esta figura se puede observar.....describe un poco...Tomada de....



2.2.1.1 Receptores dopaminérgicos
Los receptores se definen como moléculas o arreglos moleculares que pueden reconocer
selectivamente a un ligando (agonista o antagonista) y ser activados por el ligando con
eficacia intrinseca (agonista) para iniciar un evento celular (Humphrey, 1997). La accidon de
la dopamina sobre las células blanco depende del tipo de receptor presente en ellas, con
base en sus caracteristicas moleculares se han descrito 5 subtipos de receptores para
dopamina, los cuales han sido agrupados en 2 familias farmacolégicas denominadas D1 y
D2, a partir de los efectos de agonistas y antagonistas selectivos. De manera caracteristica
los receptores de la familia D1 estimulan a la enzima adenilil ciclasa conduciendo a la
produccién de AMPc, en tanto que la activacién de los receptores pertenecientes a la
familia D2 inhibe su formacion (Zhou et al., 1990; Sibley et al., 1982). Los receptores
dopaminérgicos D1 desempefian un papel crucial en el desarrollo de la adiccidén y se han
relacionado con la sensibilizacién inducida por el consumo crénico de drogas, en especial
por los psicoestimulantes. Por otra parte, la sensibilizacién inducida por el consumo
crénico de la droga se ha asociado a un aumento de la respuesta de los receptores D1,
que persiste durante un mes después del inicio de la abstinencia (Henry et al., 1998).
Tanto la regulacién al alza de D1 como el incremento de la respuesta de este receptor
desempeinan un papel importante en la sensibilizacion dopaminérgica inducida por el

consumo crénico de drogas de abuso (Corominas et al., 2007).

Uno de los pardmetros mas estudiados en la adiccidon a sustancias es la densidad de
receptores dopaminérgicos de la familia D2; sin embargo, los datos existentes en la
literatura cientifica son a veces contradictorios. En roedores, se ha descrito un aumento
de los receptores D2 que implica tanto al nicleo acumbens (NAc) como al estriado dorsal,
el aumento en la densidad de D2 se ha observado tras la interrupcién de la administracién
repetida de cocaina (Wallace et al., 1996), alcohol (Djouma y Lawrance, 2002) y opiaceos
(Izenwasser et al., 1998). Sin embargo, otros trabajos aportan datos que no son
coincidentes con los anteriores, ya que no han hallado cambios en la densidad de los

receptores dopaminérgicos después de la administracion repetida de drogas de abuso e



incluso, otros han descrito una disminucidon de la densidad de estos receptores en la
region del estriado (Vasconcelos et al, 2003). Recientemente se ha relacionado un
subtipo de receptores de la familia D2, los receptores D3, con la sensibilizacién
dopaminérgica asociada a la administracion repetida de estimulantes (Corominas et al.,,
2007). Los receptores D3 estan presentes normalmente en el shell del NAc, pero no lo
estdn o se expresan muy poco en el core del NAc y en las regiones dorsales del estriado.
En roedores a los que se ha lesionado unilateralmente la via nigroestriada, se ha
registrado un aumento de los receptores D3 tras la administracién repetida de agonistas
dopaminérgicos, que se asocia a un aumento de la actividad motora. El aumento de D3 se
produce precisamente en regiones del estriado dorsal y en el core del NAc, donde D3 estd
normalmente ausente (Bordet et al., 1997). Actualmente se conoce que la expresién de
los receptores D3 depende del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y se ha
sugerido que este receptor podria ser, en parte, responsable de la sensibilizacién
dopaminérgica y de los sintomas de tipo psicético, inducidos en algunos individuos, por el

consumo de psicoestimulantes (Sokoloff et al., 2002).

2.2.2 Sistema dopaminérgico
Se cree que la via mesolimbica dopaminérgica participa, fisiolégicamente, en la creacién
de habitos de conducta tras estimulos reforzadores naturales (comida, bebida, sexo), la
adiccidn seria, por tanto, una perturbacién crdnica de esta via inducida por la droga, y se
crearia un habito patoldgico cuyo fin es el consumo de la droga (estimulo reforzador
aberrante). La activacion de la via dopaminérgica mesocortical, que también nace en el
ATV ocasiona hiperactividad dopaminérgica en la corteza prefrontal, cuyo significado no
estd claro, pero que podria mediar en el proceso de aprendizaje y desarrollo del habito
asociado al consumo. Es evidente que el ATV desempeia un papel de primer orden en el

desarrollo de la adiccion y la dependencia (Fernandez-Espejo, 2002).

Como una simple aproximacién, se puede decir que las drogas producen adiccidn

mediante la estimulacion de esta via de la recompensa (Schutz, 2011), al estimularla



produce placer en un principio, pero también induce un desequilibrio en un sistema que
normalmente estd equilibrado o en homeostasis. Ciertos cambios generados por las
drogas pueden ser reversibles (Chen et al., 2010) aunque, en algunos casos, las drogas de

abuso inducen alteraciones persistentes (Goriounova y Mansvelder, 2012).

El componente central de este circuito de recompensa es el sistema mesolimbico
dopaminérgico, que consta de una serie de neuronas que se originan en el ATV y que
envian proyecciones a otras regiones frontales del cerebro como el NAc y la corteza
prefrontal (CPF) (Koob y Volkow, 2010). Estas conexiones son mayoritariamente
dopaminérgicas, pero también se hallan neuronas inhibitorias GABAérgicas que participan
de esta via modulado la actividad neuronal (Fig. 5) (Barrot et al. 2012), estas neuronas
GABAérgicas son moduladas, ademads, por neuronas opidceas que expresan el receptor
Mu -tienen la capacidad de inhibir a las neuronas GABAérgicas (que son inhibitorias)
generando una activacién del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico cuando son
estimuladas-, lo que explica la activacién opidceo-dependiente del sistema (Xiao, et al.,
2007). Las proyecciones dopaminérgicas que van desde el ATV al NAc son criticas en la
adiccién. Se ha observado que animales con lesiones en este circuito presentan desinterés
por las drogas de abuso (Arvanitogiannis et al., 1996). El ATV envia informacién a las otras
estructuras acerca del grado de recompensa asociada a un estimulo determinado. Resulta
llamativo, sin embargo, que todas las drogas de abuso (activando la misma via de la
recompensa) puedan generar efectos conductuales tan diferentes (el alcohol y la cocaina,
por ejemplo). Posiblemente, estas diferencias se deban a que las drogas de abuso no
restringen su efecto solamente a la via de la recompensa, sino que también activan otras
estructuras cerebrales. Entre las estructuras modulatorias de la via de la recompensa mas
estudiadas se encuentran, la amigdala y el hipocampo (Koob y Volkow, 2010). La amigdala
se activa diferencialmente en una situacién placentera o en una aversiva, aportando
informacidn para determinar si una accion sera repetida o evitada (Johansen et al., 2011).
El hipocampo es una estructura central en la formacion de memorias (Andersen et al.,

2007). Las regiones de la corteza cerebral coordinan, integran, y procesan toda la



informacién sensorial y motora, lo cual determinard el comportamiento general del

individuo (Xue et al., 2009).

=

Figura 5. Sistema dopaminérgico de la recompensa. La imagen muestra las proyecciones que existen entre
las diferentes regiones cerebrales, esta via nace en el area tegmental ventral (ATV) y manda fibras tanto al
nucleo acumbens (NAc) y la corteza prefrontal (CPF), el NAc tiene conexiones con el estriado (ES) y con la
amigdala (AMG). La corteza prefrontal (CPF) envia proyecciones hacia el NAc y el ATV. La dopamina (DA) es
el neurotransmisor mas importante en esta via que es critica en el proceso adictivo a las drogas. Glutamato

(Glu), acido gama-aminobutirico (GABA). Tomada de Venebra-Mufioz, 2010.

El uso continuado de drogas induce cambios adaptativos en el sistema nervioso central, lo
qgue conduce a fendmenos como la tolerancia, la dependencia fisica, la sensibilizacidn, el

craving y la recaida (Robinson y Berridge, 2008).

