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GLOSSARY (Glosario)

1. Drug (Droga): A chemical compound or substance that can alter the
structure and function of the body. Psychoactive drugs affect the
function of the brain. (National Institute on Drug Abuse (NIDA) 2014
(Last updated))

2. Psychoactive drug or substance (Droga o sustancia psicoactiva): A
substance that, when ingested, affects mental processes, e.g.
cognition or affect. This term and its equivalent, psychotropic drug,
are the most neutral and descriptive terms for the whole class of
substances, licit and illicit, of interest to drug policy. "Psychoactive"
does not necessarily imply dependence-producing, and in common
parlance, the term is often left unstated, as in "drug use" or

"substance abuse". (World Health Organization 1994)

3. Reinforcement (Refuerzo): The strengthening of stimulus—stimulus,
stimulus—response or response—reward associations that results
from the timely presentation of a reward. The term applies to both
Pavlovian and instrumental conditioning, though it is most frequently

used with the latter. (Wise 2004)



Glossary

II

Reward (Recompensa): In the noun form (a reward), an object or
event that elicits approach and is worked for; its analogue is ‘a
reinforcer’. In the verb form (to reward) the term is synonymous
with ‘to reinforce’. As a verb it is used with respect to instrumental

but not Pavlovian conditioning. (Wise 2004)
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Introduccion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el alcoholismo
constituye uno de los principales factores de riesgo de enfermedad,
discapacidad y muerte. Este hecho, junto al caracter crénico y recidivante de
esta adiccidn, supone un elevado coste social y econdmico a nivel mundial.
Dada esta problematica, multiples investigaciones se han centrado en
mejorar los insatisfactorios tratamientos disponibles hasta la fecha. En
especial, los ultimos estudios han hecho hincapié en la prevencién de las
recaidas durante los periodos de abstinencia, el mayor problema a nivel

clinico de los individuos alcohol-dependientes.

Sin embargo, los avances en este campo se ven limitados por el escaso
conocimiento acerca de las alteraciones que se producen en determinados
sistemas cerebrales clave en el desarrollo de la adicciéon a sustancias en
general y al alcohol en particular, principalmente en el sistema
mesocorticolimbico dopaminérgico (MCLD). El paso previo al estudio de
estos cambios persistentes generados por el consumo crénico de la droga,
seria la descripcién del mecanismo de accién de la misma, es decir, intentar
conocer como el alcohol afecta a la actividad del sistema MCLD. En concreto,
el mecanismo a través del cual, el alcohol es capaz de producir la activacion
de las neuronas dopaminérgicas (neuronas DA) en este sistema. No obstante,
como se mostrara mas adelante, a pesar del trabajo de investigacién
desarrollado a lo largo de varias décadas, las bases bioldgicas que subyacen a
los efectos reforzantes del alcohol no se han identificado con certeza. En este
sentido, han surgido diferentes corrientes de pensamiento. Algunos autores
han indicado que las propiedades reforzantes del alcohol derivan de la

interaccion de la propia molécula de etanol con diferentes sistemas



Introduccion

neuroquimicos, que se han postulado como posibles dianas para el
mecanismo de accidn de esta droga. Otros, afirman que el acetaldehido
(ACD), su principal metabolito, o ciertos derivados de éste como es el
salsolinol (SAL), obtenido al conjugarse el ACD con aminas biégenas como la
dopamina (DA), juegan un papel clave en la activacion de las neuronas DA del

sistema MCLD.

Un mayor conocimiento de cémo el etanol o sus derivados contribuyen a
las propiedades reforzantes del alcohol, podria constituir un factor esencial
para el desarrollo de farmacoterapias mas eficaces para el tratamiento del
alcoholismo. De hecho, a tenor del amplio corpus experimental que acredita
la relevancia del ACD en la activacién de las neuronas DA tras el consumo de
alcohol, y que esta activacién es crucial para el desarrollo de la adiccién y las
recaidas en los pacientes en tratamiento, se ha propuesto a los compuestos
capaces de inactivar quimicamente al ACD como una prometedora nueva
intervencién terapéutica en el alcoholismo. Entre estos compuestos,
denominados agentes secuestrantes del ACD, se han evaluado a nivel

preclinico la L-Cisteina (L-cys) y la D-Penicilamina (DP).