En animales de experimentacidon y estudios post mortem del cerebro de adictos a
opiaceos, se ha detectado que el consumo crénico se suele acompafiar de una

disminucion del nimero de receptores celulares que responden a la droga (tras su



internalizacion) en las neuronas de la via mesolimbica, y no hay aumento del AMPc en
centros neurales como el NAc o la amigdala, al contrario de lo que sucede en la fase de
consumo agudo. Estos efectos representan fendmenos de neuroadaptacion. Sin embargo,
los componentes intracelulares de la via de sefializacion de la adenilciclasa se regulan al
alza: se detecta un aumento en los niveles de proteincinasa A (PKA) y de factores de
transcripciéon CREB (cAMPresponseelement- binding protein), Fral, Fra2 y delta-FosB, tres
factores de trascripcidon de la familia Fos (Shippenberg y Elmer, 1998). Se cree que la
mayor concentracion de PKA podria deberse a un déficit en su degradacién, pues el AMPc
no se encuentra regulado al alza. La mayoria de los factores comentados se regulan al alza
de modo transitorio, por lo que su papel en los cambios crénicos asociados a la adiccion se
ha cuestionado, excepto el factor delta-FosB, que se acumula progresivamente en el

cerebro con el consumo repetido de la droga (Fernandez- Espejo, 2002).

2.3 Nucleo acumbens

Se ha involucrado cldsicamente en la integracién entre motivacién y accién motora
(interface limbico-motora) (Mogenson et al., 1980). Numerosos estudios neurobioldgicos
han resaltado su destacado papel en la emergencia de respuestas motoras tras estimulos
tanto apetitivos como aversivos, y se sabe que participa en procesos diversos como la
ingesta, la conducta sexual, la recompensa, la autoadministracién de drogas, respuesta al
estrés, etc. (Groenewegen et al., 1996; Schutz et al., 1992). Ademas su participacion en
algunos de estos procesos depende del estado motivacional, pues media de forma
decisiva en ciertas conductas apetitivas (ingesta, sexual) solo si es novedosa o si se esta
privando de ella (hambriento, sediento, en celo) (Wilson et al., 1995; Bassareo y Di, 1997).
Es evidente que su principal papel neurobiolégico es transferir informacién motivacional
relevante para que se codifiguen actos motores o, en otras palabras, reconocer
situaciones de importancia adaptativa para que el animal desarrolle una conducta motora

apropiada (Spanagel y Weiss, 1999).



Una rapida observacion de la estructura anatédmica del NAc nos indica que su funcién mas
probable es la de integracidon limbico-motora. Se distinguen dos estructuras diferentes
tanto en sus conexiones como neuroquimicamente: el core (centro) y la shell (corteza)
(Herkenham et al., 1984; Jongen-Rélo et al., 1994). La shell presenta conexiones de
caracter “limbico”: recibe importantes entradas glutamatérgicas desde el hipocampo y la
amigdala centromedial, asi como dopaminérgicas desde el ATV. El core?? Es una
extensién del estriado dorsal, de cardcter motor: recibe aferencias glutamatérgicas de la
corteza motora y dopaminérgicas de la sustancia negra, y presenta conexiones
GABAérgicas de salida hacia el pdlido ventral que forman parte de los bucles motores
cortico-estriado-palido-talamicos de caracter extrapiramidal. La shell recibe aferencias de
la corteza prefrontal (infralimbica y prelimbica ventral), la informacidn de salida de la shell
se dirige al pdlido ventromedial, el cual inerva el nucleo dorsomedial del talamo. Este
nucleo envia de modo casi especifico, fibras hacia la corteza prefrontal (prelimbica dorsal),
la cual a su vez, proyecta fibras glutamatérgicas al core del nucleo acumbens (Heimer et
al., 1991; Meredith et al., 1992; Fig. 6). Asimismo, el NAc recibe una importante entrada
modulatoria, tanto dopaminérgica como serotoninérgica, que parece desempefar un
papel relevante en el control del flujo de informacidn (Johansson y Hokfelt, 1992). Dicha
inervacién modulatoria se encuentra también segregada. La shell recibe aferencias
dopaminérgicas del ATV y serotoninérgicas del rafe dorsal. El core recibe aferencias
dopaminérgicas principalmente de la sustancia negra y serotoninérgica del rafe dorsal. Se
cree que el proceso de integracion limbico-motora tiene lugar principalmente en la shell,
el cual modificaria los patrones de actividad motora del core, a través de la corteza
prefrontal que actia como “enlace” entre las dos estructuras. La segregaciéon entre los
circuitos que conectan core y shell aun no es tan clara, ya que existen zonas de
interaccion. Asi ocurre dentro de la propia corteza prefrontal y entre las estructuras del
nucleo acumbens, donde fibras colaterales y gap juctions conectan el core y la shell.
Ademas, tanto el core como la corteza prefrontal reciben aferencias de origen amigdalino

y del ATV (O’ Donell y Grace, 1993).
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Figura 6. Diagrama esquematico de los circuitos que conectan los territorios core y shell del nucleo

Corteza prefrontal

Entradas

acumbens. La aferencia dopaminérgica (DA) procede principalmente del drea tegmental ventral, aunque la
sustancia negra también proyecta al core. La interaccién entre areas se identifica con doble flecha. Tomada

de Fernandez-Espejo, 2000.

Las neuronas de la shell del acumbens presentan dos estados electrofisioldgicos bajo y
alto (O’ Donnell y Grace, 1995; 1998). El estado bajo, muy hiperpolarizado (-81 mV), es
interrumpido ocasionalmente por mesetas de despolarizacién de unos -63 mV con 3-4
espigas, o estado alto (Fig. 7) (Fernandez-Espejo, 2000). La inervacion dopaminérgica
procedente del ATV, a través del haz mesolimbico, ejerce efectos modulatorios sobre la
actividad neuronal en la shell del nicleo acumbens. De acuerdo con el grupo de O’Donell y
Grace, existe una gran cantidad de receptores dopaminérgicos D1 en la shell los cuales
actian como excitadores, en cooperacién con los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)
del glutamato, pero sélo en condiciones de estado alto (-63mV) (O’Donell y Grace, 1995).
Asi, cuando la neurona se encuentra en estado bajo (-81mV), los receptores
glutamatérgicos NMDA estan bloqueados por Mg y no hay interaccién D1-NMDA, por lo
que predomina la accion dopaminérgica D2 quienes disminuyen la probabilidad de
aparicidon de potenciales de accion tras la estimulacién corticofrontal. Cuando la célula se

sita en estado alto, tras una despolarizacién mantenida se remueve el bloqueo con Mg**



y se activan los canales NMDA., de este modo, las respuestas despolarizantes de los
canales NMDA se expresan y facilitan el disparo neuronal. En esta situacion, la dopamina
actua sobre receptores D1 activando aln mas la apertura de canales NMDA vy la de canales
de Ca®* tipo L, lo que mantiene la excitacién de las neuronas de la shell (Hernandez-Lépez
et al., 1997). En definitiva la dopamina estabiliza la célula en el estado alto y facilita la
génesis de potenciales de accién. Puede decirse que la dopamina actua en la shell como
un “neuro-estabilizador”, o se estabiliza la célula en el estado en el que se encuentre, sea

bajo o alto (Fernandez-Espejo, 2000).
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Figura 7. Activacidn de neuronas en el Nucleo acumbens shell. Esquema del mecanismo de activacién de las
neuronas en el NAc shell (NAcS), cuando existe estimulacion por fibras provenientes del hipocampo o de la
amigdala que hacen pasar a las neuronas de la shell de un estado bajo (-81 mV) al alto (-63 mV), si adémas
existe estimulacion durante el estado alto por parte de la CPF, entonces se dispara un potencial de accién
como se observa en el panel A. Cuando existe estimulacién Unicamente de la CPF no se genera el paso del
estado bajo al alto en las neuronas de la region shell, como se observa en el panel. (Tomada y modificada

de Venebra-Mufioz, 2010).

Diversos autores mencionan que la dopamina facilita la programacién a nivel del nucleo
acumbens de adecuadas relaciones limbico-motoras y “consolida” el conjunto de

neuronas que estdn activadas por las entradas prefrontocorticales, amigdalinas e



hipocampicas en un determinado momento e “ignora” las no activadas, estabilizando los
ensambles neuronales que se encuentran en un estado electrofisiolégico alto. De manera
parecida también se reforzarian conexiones entre la CPF y la regién del core en la
programacion de conductas motoras asociadas a estimulos como la ingesta de drogas, ya
gue existe una correlacion muy clara entre la actividad neuronal en la regién core y las
conductas motoras que se realizan para consumir una droga. Los movimientos para el
consumo de drogas se programa en la regién core y en la CPF, ademas de existir
correlaciones ante fendmenos como la anticipacién al consumo de la droga o memoria a
largo plazo (Fernandez-Espejo, 2000). Concretamente los actos motores que son
programados en el core y la CPF son de tipo instrumental, son secuencias de movimientos

dirigidos a un fin, en este caso el consumo de drogas (Venebra-Mufioz, 2010).

2.4 AFOS B

El estudio de mecanismos de transcripcion de la adiccion estd basado en la hipétesis de
que la regulacion de la expresién génica es uno de los mecanismos importantes por el cual
la exposicidn crénica a una droga causa a largo plazo cambios en el cerebro, que subyacen
a las alteraciones conductuales que definen un estado de adiccién (Nestler et al. 2001).
Una conclusién de esta hipdtesis es que los cambios inducidos por las drogas en la
transmisién dopaminérgica y glutamatérgica y en la morfologia de ciertos tipos de
neuronas en el cerebro, lo cual ha sido correlacionado con un estado de adiccidn, son
mediados en parte, a cambios en la expresion de genes (Nestler, 2008). En los ultimos 15
anos se han proporcionado mas pruebas para explicar el papel de la expresion génica en la
adiccién a las drogas, ya que varios factores de transcripcion -proteinas que se unen a
elementos de respuesta especifica en las regiones promotoras de genes objetivo y regulan
esta expresion de genes- han sido implicados en la adiccién de la droga. Un ejemplo
incluye a AFos (una proteina de la familia Fos) (O’Donovan et al., 1999; Green et al., 2008).
Estas proteinas son inducidas rdpidamente en regiones especificas del cerebro después de
la administraciéon aguda de muchas drogas. AFosB es codificado por el gen FosB, carece de

una porcion del dominio carboxilo terminal (C-terminal), presente en otras proteinas de la



familia Fos (Nestler et al., 2001), esta caracteristica hace que persista mds tiempo en las
neuronas en comparacion a los otros factores de transcripcion de la familia Fos (Nestler,
2008). Se ha observado que AFosB se acumula con la exposicién crénica de la droga
debido a su extraordinaria larga vida-media (Fig. 8). Como resultado de esta estabilidad,
AFosB persiste en neuronas por lo menos varias semanas después del cese de la
exposicion de la droga (Ulery et al, 2006; Carle et al, 2007). Por lo que es un marcador

idéneo para los estudios que implican drogas de adiccion (Nestler, 2008).
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Figura 8. Grafica de la acumulacién gradual de AFosB. El Esquema muestra la acumulacion gradual de AFosB
contra la rdpida induccién transitoria de otras proteinas de la familia Fos en respuesta a las drogas. (A)
varias oleadas de proteinas de la familia Fos (c-Fos, FosB, AFosB (33 kD isoforma), Fraly Fra2) son inducidas
en el nucleo acumbens y en neuronas del estriado dorsal por la administracién aguda de una droga.
También son inducidas las isoformas bioquimicamente modificadas de AFosB (35-37 kD); inducidas a bajos
niveles por la administracién aguda, pero persisten en el cerebro por largos periodos debido a su
estabilidad. (B) Con repetida administracion de la droga (ejem., 2 veces al dia), cada estimulo agudo induce
un nivel bajo de la isoforma estable AFosB, que esta indicado por el conjunto inferior de lineas sobrepuestas
que indican que AFosB es inducido por cada estimulo agudo. Este resultado es un incremento gradual en los
niveles totales de AFosB con estimulos repetidos durante un curso de tratamiento crénico, el cual esta

indicado por el incremento de la linea escalonada en la gréfica (Nestler, 2008).

La estabilidad de AFosB proporciona un mecanismo molecular novedoso por el cual los

cambios inducidos por la droga en la expresion génica persisten a pesar de la abstinencia.



Por lo que se ha propuesto que AFosB funciona como un “interruptor molecular” que

ayuda a iniciar y mantener el estado de adiccidén (Nestler, 2008).

2.5 Corteza prefrontal

Si bien las funciones ejecutivas (FE) pueden estudiarse desde una aproximacion
puramente funcional, considerar su sustrato anatdmico proporciona valiosa informacién
respecto a su organizacion y funcionamiento. En términos anatémicos, la corteza
prefrontal (CPF) ocupa un lugar privilegiado para orquestar las FE, puesto que es la regién
cerebral de integracion por excelencia, gracias a la informacidon que envia y recibe de
todos los sistemas sensoriales y motores (Munakata et al., 2004). La CPF comprende casi
30% del total de la corteza en humanos y es considerada como un area de asociacidn, es
decir, integra la informaciéon proveniente de otras regiones. Esta drea representa la
estructura neocortical mdas desarrollada en los seres humanos y se localiza en las
superficies lateral, medial e inferior del I6bulo frontal. Se divide en tres regiones: corteza
prefrontal dorsolateral (CPFDL), corteza prefrontal medial (CPFM) y corteza orbitofrontal

(COF) (Fuster, 2002).

Aparte de los fendmenos de plasticidad sinaptica, las drogas producen una seiial
dopaminérgica excesiva y distorsionada en la corteza prefrontal, 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 sobrevaloracién 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 busqueda
compulsiva de la droga (Weissenborn et al., 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 hdbitos

patoldgicos en el adicto, debido a una interaccidn con el estriado dorsal que generaria



habitos de consumo andmalos, como en el mantenimiento de los mismos (Hyman et al.,

2001).

2.6 Enriquecimiento ambiental

Por otra parte se ha reportado que el enriquecimiento sensorio-motor del lugar donde los
animales crecen (ambiente enriquecido) produce efectos sobre la citoarquitectura y

neuroquimica del sistema nervioso (Venebra-Mufioz et al., 2011).

Al final de los afios 40s, Donald Hebb fue el primero en proponer al enriquecimiento
ambiental como un concepto experimental. El reporté anecdéticamente que las ratas que
se llevé a su casa como mascotas mostraron mejor comportamiento con relacién a sus
congéneres que fueron mantenidos en el laboratorio (van Praag et al., 2000). Hebb,
coloco un grupo de ratas en cajas estdandar de laboratorio y otro grupos de animales en
cajas para mascotas, el grupo de ratas que crecieron en las cajas para mascotas ejecutaron
una tarea de aprendizaje en menor tiempo que las ratas que crecieron en cajas estandar
de laboratorio (Hebb, 1947). Las primeras evidencias de que la estimulacién ambiental
pudiera tener efectos benéficos en trastornos del sistema nervioso central se obtuvieron
en modelos de la enfermedad de Huntington en ratones transgénicos. En este estudio
inicial se encontré que el enriquecimiento ambiental retrasaba el inicio de la enfermedad
de Huntington. Posterior a éste, se desarrollaron una amplia gama de estudios donde se
evaluo el efecto del enriquecimiento en otros modelos animales de trastornos cerebrales
(Renoir et al., 2012). Estudios subsecuentes indicaron que los tamafios de las cajas donde
los animales crecieron y la presencia de objetos tales como tuneles, corredores y planos
inclinados facilitando su movilidad, esta relacionado al comportamiento de la rata en la
edad adulta (Bingham vy Griffits, 1952). Rosenzweig et al., 1962, indicaron que el
enriquecimiento en el que los animales crecen y se desarrollan produce cambios

bioquimicos y morfologicos en el cerebro, lo que ayudo a crear el concepto de



“enriqguecimiento ambiental” (AE) como un método para inducir cambios mensurables en

el cerebro expuesto de la rata (Rosenzweig et al., 1962).