En esta Tesis, se expondran con detalle las evidencias experimentales
obtenidas relativas al mecanismo de accién del etanol a nivel del sistema
MCLD, y que avalan la implicacién de los productos del metabolismo del
etanol en la activacidn del sistema MCLD tras el consumo de alcohol.
Asimismo, se mostraran los datos preclinicos que sustentan el empleo de los
agentes secuestrantes del ACD, como una nueva estrategia terapéutica para

la prevencién de las recaidas en el alcoholismo.
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Antecedentes

Explorando las bases bioldgicas de los efectos reforzantes del
etanol: Implicacion de sus derivados metabdlicos

A pesar de que el consumo de alcohol etilico (etanol) presenta un
elevado impacto en la salud de la poblacién mundial y es, probablemente, la
droga mds consumida (Rehm et al, 2011; Rehm and Shield 2013; World
Health Organization 2014 ed), a dia de hoy todavia no se han podido
establecer completamente las bases bioldgicas de sus efectos reforzantes.
Este hecho es debido fundamentalmente a sus caracteristicas fisicoquimicas
tan particulares: es una molécula muy sencilla desde un punto de vista
estructural, con un coeficiente de reparto n-octanol/agua idéneo para
atravesar sin problemas las membranas celulares y, ademas, escasamente
reactiva. Estas particularidades han dificultado el estudio de su interaccion
con los elementos celulares que podrian actuar como dianas para
desencadenar sus efectos neurofisiolégicos y conductuales. Tratando de dar
respuesta a esta incégnita han surgido diferentes hipdtesis. A continuacion,
se expondrdan aquellos aspectos mas relevantes para la comprensién del

trabajo realizado en la presente Tesis.



Antecedentes

2.1. EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DEL ETANOL:
Acetaldehido y Salsolinol

Aunque algunos autores han planteado que la propia molécula del
etanol seria la responsable de todos sus efectos psicofarmacolégicos
(Eriksson and Sippel 1977; Eriksson et al, 1980; Sippel 1974), otras teorias
han establecido que el etanol seria un simple profarmaco, un precursor de la
verdadera entidad activa, cuya actividad dependeria totalmente de la accién
de sus metabolitos (Karahanian et al, 2011; Raskin 1975; Truitt and Walsh
1971). Actualmente, una hipdtesis en auge sugiere que los efectos del etanol
serian el resultado final de la accidon conjunta tanto del etanol, como de sus
derivados (Correa et al, 2012; Deehan et al, 2013c; Israel et al, 2015). En este
sentido, décadas de investigacion han aportado multitud de evidencias
experimentales (conductuales, neuroquimicas y electrofisiologicas) que
sugieren que el ACD, el principal metabolito del etanol, juega un papel
determinante en algunos de los efectos que ejerce el etanol sobre el sistema
MCLD, efectos que son cruciales para el desarrollo de la adiccién a esta
droga. Asimismo, la implicacién del SAL, un derivado del ACD, también ha
sido estudiada durante afios, existiendo en la ultima década un interés

renovado por este compuesto.

En los sucesivos epigrafes se intentard resumir los principales hallazgos
gue avalan esta hipdtesis. No obstante, recientemente se han publicado
excelentes revisiones sobre este tema que pueden consultarse para un
andlisis mas detallado (Correa et al, 2012; Deehan et al, 2013a; 2013c;

Hipolito et al, 2012; Israel et al, 2015).
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2.1.1. ¢;Participa el acetaldehido en los efectos
neurobiologicos del etanol?

Durante décadas, la implicacion del ACD como responsable de parte de
los efectos del etanol, ha sido un tema de profundo debate en la comunidad

cientifica.

Desde los afios 50 del siglo pasado, se conoce la existencia de un
metabolismo hepatico como parte fundamental de la eliminacién del etanol
(Jacobsen 1952). El etanol se metaboliza esencialmente por oxidacion,
transformandose en ACD. Esta transformaciéon estd mediada
fundamentalmente por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), aunque
también participan el citocromo P-4502E1 (CYP2E1) y en menor medida la
catalasa (CAT) (Lands 1998; Nelson et al, 1993; Ramchandani et al, 2001;

Tampier and Mardones 1986).

Dado que el incremento de los niveles de ACD a nivel periférico resulta
aversivo (Chao 1995), hecho que incluso ha resultado util en el desarrollo de
farmacos para el tratamiento del alcoholismo (disulfiram y cianamida),
ciertos autores cuestionaron desde los inicios la idea relativa a la
participacién del ACD en el desarrollo y mantenimiento del alcoholismo.
Ademads, si el ACD participa como mediador de los efectos excitatorios del
etanol sobre el sistema MCLD, deberia acceder en cantidad suficiente al
sistema nervioso central tras su formacién a nivel hepdtico. Este aspecto ha
sido el principal motivo de controversia entre los investigadores a favor y en
contra de la relevancia del ACD. Una de las principales causas de este debate

fue la demostracion de la presencia de la enzima que metaboliza el ACD a
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acetato, la aldehido deshidrogenasa (ALDH), tanto en el higado como en la
barrera hematoencefilica. Ello suponia la existencia de una barrera
metabdlica altamente eficaz que evitaba que el ACD formado a nivel
sistémico, accediese al cerebro (Deitrich et al, 1978; Eriksson and Sippel
1977; Hipolito et al, 2007; Zimatkin 1991). De hecho, ciertas evidencias
experimentales mostraban que para poder atravesar la barrera
hematoencefalica, el ACD necesitaba alcanzar concentraciones sanguineas
superiores a 100 pM (Tabakoff et al, 1976). Sin embargo, tras la
administracidon aguda de etanol, los niveles de ACD en sangre son 10 veces
inferiores a la concentracion antes mencionada, siendo ademas dificilmente
detectables en la mayoria de las ocasiones (Eriksson and Fukunaga 1993).
Por tanto, diversos datos experimentales parecian sugerir que el ACD no
podia ser el responsable de los efectos del etanol sobre el sistema MCLD,
salvo que pudiera ser originado en el cerebro, es decir, que el etanol pudiera

biotransformarse in situ en el cerebro, generando alli el ACD.