Estudios en su mayoria de laboratorio usan roedores como modelo animal ideal, criados y
distribuidos bajo condiciones de laboratorio de acuerdo a su espacio vital y peso, también
se ha observado que el asilamiento reduce recaptacion de dopamina y serotonina en CPF
y NAc e induce incremento en la actividad locomotora y sobresaltos (Konkle et al., 2010).
El aumento en la estimulacién sensorial mediante el incremento en la interaccion social y
ambiental (sensorial-motor) es un AE que se logra mediante la colocacidn de 6-8 animales
en cajas con dimensiones mas grandes que las cajas estandar y colocando juegos, tuneles,
materiales para la construccién de madrigueras, colocar comida en diferentes lugares asi
como ruedas para ejercitarse voluntariamente (Nithianantharajah y Hanna, 2006; Patel,

2012. Fig. 9).

Figura 9. Condiciones de enriquecimiento ambiental. La figura ilustra las diferentes condiciones ambientales
donde un animal (ratas) puede crecer en un laboratorio. El panel A muestra las condiciones estandar. El
panel B y Cilustran las condiciones de un ambiente enriquecido. Las dimensiones de la jaula en el panel A

son de 47X33X19 cm y en el panel B son de 75X60X60 cm. Observe que las jaulas en un ambiente



enriquecido tienen varios niveles y objetos que los animales pueden manipular libremente. El nimero de
animales que viven en cada una de ellas es mayor (n=8) con respecto a las jaulas de condicion estandar
(n=4). Ademas el panel Cilustra que la configuracién del ambiente es muy importante, ya que los distintos
objetos tienen un impacto diferencial en el cerebro del animal. Por ejemplo, las ratas en color que se
representan en cada objeto del esquema ilustra la estimulacion en diferentes regiones cerebrales, regién

visual (rata amarilla). (Tomado y modificado de Venebra-Mufioz, 2010).

Animales que crecen influenciados por un AE mejoran la ejecucién de las tareas
aprendidas en la edad adulta (Kobayashi et al., 2002), por ejemplo, cuando los animales
son mantenidos desde el destete (dia 21 después del nacimiento) en AE por 8 semanas y
al evaluarlas a los 2.5 meses de edad usando el laberinto de Hebb-William, ejecutaron en
menor tiempo la prueba de aprendizaje con respecto a los animales criados en
condiciones estandar (Hymovitch, 1952), este resultado no es observado en animales
expuestos a AE a la edad de 15 o 25 meses, sugiriendo que el AE no tiene el mismo efecto
en el envejecimiento del cerebro (Segovia et al., 2006). Sin embargo, puede atenuar los
efectos relacionados con la edad, por ejemplo, la densidad sinaptica en el hipocampo de
las ratas disminuye con la edad y es mantenido cuando los animales viejos son alojados en
condiciones enriquecidas (Saito et al., 1994). A nivel morfoldgico ha sido reportado que
los animales que crecen bajo condiciones de AE muestran un incremento significativo en
la arborizacidon dendritica y la densidad de espinas dendriticas en regiones cerebrales
directamente relacionadas con la consolidacion del aprendizaje y la memoria, tales
regiones incluyen neuronas piramidales de la capa lll de la corteza occipital, asi como
también neuronas de la region CA1l hipocampal (Leggio et al.,, 2005). Los animales
expuestos a un AE incrementan la tasa de neurogénesis en el giro dentado del hipocampo
y proliferaciéon en la ruta migratoria rostral en ratas expuesta a un AE de 1 a 3 semanas
(Martoncikova et al., 2011), el aumento de neurogénesis en esta region del cerebro puede

estar asociado con una mejor ejecucion en las pruebas de aprendizaje (Lledo et al., 2006).

Después de la exposicidon de los animales con una lesion en el sistema nervioso a un AE, su

recuperacién parcial incluye funciones cognitivas y movimiento en miembros afectados



(Johnson et al., 2013; Galeano et al., 2015). Ratas con lesidn en la corteza parietal o lesiéon
bilateral del hipocampo, recuperan su déficit espacial, motora y de memoria cuando son
expuestos por 14 dias en AE comparados con animales que se encuentran bajo
condiciones estdndar de laboratorio, sugiriendo que el AE puede funcionar como
alternativa terapéutica (Sozda et al.,, 2010). Ha sido demostrado que un AE incrementa
significativamente en el cerebro niveles de factor de crecimiento neural (NGF), en el
hipocampo y la corteza entorrinal (Dahlqvist et al., 2003) del factor neuronal derivado del
cerebro (BDNF), receptor subunidad 1 de NMDA (Sun et al., 2010) y neurotrofina-3 (NT3),
todos estos factores estan involucrados en el proceso de plasticidad neuronal,
supervivencia neuronal y diferenciacion (Torasdotter et al., 1998). Por lo tanto se ha
sugerido que el AE ayuda a la recuperacion de la region danada debido a que facilita la
expresion y la sintesis de estos factores de crecimiento (Dahlqvist et al., 2003). Por otra
parte, condiciones de enriquecimiento ambiental impactan en la conducta emocional tales
como estrés, miedo, ansiedad y depresion (Porsolt et al., 1978; Zubedat et al., 2015).
Animales expuestos a condiciones de enriquecimiento son menos “emocionales” que los
animales que crecieron bajo condiciones estdndar de laboratorio en condiciones de
empobrecimiento o aislados (1 animal por caja) (Brenes et al., 2006). Una serie de
estudios fueron disefiados para evaluar los niveles de ansiedad en ratas y ratones en
diferentes etapas de vida a través de la implementacién de un laberinto en cruz
demostrando los efectos de AE. Por ejemplo el AE reduce los niveles basales de plasma de
la hormona adrenocorticotropica (ACTH) y corticosterona (CORT) en ratas macho vy
hembra (Belz et al., 2003). Estos resultados sugieren que la exposiciéon a un AE induce
cambios significativos en los niveles hormonales de CORT y ACTH, los cuales pueden estar
afectando el comportamiento de los animales. La exposiciéon del animal al olor de un
depredador (heces de gato) incrementan los niveles plasmaticos de CORT en animales en
condiciones estandar, pero no en animales en condiciones enriquecidas. Bajo condiciones
de estrés, la liberacion de dopamina y la acetilcolina en la corteza prefrontal es reducida

en animales colocados en AE (Segovia et al., 2008).



De manera interesante, un ambiente enriquecido puede funcionar como un protector en
contra del desarrollo de ciertas conductas adictivas. Se ha reportado que ratas expuestas
por 60 dias a un ambiente enriquecido disminuyen significativamente la auto-
administracion de anfetaminas (Bardo et al., 2001). La ingesta de morfina también
disminuye en ratas que se mantienen en un ambiente social, es decir, con mas
companieros, que ratas que son criadas de manera aislada (Hadaway et al., 1979). De igual
manera, el ambiente enriquecido reduce el efecto estimulante locomotor que produce la
nicotina en las ratas (Green et al., 2003), sugiriendo que quizas también el consumo de
esta sustancia se vea disminuida en animales mantenidos bajo condiciones de
enriquecimiento (Venebra-Mufioz et al.,, 2011). Ademas se ha observado que las ratas
expuestas a un enriquecimiento ambiental disminuyen el déficit cognoscitivo y motor
generado por la ingesta prenatal de alcohol por parte de sus madres. Ademads, el AE
incrementa la densidad de espinas dendriticas en el drea CA1 del hipocampo de estos

animales (Hannigan y Berman, 2000).

3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios nuestro equipo de investigacidon se ha centrado en los ambientes
enriquecidos y el efecto que ejerce en los individuos con consumo de nicotina, trabajos
recientes han demostrado que los animales que crecieron bajo condiciones de AE
consumen menos nicotina que los animales que crecieron en condiciones estandar de
laboratorio, lo que sugiere un papel protector del ambiente enriquecido en el desarrollo

de la adiccion a la nicotina (Venebra, 2011).

Uno de los trabajos realizados recientemente por nuestro grupo de investigacion fue el de
Morales-Morales en el que midié el consumo de nicotina en ratas mantenidas bajo
enriguecimiento ambiental por treinta dias aproximadamente y posteriormente las aisld
individualmente y les coloco un bebedero de nicotina durante 12 hr y asi medir la dosis de
nicotina que consumian, por lo que nos preguntamos ¢Qué pasaria si modificamos el
ambiente? Colocdndolas en un ambiente enriquecido mientras se les inyectaba la misma

dosis de nicotina consumida por las ratas del experimento de Morales-Morales, para



poder observar el efecto que el ambiente tiene sobre el consumo de la nicotina.