2.1.1.a. Metabolismo cerebral del etanol

Fue a principios de los afios 70 cuando Raskin y Sokoloff (Raskin and
Sokoloff 1970) postularon por primera vez que el etanol podia metabolizarse
también in situ en el cerebro. Esta propuesta se basé en la deteccidn en el
cerebro de uno de los sistemas enzimaticos involucrados en el metabolismo
del etanol, la ADH. Fue 10 afios mas tarde cuando Cohen y colaboradores

(Cohen et al, 1980) demostraron que el ACD podia generarse en el cerebro
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mediante la accion de la CAT. Desde estos hallazgos, la presencia de estos
sistemas enzimdticos en el cerebro ha sido demostrada en repetidas
ocasiones y por diferentes laboratorios (Aragon et al, 1991; 2002; Gill et al,

1992; Hipolito et al, 2007; Sanchez-Catalan et al, 2008; Zimatkin et al, 2006).

Actualmente, como muestra la Figura 2.1, se sabe que son tres los
sistemas enzimaticos involucrados en la biotransformacién del etanol: la
ADH, el CYP2E1 y la CAT. Todos ellos participan, en distinta medida, no solo

en el metabolismo hepatico del etanol sino, también, en el cerebral.

ETANOL -

CH3CH;OH

CYP2E1

NADPH

i

NADP *

ACETALDEHIDO
CH,CHO

ACETATO

CH3;COOH

Figura 2.1. Representacion grdfica de los mecanismos enzimdticos responsables del
metabolismo del etanol. La linea continua (—) indica la via mayoritaria, mientras que la linea
discontinua (- —) indica las vias minoritarias, en el cerebro.
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En el cerebro, la ADH contribuye de forma minoritaria al metabolismo
del etanol, tal y como algunos estudios bioquimicos (Zimatkin et al, 2006) y
conductuales (Escarabajal and Aragon 2002a; 2002b) han mostrado,
mientras que en el higado es la principal enzima metabolizadora. Asimismo,
el sistema enzimatico CYP2E1 (Bhagwat et al, 1995) es el responsable de
aproximadamente el 20 % del metabolismo cerebral del etanol (Zimatkin et
al, 2006). Recordemos que a nivel hepatico, el CYP2E1 constituye también el
segundo sistema en importancia tras la ADH. Por ultimo, la CAT, que no
parece tener una gran implicacion en el metabolismo hepatico bajo
condiciones fisiolégicas (Tampier and Mardones 1987), se ha propuesto
como el principal sistema responsable del metabolismo cerebral del etanol,
participando en, aproximadamente, el 60 % de la oxidacién de etanol a ACD

(zimatkin et al, 2006).

A dia de hoy, la comunidad cientifica acepta, sin apenas discrepancias,
que el ACD, se puede generar en el cerebro tras el consumo de etanol con
la participacién principal de la CAT y el CYP2E1, habiéndose demostrado
incluso la presencia de estos sistemas enzimaticos en regiones tan cruciales
para el desarrollo de los trastornos adictivos como las distintas areas que
componen el sistema MCLD (Aragon et al, 1992; Hipolito et al, 2007;
Sanchez-Catalan et al, 2008; Zimatkin et al, 2006).

Una vez solventado este primer escollo, el siguiente paso para los
investigadores que apoyaban la idea de la participacién del ACD en los
efectos del etanol sobre el sistema MCLD era demostrar que, efectivamente,
el ACD generado a partir del etanol constituye un elemento imprescindible

en los efectos neurobioldgicos provocados por dicha droga.
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2.1.1.b. Propiedades reforzantes del acetaldehido

Numerosos estudios muestran que el ACD, administrado tanto
periféricamente como inyectado directamente en el cerebro de roedores,
posee propiedades reforzantes y es capaz de provocar respuestas
conductuales similares a las producidas por el etanol (Correa et al, 2012;
Quertemont et al, 2005). De hecho, las propiedades de refuerzo
generalmente atribuidas al etanol podrian ser, en realidad, debidas a su
primer metabolito (Brown et al, 1979; Neuroactive metabolites of ethanol

2014).