4. HIPOTESIS

De acuerdo a lo anterior:
* Si el ambiente enriquecido tiene un papel protector en el desarrollo de la adiccion
a la nicotina, al retirar el AE entonces habrd diferencias en la inmunoreactividad a
AFosB.
e Si el enriguecimiento modifica la expresion de AFosB entonces Ia
inmunoreactividad en ratas que crecen bajo un ambiente enriquecido serd

diferente comparadas con las mantenidas en AE

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar cambios en la expresion del factor de transcripcion AFosB en el nucleo
acumbens y corteza prefrontal de la rata Wistar expuesta a un AE seguido de un
aislamiento y un autoconsumo de nicotina y ratas en AE con consumo inducido de
nicotina.

5.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar cambios en la expresion del factor de transcripcion AFosB en el nucleo
acumbens vy corteza prefrontal de la rata wistar expuesta a condiciones de
enriguecimiento ambiental seguido de aislamiento y autoconsumo

Determinar cambios en la expresion del factor de transcripcion AFosB en el nucleo
acumbens vy corteza prefrontal de la rata wistar expuesta a condiciones de
enriguecimiento ambiental seguido del consumo inducido.

6. METODO

Animales. Se utilizaron ratas Wistar macho de 21 dias de edad al inicio de los
experimentos, mantenidos en condiciones estandar de laboratorio, con un ciclo luz-
oscuridad 12:12 (luz en 9:00) con comida y agua ad libitum. Sus cajas fueron cambiadas

periddicamente. Se tomaron todas las precauciones para minimizar el dolor y malestar de



los animales.

Grupos experimentales

Grupo Control. (GC; n=8) Los animales fueron alojados en cajas de 47x33x19cm, (4
organismos por caja), por 30 dias (Figura 10), los cuales se mantuvieron en condiciones
estdndar de laboratorio, sin ninguna otra manipulacidn, mas que el cambio de cama

periédicamente, con agua y alimento ad libitum.

Grupo enriquecido. (GE; n=16) Los animales fueron alojados en cajas de 75x60x60cm (8
organismos por caja), por 30 dias (Figura 10). Las cajas de enriquecimiento ambiental
contienen una serie de objetos en el interior como ruedas para hacer ejercicio, tubos de
PVC, pelotas de polipropileno, tubos de plastico, juguetes de tamafios diferentes, material
para fabricar madrigueras, barras que ayudan a desarrollar funciones acrobaticas, asi
como cajas, lazos, palos con funcién de balancin (Will, 2004). Cada tercer dia el ambiente

enriquecido fue reconfigurado por lo que los objetos de manipulacién fueron cambiados.

Figura 10. La figura muestra dos paneles, corresponden a las condiciones utilizadas en el experimento, en
el panel A) muestra el grupo control o estandar en una caja de 47x33x19cm, mientras que en el panel B) se
muestra la caja de AE que tiene dimensiones mayores, el nimero de organismos también aumenta (8

organismos) por caja, los objetos en este grupo fueron reconfigurados cada 3 dias.



6.1 Experimento 1. Enriquecimiento ambiental, aislamiento vy

autoconsumo de nicotina.

Se colocd a las ratas en AE del dia 21 (dia uno del experimento) posnatal al 50, a partir del
51 al dia 75 posnatal del experimento los animales fueron retirados de la caja de AE y se
colocaron en cajas individualmente. A 5 de estos animales (ratas 6-10) se les coloco un
bebedero con nicotina disuelta en agua (0.006%, sigma N5260) (Dadmarz y Vogel, 2003)
por 12 horas durante 24 dias (Fig. 11). Diariamente se medié el volumen de agua y de
solucién de nicotina ingerido por lo animales. Tanto el agua como la solucién de nicotina
se prepararon diariamente, los bebederos ademds se cambiaron de posicién diariamente
en las dos condiciones ya descritas, con la finalidad de descartar una preferencia por el
lugar. Los animales se pesaron cada tercer dia hasta el dia 30 y a partir del dia 31 del
experimento diariamente con el fin de descartar efectos del peso sobre el consumo de
nicotina y para calcular la dosis de nicotina consumida (Venebra-Mufioz et al. 2010). Al
finalizar el periodo del experimento los animales se anestesiaron, se perfundieron y sus

cerebros fueron procesados inmunohistoquimicamente para la deteccién de AFosB.

Dia 21 )
PN Dia 51 Dia 75
1 1 1
| 1 1
Las ratas fueron alojadas El AE fue retirado y las ratas se
en cajas con AE celocaron en cajas individuales

(1 caja x rata).
5 ratas consumieren nicotina x
12 h/24 dias

Figura 11. Esquema del experimento. Las ratas se colocaron en AE a partir del dia 21 posnatal (PN). Del dia
51 al dia 75 posnatal, las ratas fueron retiradas del AE y alojadas en cajas individuales (1 rata por caja),

colocandoles un bebedero de nicotina por 12 horas durante 24 dias.



6.2 Experimento 2. Enriquecimiento ambiental y consumo inducido de
nicotina.

Se colocaron a las ratas en AE del dia 21 (dia 1 del experimento) al 75 posnatal. A partir
del dia 51 posnatal (dia 30 del experimento) a 5 de estos animales se les colocé una
inyeccion de nicotina durante 24 dias (ratas 1-5) y 2 animales se les inyectd soluciéon
salina, para descartar el efecto de la inyeccion (y tener un control de la administracion de
nicotina por inyeccidn) para la administracion de nicotina en la deteccion de AFosB (Fig.
12). La cantidad de nicotina inyectada fue proporcional a la consumida ad libitum (es
decir, la dosis consumida de la rata 1 del experimento 1 es la misma que se administrara
en la rata 1 del experimento 2). La solucién de nicotina se prepard diariamente. Los
animales se pesaron cada tercer dia hasta el dia 30 y a partir del dia 31 diariamente con el
fin de descartar efectos del peso sobre el consumo inducido de nicotina y para calcular la

dosis de nicotina administrada.

Dia 21
PN Dia 75
Las ratas fueron alojadas en cajas con AE durante el experimento
| ' 1
I ] 1
Dia 51 A 5 ratas se les inyecto via

s.C. nicotina.
(1 inyeccion x dia durante
24 dias)

Figura 12. Esquema del desarrollo del experimento. Las ratas se colocaron en AE del dia 21 posnatal, a
partir del dia 51 se les inyectd la misma dosis de nicotina que se auto-consumieron las ratas del experimento

1 (Exp 1).

Al finalizar el autoconsumo de nicotina y la administracién sub-cutanea de nicotina los
animales se anestesiaron con una sobredosis de pentobarbital sédico (60 mg/kg) e
inmediatamente se perfundieron transcardialmente con una solucion salina (0.9%) y
después con solucion fijadora de paraformaldehido (4%). Posteriormente, los cerebros
fueron removidos y colocados en una soluciéon crio-protectora de sacarosa (10%, 20% y

30%) por 12 h respectivamente.



Los cerebros crio-protegidos se congelaron y se cortaron en el plano coronal (40 um de
grosor) con ayuda de un criostato. Se obtuvieron cortes del nicleo acumbens de 0.7 hasta
2.7 mm de Bregma y corteza prefrontal de 3.2 hasta 2.70 mm de Bregma. La localizaciéon
se realiz6 de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson, 1998. Con ayuda de un microscopio
estereoscopico se escogidé un nivel para cada region (CPF y NAc) de cada uno de los

animales (Fig. 13) (Harris et al., 2007).

Bregma 3.20 mm Bregma 1.60 mm

Figura 13. Esquema de los diferentes niveles utilizados para realizar la inmunohistoquimica para la deteccidn
de AFOSB. Panel A, CPF bregma 3.20. Panel B, NAc Bregma 1.60. PrL, corteza prelimbica. IL, corteza
infralimbica. Aca, comisura anterior. LV, ventriculo lateral. Los cuadros color gris representan la regidn

donde se realizo la cuantificacion de células reactivas.