En concreto, su administracién periférica en ratas induce
condicionamiento de la preferencia de lugar (CPP) (Peana et al, 2008;
Quertemont and De Witte 2001; Quintanilla and Tampier 2003), aversion
condicionada al gusto (Aragon et al, 1986; Brown et al, 1978; Escarabajal and
Aragon 2003; Kunin et al, 2000; Quintanilla et al, 2002) y autoadministracion
(Myers et al, 1982; 1984; Peana et al, 2010b; Takayama and Uyeno 1985).
Ademds, se ha demostrado que su administracidon cerebral también induce
CPP (Quertemont and De Witte 2001; Quintanilla et al, 2002; Smith et al,
1984), aversidon condicionada al gusto (Aragon et al, 1986; Brown et al,
1978), autoadministracion (Amit et al, 1977; Brown et al, 1980; McBride et
al, 2002; Rodd et al, 2005; Rodd-Henricks et al, 2002), incrementa la
preferencia y el consumo de etanol (Brown et al, 1980; 1979), e induce
estimulacién motora (Arizzi-LaFrance et al, 2006; Correa et al, 2003a; 2003b;

2009; Pastor and Aragon 2008; Sanchez-Catalan et al, 2009).

Respecto a este ultimo punto, se ha demostrado que tanto los efectos

del ACD como los del etanol, sobre la actividad locomotora de los animales
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de laboratorio, dependen fundamentalmente de la especie animal y de la via
de administracidon utilizada. En general, la administracion sistémica de
etanol ha sido ampliamente usada en los estudios desarrollados con ratones.
El etanol administrado sistémicamente genera efectos estimulantes
locomotores en la mayoria de estirpes de ratdn, excepto en algunas estirpes
como por ejemplo los C57/BL6 (Correa et al, 2004b). Por el contrario, su
administracion sistémica da lugar, en general, a depresion motora en la
mayoria de estirpes de rata (Aragon et al, 1989; Chuck et al, 2006; Correa et
al, 2003a; Duncan and Cook 1981; Gingras and Cools 1996; Moore et al,
1993; Sanchis-Segura et al, 2005), e incluso a fendmenos de pérdida de
reflejos posturales y sedaciéon cuando las dosis administradas son elevadas
(> 2-3 g/kg) (Paez and Myers 1990; Tampier and Quintanilla 2005; Webb et
al, 2002). Sin embargo, existen algunos estudios que demuestran que la
administracién sistémica puede dar lugar a estimulacion motora en
determinadas estirpes de rata, por ejemplo, en ratas alcohol-preferentes tras
el consumo voluntario de etanol (Colombo et al, 1998; Paivarinta and Korpi
1993) o tras la administracién intraperitoneal (i.p.) (Rodd et al, 2004a; Waller
et al, 1986), asi como en crias de Sprague-Dawley tras la administracién
intragdstrica (i.g.) (Pautassi et al, 2011). En cualquier caso, y tal como se ha
indicado anteriormente, la administracion intracerebral de ambos

compuestos produce estimulacion motora en ratas.

En relacién a las propiedades reforzantes del ACD y dada su relevancia
en el contexto que nos ocupa, quisiéramos destacar algunos estudios. El
primero de ellos corresponde al articulo publicado por Correa vy

colaboradores en 2003 (Correa et al, 2003b). En él, los autores demostraron
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qgue la administracidon intracerebroventricular de ACD producia una clara
activacion locomotora, originando curvas dosis-respuesta en forma de
U invertida, muy similares a las obtenidas para el etanol. El segundo estudio,
fue publicado en 2006 por Arizzi y colaboradores (Arizzi-LaFrance et al, 2006)
y en él se identificaba, por primera vez, una region cerebral, la substantia
nigra pars reticulata (SNr), en la que tanto el ACD como el etanol
desencadenaban respuestas motoras similares, tras la administracién de
dosis del mismo orden. Desde entonces, se han identificado dos regiones
mas del cerebro que pueden actuar como areas potenciales para el
desarrollo de los efectos estimulantes del etanol y el ACD: el nuicleo
arqueado del hipotdlamo (NArc) (Correa et al, 2009; Pastor and Aragon
2008), y el area tegmental ventral posterior (VTAp) (Sanchez-Catalan et al,
2009).

Asimismo, estudios neurobiolégicos han mostrado que el ACD,
administrado tanto por via i.g. como directamente en el drea tegmental
ventral (VTA) por microinyeccién o retrodialisis, es capaz de incrementar la
liberacion de DA en el nucleo accumbens shell (NAc shell) (Deehan et al,
2013b; Enrico et al, 2009; Melis et al, 2007). Ademas, el ACD es capaz de
estimular la actividad de las neuronas DA del VTA, tanto in vitro (Diana et al,
2008; Melis et al, 2007), como in vivo (Enrico et al, 2009; Foddai et al, 2004),
tal y como hace el etanol, pero a concentraciones muy inferiores a las de la

droga precursora.

A tenor de lo expuesto, la administracion de ACD es capaz de
desencadenar efectos andlogos a los producidos por el etanol aunque, en

algunos casos, a concentraciones inferiores. No obstante, este tipo de
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evidencias, aun siendo importantes, no demuestran que el ACD sea un
elemento necesario para la aparicidon de estos efectos tras la administraciéon
de etanol. Para ello, es necesario un enfoque diferente, tal y como se

mostrard a continuacion.

2.1.1.c. Implicacion necesaria del acetaldehido en los
efectos neurobioldgicos del etanol

A pesar del debate suscitado, en los ultimos afos diversos grupos de
investigacion han demostrado claramente no solo que el ACD es
psicofarmacolégicamente activo a nivel central, sino que su génesis es
necesaria para que el etanol manifieste algunos de sus efectos, tanto
conductuales como neurofisiolégicos, empleando diferentes estrategias
farmacolégicas que a continuacion comentaremos (para una revision

reciente ver Correa et al, 2012; 2014; Deehan et al, 2013a; Israel et al, 2015).

e Modulacion del metabolismo cerebral del etanol

La manipulacién de la actividad (tanto la inhibicion como la promocién)
de los sistemas enzimaticos implicados en el metabolismo cerebral del
etanol, ha sido la estrategia mdas ampliamente utilizada para demostrar la
implicacion del ACD en la génesis de los efectos del etanol, sobre el sistema
MCLD (Correa et al, 2012; Deitrich 2004; Hipolito et al, 2007). Dada su

importancia en el metabolismo cerebral del etanol, la manipulacién de la
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actividad de la CAT ha sido la tactica mayoritaria, aunque no la Unica. En este
sentido, citaremos los resultados de algunos estudios conductuales
recientes que utilizan inhibidores de esta enzima. Asi, se comprobd que la
administracion sistémica de azida sddica (AZ) en ratas (tratamiento que fue
capaz de disminuir hasta en un 40 % la actividad de la CAT cerebral) previene
la activacion locomotora inducida por la administracion intra-SNr de etanol
(Arizzi-LaFrance et al, 2006). Este mismo tratamiento, administrado tanto
periférica como localmente en el cerebro (intracerebroventricular e
intra-NArc), previene la depresién motora inducida por la inyeccién i.p. de
etanol en ratas (Sanchis-Segura et al, 2005). Del mismo modo, la
administracion de aminotriazol es capaz de bloquear los efectos
estimulantes motores derivados de la administracion de etanol en el NArc
del hipotidlamo en ratas (Pastor and Aragon 2008), y el efecto depresor

motor derivado de la inyeccidn i.p. de etanol en ratas (Aragon et al, 1989).

La situacién contraria, es decir, la promocién de la conversién metabdlica
del etanol en ACD mediante el incremento de la actividad de la CAT,
aumenta los efectos estimulantes motores del etanol. Asi, la administracion
aguda de acetato de plomo se traduce en una potenciacién de los efectos
estimulantes motores del etanol, tras la administracién i.p. en ratones Swiss
(Correa et al, 1999; 2004b; 2005). De forma similar, la administracion de
acido 3-nitropropionico también conduce a un aumento de los efectos
psicoestimulantes del etanol en ratones (Manrique et al, 2006). Otra
metodologia para aumentar el metabolismo del etanol, ha consistido en el
incremento de los niveles de H,0, (co-sustrato de la enzima CAT) mediante

hiperoxia normobadrica. Esta aproximaciéon también se ha traducido en un
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aumento de la respuesta motora al etanol tras la administracién del mismo

en ratones (Pastor et al, 2002).

Mediante una aproximacién diferente, se ha demostrado que tras la
administracidn sistémica de etanol, el bloqueo del metabolismo del ACD por
parte de la ALDH mediante inhibidores como cianamida (Cl), disulfiram o
dietilditiocarbamato, produce los efectos derivados del incremento de los
niveles periféricos de ACD, en este caso, una reduccién de la actividad
motora en ratas y ratones (Escarabajal and Aragon 2002a; 2002b; 2003;
Spivak et al, 1987).

El estudio de la influencia que las manipulaciones enzimaticas de la CAT
ejercen en el consumo voluntario de etanol en ratones ha dado lugar a
resultados dispares: mientras que algunos autores observan que la inhibicion
de la actividad de la CAT mediante el aminotriazol o la reduccién de los
niveles de H,0,, tras la administracion de ebselen o de acido a-lipoico,
reducen el consumo (Koechling and Amit 1994; Ledesma et al, 2014), otros
postulan que la administracidon aguda de acetato de plomo (que incrementa
la actividad de la CAT) reduce también la ingesta (Correa et al, 2004a). Sin
embargo, en ratas se ha mostrado una relacién directa entre la actividad de
esta enzima y el consumo voluntario de etanol (Amit and Aragon 1988;
Aragon et al, 1985; Gill et al, 1996). Asi, se ha demostrado que la
microinyeccidon en VTA de lentivirus que codifican anti-CAT shRNA (lo cual
reduce el contenido en CAT), o lentivirus que codifican la expresion de la
ALDH 2, disminuyen el consumo voluntario asi como la aparicién del
fendmeno ADE (del inglés Alcohol Deprivation Effect) representativo de las

recaidas, como mas tarde se indicara, en ratas alcohol-preferentes (UChB)
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(Karahanian et al, 2011; 2015; Tampier et al, 2013). También se ha
establecido una correlacién positiva entre la actividad de la ALDH en el
cerebro y el consumo voluntario de etanol en ratas (Sinclair and Lindros

1981; Socaransky et al, 1984).