6.3 Analisis inmunohistoquimicos para deteccion de AFosB

Los cortes se lavaron 4 veces en PB al 0.1 M 5 minutos por cada lavado en agitacién
moderada, después se colocaron por 10 minutos en perdxido de hidrégeno al 0.05%, e
inmediatamente se lavaron 4 veces en PB 0.1 M en agitacién moderada. Inmediatamente,
los cortes se colocaron en una solucién con suero de cabra al 3%, Tritén X100 al 0.03% por
1 hora. Posteriormente, los cortes se incubaron con el anticuerpo primario anti-
FosB/AFosB 1:500 (sc-48 Santacruz Laboratories) en una solucién de suero de cabra al 3%
y Triton X100 0.03% en PB 0.1 M (PBT) por 2 dias (Harris et al. 2007). Al terminar el

periodo de incubacion se lavaron 4 veces en PB 0.1 M en agitacion moderada y se



procedid a colocar el anticuerpo secundario biotinilado policlonal anti-conejo (Anti rabbit
goat 81-6140 Invitrogen Inmunodetections) diluido 1:250 en PBT por 1 hora en agitacion
moderada. Después de la incubaciéon del anticuerpo secundario se realizaron 4 lavados
con PB 0.1 M en agitacidn constante e inmediatamente se realizaron las reacciones de
biotina-avidina siguiendo las instrucciones del fabricante del Kit ABC (Vectastain Elite PK-
6100, Vector Laboratories, CA, USA) por 1 hora. Posteriormente, los cortes se lavaron 4
veces en PB 0.1 M por 5 minutos cada lavado, la inmunoreactividad se revelé con 3,3-
diaminobenzidina (Sigma D-5637) al 0.06% y 0.1 ml de H,03; diluidos en PB. Se resalté la
inmunoreactividad con una solucidon de Ni y Co al 1%. Después los cortes se lavaron 4
veces con PB 0.1 M por 5 minutos cada lavado y finalmente se montaron en portaobjetos
previamente gelatinizados, se deshidrataron y aclararon en un tren gradual de alcohol y
Xilol. Posteriormente de que se colocé el medio de montaje (Clarion medium) y se
colocaron cubreobjetos, se procedido a tomar fotografias con un microscopio (Nikon
Eclipse E 2000), equipado con una camara digital (Nikon Dxm 1200 C). En cada fotografia
se realizo la cuantificacién de los nucleos positivos al marcaje con la ayuda del programa

Image J. Se determind un drea de conteo de 6440 pm” en todas las regiones analizadas.

6.4 Analisis estadisticos

Para determinar las diferencias significativas en el nimero de células de inmunoreactivas
a AFosB entre el grupo aislado y los animales con enriquecimiento ambiental se utilizd un
ANOVA. Para analizar si existen diferencias significativas entre los grupos se utilizaron

pruebas de ANOVA, asi como LSD para ver cudles son los grupos diferentes.



1. RESULTADOS

1.1 Autoconsumo vs Consumo inducido

1.1.1 Inmunohistoquimica en Corteza Prefrontal (CPF)
Los resultados muestran que el niumero de neuronas inmunoreactivas a AFosB en CPF
aumenté en ratas que fueron aisladas con autoconsumo de nicotina después de
permanecer durante 30 dias en AE (EXP 1) respecto a las ratas con consumo inducido de

nicotina y que permanecieron en un AE durante el experimento (EXP2), Figura 14.
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Figura 14. Inmunoreactividad de AFosB en NAcC después de un ambiente enriquecido y un aislamiento con

consumo y auto-consumo de nicotina. A) Existe un aumento en el nimero de neuronas inmunoreactivas en



las ratas que fueron aisladas con auto-consumo de nicotina después de haber permanecido en AE por 30
dias (EXP1) respecto a las ratas mantenidas en AE con consumo inducido de nicotina (EXP2) (F (3,111) =

20.15, p<0.05). En el panel 2) se observan imdgenes de las neuronas inmunoreactivas en el NAc core en los
diferentes grupos. GC, grupo control. GE-Aislado, grupo Enriquecido y posteriormente aislado. GE, grupo
enriquecido. Exp 1, experimento 1. Exp 2, experimento 2. Las barras en la gréfica indican la media * error

estandar, la barra de escala en las imagenes representa 30 um.

1.1.2 Inmunohistoquimica en Nucleo Acumbens Core (NAcC)
Los resultados muestran que el nimero de neuronas inmunoreactivas a AFosB en NAc
core aumentd en ratas que fueron aisladas con autoconsumo de nicotina después de
permanecer durante 30 dias en AE (EXP 1) respecto a las ratas con consumo inducido de

nicotina y que permanecieron en un AE durante el experimento (EXP2).
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Figura 15. Inmunoreactividad de AFosB en NAcC después de un ambiente enriquecido y un aislamiento con
consumo y auto-consumo de nicotina. A) Existe un aumento en el nimero de neuronas inmunoreactivas en

las ratas que fueron aisladas con auto-consumo de nicotina después de haber permanecido en AE por 30
dias (EXP1) respecto a las ratas mantenidas en AE con consumo inducido de nicotina (EXP2) (F (3, 119) = 21.6,

p<0.05). En el panel B) se observan imagenes de las neuronas inmunoreactivas en el NAc core en los
diferentes grupos. GC, grupo control. GE-Aislado, grupo Enriquecido y posteriormente aislado. GE, grupo
enriquecido. Exp 1, experimento 1. Exp 2, experimento 2. Las barras en la gréfica indican la media * error

estandar, la barra de escala en las imagenes representa 30 um.

1.1.3 Inmunohistoquimica en Nucleo Acumbens Shell (NAcS)
Los resultados muestran que el nimero de neuronas inmunoreactivas a AFosB en NAc
shell aumentd en ratas que fueron aisladas con autoconsumo de nicotina después de
permanecer durante 30 dias en AE (EXP 1) respecto a las ratas con consumo inducido de

nicotina y que permanecieron en un AE durante el experimento (EXP2).
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Figura 16. Inmunoreactividad de AFosB en NAcC después de un ambiente enriquecido y un aislamiento con
consumo y auto-consumo de nicotina. A) Existe un aumento en el nimero de neuronas inmunoreactivas en

las ratas que fueron aisladas con auto-consumo de nicotina después de haber permanecido en AE por 30
dias (EXP1) respecto a las ratas mantenidas en AE con consumo inducido de nicotina (EXP2) (F (3,120) = 9.14,

p<0.05). En el panel B) se observan imagenes de las neuronas inmunoreactivas en el NAc core en los
diferentes grupos. GC, grupo control. GE-Aislado, grupo Enriquecido y posteriormente aislado. GE, grupo
enriquecido. EXP1, experimento 1. EXP2, experimento 2. Las barras en la grafica indican la media + error

estandar, la barra de escala en las imagenes representa 30 um.

6.2 Comparacion entre individuos

Ya que la dosis que se auto-administraron las ratas del experimento 1 fue la misma dosis
gue se inyecto a las ratas del experimento 2, es decir la dosis que se auto-administré via
oral la rata 6 del experimento 1 se le inyectd via s.c. a la rata 1 del experimento 2, la rata 2
del experimento 2 se le inyectd la dosis auto-administrada de la rata 7 del experimento 1y

asi sucesivamente, se llevé a cabo una comparacién individual.

Por lo que las siguientes graficas nos muestran la comparacion individual de las ratas que
fueron aisladas (1 rata x caja) con autoconsumo de nicotina, después de haber
permanecido en AE por 30 dias (EXP 1), respecto a las ratas que permanecieron AE

durante el experimento y con consumo inducido de nicotina de nicotina (EXP2).
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Figura 17. Comparacion de la Inmunoreactividad de AFosB en NAcC, NAcS y CPF del individuo 6 del EXP 1 vs

el individuo 1 del EXP 2. A) Dosis de nicotina que se auto-administré a la rata 6 del EXP 1y se le inyectd a la

rata 1 del EXP 2, durante 24 dias. B) En la grafica se puede observar que tanto en NAcC como en NAcS existe

una disminucién en la ir-AFosB del Exp2 respecto al EXP 1. Sin embargo no existe una diferencia significativa

en CPF entre el EXP 1y el EXP 2. (F (s, 52) = 6.21, p<0.05). GE-Aislado, grupo enriquecido y posteriormente

aislado. GE, grupo Enriquecido. Ind 6, individuo 6. Ind 1, individuo 1. EXP1, experimento 1. EXP2,

experimento 2. NAcC, Nucleo Acumbens Core. NAcS, Nucleo Acumbens Shell, CPF, corteza prefrontal.