Por ultimo, cabe mencionar diversos estudios electrofisiologicos y
neuroquimicos que también han demostrado la necesidad del ACD en la
activacion de las neuronas DA del VTA por parte del etanol. En concreto,
Foddai y colaboradores (Foddai et al, 2004) demostraron que la
administracion de un antagonista de la ADH (4-metilpirazol), fue capaz de
impedir la activacion de las neuronas DA producida por el etanol aunque, no
tuvo ningun efecto sobre la generada por el ACD. El uso de esa misma
estrategia consiguid prevenir la liberacién de DA en NAc shell, tras la
administracion i.g. de etanol (Diana et al, 2008; Melis et al, 2007). La
inhibicién de la CAT fue también capaz de suprimir la activacién de las
neuronas del sistema MCLD producida por el etanol (Diana et al, 2008; Melis

et al, 2007).

e Agentes secuestrantes del acetaldehido: Una estrategia
alternativa

La estrategia alternativa para demostrar la implicacién del ACD en el
desarrollo de los efectos psicoactivos del etanol, consiste en el empleo de los
llamados agentes secuestrantes del ACD. Con el manejo de estas sustancias
se pretende “inactivar”, desde el punto de vista quimico, el ACD que haya

podido generarse tras el metabolismo del etanol. Para este fin, se han
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utilizado dos aminoacidos azufrados: la DP y la L-cys. Estos compuestos
interactian, de forma no enzimdtica, con el ACD para formar aductos
estables e inactivos (Kera et al, 1985; Nagasawa et al, 1980) que han podido
detectarse, para el caso de la DP ((4S,2RS)-2,5,5-trimethylthiazolidine-4-
carboxylic acid), en plasma, higado y cerebro de rata tras la administracién

de etanol (Serrano et al, 2007).

En relacion a los estudios conductuales que utilizan la DP, cabe destacar
que este agente secuestrante se ha mostrado capaz de reducir las distintas
respuestas conductuales provocadas por el etanol. Asi, Font vy
colaboradores (Font et al, 2005) demostraron que el pretratamiento i.p. con
DP es capaz de reducir, de forma dosis-dependiente, la estimulacion motora
generada por la administracion de etanol en ratones, sin afectar a la
estimulacién generada por la cocaina o la cafeina, mostrando claramente la
especificidad de accion de este aminodcido. Estos mismos autores,
mostraron posteriormente que el pretratamiento i.p. con DP también atenula
los efectos ansioliticos (Correa et al, 2008) y el desarrollo del CPP generado
por la administracién i.p. de etanol en ratones (Font et al, 2006a; Ledesma et
al, 2013). Del mismo modo, en ratas, previene el desarrollo del CPP inducido
por la administracion i.g. de etanol (Peana et al, 2008). En ratas recién
nacidas, se ha observado que la administracién intracisternal e i.p. de DP
inhibe el condicionamiento de lugar y la activacion motora inducidos por la
administracidn, también intracisternal e i.g. de etanol (March et al, 2013;

Pautassi et al, 2011).

Por otra parte, se ha analizado el efecto de la DP en el consumo

voluntario de etanol. Los resultados mostraron que este agente secuestrante
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es capaz de producir una disminucidn de la ingesta de etanol, en ratas Long
Evans, cuando se administra intracerebroventricularmente (Font et al,
2006b). Asimismo, nuestro grupo ha demostrado que la DP, administrada de
forma subcutidnea e intra-VTAp, es capaz de prevenir la aparicion del

fendmeno ADE en ratas Wistar (Orrico et al, 2013; 2014a).

El otro secuestrante, la L-cys, también es capaz de prevenir algunas de
las respuestas conductuales desencadenadas por el etanol. Peana y
colaboradores mostraron que este aminodcido es capaz de prevenir, de
forma dosis-dependiente, el desarrollo del CPP observado tras |la
administracién i.g. de etanol sin modificar el CPP inducido por morfina,
confirmando asi la especificidad de este aminoacido (Peana et al, 2009). Sin
embargo, en un estudio publicado en 2001 se observd que, el
pretratamiento i.p. con L-cys parece ejercer un efecto no preventivo en lo
relativo a las respuestas motoras, ya que este compuesto es capaz de
incrementar el efecto estimulante motor inducido por la administracidn i.p.
de etanol en ratones (Escarabajal et al, 2001). Segun estos autores, una
posible explicacion a estos hallazgos contradictorios podria encontrarse en la
diferente estabilidad de los aductos generados, ya que de ello depende el
éxito de la estrategia del secuestro del ACD (Nagasawa et al, 1984). De
hecho, los autores propusieron que el aducto formado entre el ACD y la
L-cys seria inestable, de modo que podria liberar de forma prolongada y
diferida en el tiempo el ACD inicialmente secuestrado, pudiendo asi
mantener los niveles de ACD en el cerebro elevados durante mas tiempo, es
decir, el aducto podria actuar como una fuente inesperada y no deseada de

ACD libre (Nagasawa et al, 1984).
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No obstante, por otra parte se ha demostrado que la L-cys, administrada
i.p. en ratas, es capaz de reducir tanto la autoadministracion de etanol
(adquisicion y mantenimiento), como la reanudacion en la ingesta de etanol
tras la fase de extincion, un modelo considerado por muchos autores como
un buen indicador de la busqueda de la droga y la recaida, como se expondra
posteriormente (Peana et al, 2010a; 2013a). Ademas, este aminoacido
también fue capaz de reducir la adquisicion, mantenimiento y el efecto de la

privacion en la autoadministracion oral de ACD (Peana et al, 2012).

Por ultimo, estudios neuroquimicos y electrofisiolégicos también han
mostrado que la inactivacidon quimica del ACD por la DP y la L-cys es capaz de
suprimir la liberaciéon de DA en el NAc shell inducida tanto por el etanol
como por el ACD, asi como la excitacion de las neuronas DA del VTA

producida por el etanol (Enrico et al, 2009; Sirca et al, 2011).

En resumen, los resultados de estos estudios permiten establecer la base
cientifica que soportaria el empleo de los agentes secuestrantes del ACD,
como una nueva estrategia terapéutica en la prevencion de las recaidas en
el alcoholismo. De hecho, existe un consenso entre los investigadores
anteriormente citados de que esta estrategia terapéutica, potencialmente
util, merece mas atencion e investigacion. Esta alternativa se explorard en la

presente Tesis, como se detalla mds adelante.
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2.1.2. ;Participa el salsolinol en los efectos
neurobiologicos del etanol?

A pesar de todas las evidencias a favor del papel del ACD en los efectos
conductuales y neuroquimicos del etanol, se debe considerar que el ACD
tiene una semivida corta y es un compuesto muy reactivo (Correa et al,
2012; Myers et al, 1982). Por ello, es capaz de reaccionar con diversas
moléculas enddgenas, como las aminas biégenas, dando lugar a diferentes
compuestos biolégicamente activos (Cohen and Collins 1970; Cohen 1976;
Davis and Walsh 1970; Walsh et al, 1970) que también podrian participar en
los efectos del etanol. Las tetrahidroisoquinolinas (THIQs), resultantes de la
condensacion del ACD con las monoaminas (DA, epinefrina y norepinefrina),
han centrado la mayoria de las investigaciones. Especificamente, el SAL
(1-metil-6,7-dihidroxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina), formado por |Ia
reaccion del ACD con la DA (Collins and Bigdeli 1975), ha sido el derivado mas
estudiado en relacién a su contribucion en los efectos reforzantes del etanol

(Deehan et al, 2013c; Hipolito et al, 2012; Israel et al, 2015; Lee et al, 2010).

Hace aproximadamente 40 ainos, las evidencias experimentales llevaron
a plantear la conocida como “teoria THIQs del alcoholismo” (Cohen and
Collins 1970; Davis and Walsh 1970; Duncan and Deitrich 1980; Melchior and
Myers 1977). Sin embargo, a final de los afios 80 y principio de los 90, la
implicacion de las THIQs y concretamente del SAL, fue motivo de polémica y
de rechazo entre la comunidad cientifica dedicada al estudio del alcoholismo
(Hipolito et al, 2012). La dificultad para detectar el SAL en el cerebro tras la

administracién de etanol supuso el principal motivo de controversia
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(Baum et al, 1999; Matsubara et al, 1987; Myers et al, 1985; Sjoquist et al,
1982a). Sin embargo, en los ultimos afios ha renacido el interés por esta
teoria gracias a la mejora de las técnicas analiticas (DeCuypere et al, 2008;
Rojkovicova et al, 2008; Starkey et al, 2006) y a los nuevos resultados

obtenidos.

A continuacioén, se intentara resumir los principales hallazgos que avalan

la participacion del SAL en los efectos psicofarmacoldgicos del etanol.

2.1.2.a. Produccion y determinacion de salsolinol en el
cerebro

Si el SAL estd implicado en las consecuencias bioquimicas y conductuales

derivadas del etanol, deberia formarse tras la ingestidn o la administracion

de esta droga.