Individuo 7 vs Individuo 2
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Figura 18. Comparacién de la Inmunoreactividad de AFosB en NAcC y NAcS del individuo 7 del EXP 1 vs el
individuo 2 del EXP 2. A) Dosis de nicotina que se auto-administré a la rata 7 del EXP 1y se le inyectd a la
rata 2 del EXP 2, durante 24 dias. B) En la grafica se puede observar que en el NAcC del EXP 2 se observa una
disminucidn de la ir-AFosB respecto al NAcC del EXP 1. Sin embargo no existe una diferencia significativa en
NAcS entre el EXP 1y el EXP 2. (F (3, 22) = 5.23, p<0.05). GE-Aislado, grupo enriquecido y posteriormente
aislado. GE, grupo enriquecido. Ind 6, individuo 6. Ind 1, individuo 1. Exp 1, experimento 1. Exp 2,

experimento 2. NAcC, Nucleo Acumbens Core. NAcS, Nucleo Acumbens Shell.



Individuo 8 vs Individuo 3
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Figura 19. Comparacién de la Inmunoreactividad de AFosB en NAcC y NAcS del individuo 8 del EXP 1 vs el
individuo 3 del EXP 2. A Dosis de nicotina que se auto-administro a la rata 8 del EXP 1y se le inyecté a la rata
3 del EXP 2, durante 24 dias. B) La grafica muestra que tanto en el NAcC como en el NAcS del EXP 2 se
observa una disminucion de la ir-AFosB al EXP. 1 (F (3, 41) = 12.84, p<0.05). GE-Aislado, grupo enriquecido y
posteriormente aislado. GE, grupo enriquecido. Ind 6, individuo 6. Ind 1, individuo 1. Exp 1, experimento 1.

Exp 2, experimento 2. NAcC, Nucleo Acumbens Core. NAcS, Nucleo Acumbens Shell.



Individuo 9 vs Individuo 3
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Figura 20. Comparacion de la Inmunoreactividad de AFosB en NAcC, NAcS y CPF del individuo 9 del EXP 1 vs

el individuo 4 del EXP 2. A Dosis de nicotina que se auto-administrd a la rata 9 del EXP 1y se le inyectd a la

rata 4 del EXP 2, durante 24 dias. B) En la grafica podemos observar que tanto en NAcC como en NacS no

existe diferencia en la ir-AFosB del Exp1 respecto al EXP 2. Sin embargo existe una disminucién significativa

en la ir- AFosB en la CPF del Exp2 respecto al EXP 2. (F (s, 36) = 5.79, p<0.05). GE-Aislado, grupo enriquecido y

posteriormente aislado. GE, grupo Enriquecido. Ind 6, individuo 6. Ind 1, individuo 1. Exp 1, experimento 1.

Exp 2, experimento 2. NAcC, Nucleo Acumbens Core. NAcS, Nucleo Acumbens Shell, CPF, corteza prefrontal.



Individuo 10 vs Individuo 5

A)
Sujeto 10/Sujeto 5
15
+ . *
L 2

glo ; * . Y

3 * ** o

E 5. *e s

*
o
] 5 10 15 20 25
Dia
B)
NICOTINA
Autoconsumo vs Enriquecido
— 120
& A
£
2 T
g 100
© A
2 I
§ 80 A
T T
= 5
g B
] B
)
-}
-]
<4
@ 20
£
3
z 0
EXP 1 EXP 2 EXP 1 EXP 2 EXP 1
NAcC NAcS

CPF

EXP 2

GE-Aislado/Ind. 10
m GE/Ind. 5

Figura 21. Comparacion de la Inmunoreactividad de AFosB en NAcC, NAcS y CPF del individuo 9 del EXP 1 vs

el individuo 4 del EXP 2. A) Dosis de nicotina que se auto-administré a la rata 10 del EXP 1y se le inyecté a la

rata 5 del EXP 2, durante 24 dias. B) En la grafica podemos observar una disminucidn tanto en NacC, NacS y

CPF existe una disminucién en la ir-AFosB del Exp. 2 respecto al EXP. 1. (F (5 56) = 16.2, p<0.05). .GE-Aislado,

grupo enriquecido y posteriormente aislado. GE, grupo Enriquecido. Ind 6, individuo 6. Ind 1, individuo 1.

Exp 1, experimento 1. Exp 2, experimento 2. NAcC, Nucleo Acumbens Core. NAcS, Nicleo Acumbens Shell,

CPF, corteza prefrontal.



GE-Aislado Exp. 1

Figura 22. Inmunoreactividad a FosB/AFosB en neuronas de: corteza prefrontal (CPF), nicleo acumbens core

(NAc core), ntcleo acumbens shell (NAc shell). El aumento de neuronas inmunoreactivas se puede observar
en CPF, NAc core y shell después de retirarles el enriquecimiento y aislar a los individuos (GE-Aislado). La

barra representa 30 um para todas las imagenes.



2. DISCUSION

Autoconsumo vs Consumo inducido en CPF, NAc core y NAc shell

Los resultados de este estudio muestran que el nimero de neuronas inmunoreactivas a
AFosB aumento en CPF, NAc core y NAc shell en el grupo Enriquecido—Aislado (EXP 1) con
respecto a las ratas del grupo Enriquecido (EXP 2) (figuras; 14, 15y 16), se ha demostrado
que los niveles basales de AFosB se incrementan significativamente en regiones del
sistema de recompensa por la administracion de drogas (Ehrlich et al.,, 2002), estudios
anteriores de nuestro equipo de investigacion han demostrado que la expresidon de AFosB
estd elevada en animales expuestos a AE en comparacidén con animales que crecieron en
condiciones estandar (Venebra-Muiioz, 2014), sin embargo, en este estudio, esta
expresion se reduce en los animales que permanecieron en AE después de que se les
inyectara via s.c. nicotina (EXP 2; figura 14, 15 y 16), resultados similares han observado
que la expresion de AFosB esta elevada en el estriado, en animales expuestos a AE en
comparacidon con animales que crecieron en condiciones estandar, sin embargo, esta
expresion se reduce en los animales de AE después de que se les administrara cocaina, lo
cual no ocurre en los animales de las condiciones estandar (Solinas et al., 2009). Estos
resultados sugieren que el AE tiene un efecto sobre el sistema mesolimbico, ya que los
animales tienen una mayor expresion de AFosB de manera basal en el sistema
dopaminérgico (indicativo de mayor actividad neuronal) (Venebra, 2011) pero ante la
exposicién de una droga como nicotina esta expresidon disminuye, por esta razén seria un

protector ante los efectos producidos por el abuso de una droga.

El aumento en el nUmero de neuronas inmunoreactivas en CPF del grupo Enriquecido-
Aislado (EXP1; figura 14) puede deberse a las siguientes razones. La CPF juega un papel
decisivo tanto en la formacién de habitos patoldgicos en el adicto, como en el
mantenimiento de los mismos (Fernandez-Espejo, 2000), es la regidén que participa en

funciones cognitivas como la toma de decisiones, mantiene e integra informacién para



guiar efectos conductuales (Schoenbaum et al., 2006), por ejemplo, se ha observado en
animales de experimentacién que la destruccion de la corteza prefrontal facilita la
busqueda compulsiva de la droga (Weissenborn et al., 1997), ademas de ser un area muy
susceptible al desarrollo de eventos de plasticidad neuronal por el AE (Kolb et al., 2003),
produciendo un aumentd en la arborizacion dendritica asi como en la densidad de espinas
dendriticas (Leggio et al., 2005), aumento de factores de transcripcién que provocan
plasticidad (Venebra-Mufioz et al., 2014), por lo cual el aumento en la inmunoreactividad
se puede deber Unicamente al efecto del enriquecimiento. Por otra parte se ha reportado
que la nicotina tiene efecto sobre el sistema de la recompensa, el cual involucra a la CPF,
en trabajos anteriores nuestro grupo ha podido observar que la inmunoreactividad en
esta region baja después de administrar nicotina (Venebra-Mufioz, 2010), en este trabajo
no observamos una decaida de la inmunoreactividad después de que los animales
consumieron nicotina, pero debemos tomar en cuenta el hecho de que este grupo fue
aislado después de haberlo mantenido en AE e inmediatamente se les auto-administré la
nicotina (EXP1) lo que tal vez podria sugerir que el enriquecimiento perdié dicho efecto
una vez que los animales fueron aislados, sin embargo se necesitaria correr otro grupo de
animales para ver el efecto basal (sin nicotina). Interesantemente la inmunoreactividad a
AFosB en CPF si se reduce cuando la nicotina es inyectada s.c., es decir, al parecer la via
de administracion es importante en la actividad de esta region cerebral, esto tiene sentido
ya que esta regidn como mencionamos anteriormente es la encargada de la toma de

decisiones.

En el NAc core las células inmunoreactivas a AFosB también aumenté en el grupo
Enriquecido-Aislado (EXP 1) respecto a las ratas del grupo Enriquecido (EXP 2; Figura 15),
La region del core tiene un papel motor importante, al recibir aferencias de la corteza
motora y la corteza prefrontal (Fernandez-Espejo 2000), El NAc core juega un papel clave
en la conjuncién con la CPF en la programacion de conductas motoras asociadas a
estimulos apetitivos como la toma de drogas (Fernandez-Espejo, 2000), por lo que esto

pudiera explicar el aumento en la expresién de AFosB en los animales del grupo



Enriquecido aislado. Por otra parte, estudios reportan que las condiciones de AE reducen
el aumento en la actividad locomotora que produce la administracion de nicotina
subcutdnea en ratas (Green et al., 2003), lo que sugiere una menor actividad neuronal en

esta regién (EXP 2).

El numero de células positivas a AFosB en el NAc shell fue mayor en animales del grupo
Enriquecido-Aislado (EXP 1) respecto a los animales del grupo Enriquecido (EXP 2; Figura
16). El ndcleo acumbens shell es la region del acumbens que tiene un caracter puramente
limbico, relacionado con la amigdala y el hipocampo, con una funcién en el procesamiento
de informacidn de estimulos asociados con el efecto reforzante de la toma de las drogas.
Varios trabajos muestran que la nicotina aumenta la liberacién de dopamina en el NAc
shell por parte de fibras provenientes del ATV (Fernandez-Espejo, 2000), ademas el NAc es
la regidn mas susceptible a los mecanismos motivacionales en la toma de drogas, lo que
podria explicar el aumento en esta region debido a la auto administracion de nicotina (EXP
1). Venebra y colaboradores en el 2014, observo que los animales crecidos bajo AE tienen
un incremento de esta proteina (AFosB) debido al AE sugiriendo que el ambiente tiene un
efecto en la actividad neuronal en esta regiéon del cerebro. Nuestro equipo de
investigacion ha observado que los animales que crecen bajo condiciones estandar
expuestos a nicotina tienen mayores niveles de ir-AFosB que los que no estan expuestos,
pero este efecto no se observd en los animales que estuvieron bajo condiciones de
enriquecimiento, en donde la exposicidn de nicotina no tuvo efecto en la ir-AFosB en el
NAc shell, el mismo fendmeno fue observado en el NAc core (Venebra et al., 2014). Sin
embargo, en este estudio nosotros encontramos que los animales que crecen bajo
enriquecimiento al administrarles nicotina la expresion de AFosB disminuye y cuando los
animales son aislados después de haber crecido bajo un ambiente enriquecido la ir-AFosB
se incrementa por el consumo de la nicotina, sugiriendo de nuevo que el AE pierde efecto

una vez que es retirado.



* Comparacion entre individuos

Los resultados fueron obtenidos de la comparacién entre los individuos de ambos
experimentos con la misma dosis auto-administrada e inyectada, es decir, la dosis de
nicotina que se auto-administré en la rata 6 del EXP 1 se le inyecto via s. c., a la rata 1 del

EXP 2 y asi sucesivamente.

En este estudio se observd que el individuo 1 del EXP 2 hubo una disminucién en la ir-
AFosB tanto en el NAc core como en el NAc shell respecto al individuo 6 del EXP2, sin
embargo no hubo diferencias significativas en la ir- en CPF. En el caso del individuo 2
(EXP2) también se observé una disminuciéon en la ir-AFosB en el NAc core pero no hubo
diferencias significativas en el NAc shell respecto al individuo 7 (EXP 1). Para el individuo 3
(EXP1) se observoé una disminucién tanto en el NAc core como en el NAc shell respecto al
individuo 8 del EXP 1. El individuo 4 (EXP2) no se observaron diferencias significativas en la
ir-AFosB tanto en el NAc core y el NAc shell, sin embargo si hubo diferencias en la ir-AFosB
en la CPF. Para el caso del individuo 5 podemos observar una disminucién en la ir-AFosB
tanto en la CPF cdmo en el NAC core y el NAc shell. De manera interesante los individuos
6-1 fueron los animales que obtuvieron una dosis de nicotina menor (figura 17), mientras
que los individuos 8-3 son los que obtuvieron una dosis de nicotina mayor (figura 19), en
la comparacion de ambas graficas podemos observar que la ir- a AFosb es diferente, en la
grafica 17 el individuo 1 a pesar de que el nimero de células positivas a AFosB es menor
que el individuo 6, la diferencia entre el marcaje de las células es cercano entre si,
mientras que para el individuo la diferencia entre el marcaje de ambos grupos es mucho
mayor, sugiriendo que la dosis de nicotina influye en el marcaje de células positivas a
AFosB, de hecho estudios reportan que la nicotina tiene efectos ansioliticos, ansiogénicos,
anti-inmovilidades, efectos en la locomocion y efectos sobre el peso de los animales. De
manera interesante los efectos ansioliticos o ansiogénicos de nicotina en las ratas

dependen de la edad de los animales, el sexo y la dosis de nicotina empleada. Por ejemplo



la nicotina s.c. tiene un efecto ansiolitico en machos adolescentes en una dosis de 0.25
mg/kg. (Cheeta et al., 2001). En machos adultos, bajas dosis (0.01 y 0.1 mg/Kg/i.p) tienen
efectos ansioliticos y altas dosis (0.5 y 1.0 mg/kg/i.p.) tienen efecto ansiogénico (File et al.,
1998). Ademas en ratas, la nicotina produce un efecto estimulante que puede mostrar
tolerancia o sensibilizacion dependiendo de la naturaleza de la exposicion a la droga. En
ratas sin tratamiento previo a nicotina, la administracion aguda de nicotina disminuye la
actividad locomotora exploratoria, mientras que la administracidn repetida de nicotina
produce una rapida tolerancia a los efectos locomotores depresivos, seguido por un
incremento en la actividad locomotora (Stolerman et al.,, 1973), la tolerancia puede ser
definida como una droga dada que produce una disminucion del efecto debido a la dosis
repetida, por lo que dosis mas grandes deben ser administrados para producir el mismo
efecto (Jaffe, 1990), sugiriendo que las diferencias en las dosis administradas a los
animales, afecta en la inmunoreactividad de AFosB, lo que podria explicar en parte, las

diferencias en la inmunoreactividad de AFosB.

3. CONCLUSION

En conclusion los experimentos de este estudio nos muestran que la modificacion del
enriquecimiento ambiental altera o modifica la inmunoreactividad de AFosB, a pesar de
que los animales crezcan bajo un ambiente enriquecido, si este enriquecimiento es
retirado y son alojados en condiciones de empobrecimiento (1 animal por caja) al
administrarles nicotina al parecer el efecto del enriquecimiento se pierde, lo que sugiere
gue para que el enriquecimiento tenga un efecto positivo en el consumo de las drogas,

este se tiene que mantener.

Resultados en investigaciones anteriores de nuestro equipo de investigacién han
demostrado que una estimulacidon constante del enriquecimiento ambiental previene el
consumo de nicotina, disminuyendo asi el riesgo de desencadenar una conducta adictiva,
en este estudio se observé que al retirar el enriquecimiento seguida de la exposicién de

nicotina, la expresion de células inmunoreactivas a AFosB se ve modificada, apoyando asi



la hipdtesis planteada en este trabajo.
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