Actualmente, se acepta la existencia de dos mecanismos para la
formacion endégena de SAL en el cerebro: (i) mediante condensacién no
enzimatica de Pictet-Spengler del ACD con la DA, dando lugar a una mezcla
racémica de (R)-SAL + (S)-SAL, y (ii) mediante reaccién enzimatica, con la
intervencién de la (R)-SAL sintasa, originando Unicamente el enantiomero
(R)-SAL (Figura 2.2) (Dostert et al, 1990; Haber et al, 1996; Hipolito et al,
2012; Naoi et al, 1996). Asi, estos mecanismos podrian permitir la formacidn
de SAL tras la administracion de etanol. Ademas, se ha observado que la

obtencién de SAL en el cerebro depende de la concentracidn relativa de ACD

24



Antecedentes

y DA (Jamal et al, 2003a; 2003b; 2003c; Wang et al, 2007). De hecho, Jamal y
colaboradores demostraron, tras la administraciéon de etanol, un incremento
en los niveles de SAL en estriado y nucleo accumbens (NAc), cuando los
niveles de ACD se elevaron debido al pretratamiento de las ratas con ClI (un
potente inhibidor de la ALDH). Asimismo, mostraron una correlacién entre
los niveles cerebrales de SAL y las concentraciones sanguineas de ACD. Sin
embargo, tras inhibir a la ADH, no fueron capaces de detectar el SAL (Jamal

et al, 2003a; 2003b; 2003c).

ETANOL

CH3CH,0H

DOPAMINA

|

DOPAMINA I
NAD*

HO =

NADH

- ACETALDEHIDO —
(R)-Salsolinol CH,CHO Condensacién de

sintasa Pictet-Spengler

(S)-SALSOLINOL

(R)-SALSOLINOL

HO.

HO

ACETATO

CH,COOH

HO

HO

(R)-SALSOLINOL

Figura 2.2. Representacion grdfica de la sintesis de salsolinol en el cerebro.
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A pesar de estas evidencias, los estudios realizados sobre Ia
determinacién de SAL tras la administracion/ingestion de etanol, han
arrojado resultados dispares. En los afios 70, Collins y colaboradores
mostraron por primera vez en ratas la presencia de SAL en diferentes areas
cerebrales tras la administracion de etanol (Collins and Bigdeli 1975). Desde
entonces, multiples estudios en humanos y roedores han intentado
establecer una relacion entre el etanol y la presencia de SAL en los fluidos
bioldgicos y cerebro con resultados muy variables (para una revisién reciente
ver Hipolito et al, 2012). Las diferencias encontradas en la bibliografia
pueden ser debidas a la diversidad de protocolos empleados en la toma de
muestras, a las técnicas analiticas, a la falta de control sobre las variables que
pudieran afectar al resultado (por ejemplo, la dieta) y a las diferentes areas
examinadas. No obstante, si se ha establecido cierta correlaciéon entre el
etanol administrado/ingerido y los niveles de SAL determinados en orina
(Adachi et al, 1986; Collins et al, 1979; Matsubara et al, 1985), plasma (Faraj
et al, 1989; Haber et al, 1996; Rommelspacher et al, 1995) y cerebro (Collins
and Bigdeli 1975; Collins et al, 1990; Jamal et al, 2003a; 2003b; 2003c;
Matsubara et al, 1987; Myers et al, 1985; Sjoquist et al, 1982a; 1982b).

En conjunto, todos estos hallazgos parecen apoyar la hipétesis de que el
SAL podria formarse tras la administracidn de etanol y podria estar implicado

en la capacidad reforzante del etanol.
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2.1.2.b. Propiedades reforzantes del salsolinol

Aungque hasta hace relativamente poco tiempo el Unico SAL disponible en
investigacion consistia en una mezcla de (RS)-SAL (=85%) + (RS)-isoSAL (10-
15%), recientemente se ha empezado a comercializar un nuevo
(RS)-SAL puro, sin isoSAL (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Tx). Esto ha
permitido analizar si las propiedades reforzantes observadas eran o no,
debidas al SAL. Dado que los resultados obtenidos con el compuesto puro
han sido similares a los obtenidos con el compuesto que contenia isoSAL,
demostrando asi que el compuesto activo es el (RS)-SAL (Quintanilla et al,
2014), la denominacién SAL hara referencia a ambos compuestos con el fin

de facilitar la exposicion.

Hecha esta matizacidn, pasaremos a revisar los estudios mas relevantes
que han mostrado que este derivado del etanol posee propiedades
reforzantes, y es capaz de provocar respuestas conductuales andlogas a las
producidas por el etanol, aunque a concentraciones inferiores (Deehan et al,

2013c; Hipolito et al, 2012; Israel et al, 2015).

Del mismo modo que ocurria con sus compuestos precursores, los
resultados obtenidos respecto a la actividad locomotora han mostrado
también diferencias en funcién de la dosis o especie utilizada. Asi, salvo
alguna excepcién (Blum et al, 1978), los estudios iniciales mostraron que la
administracidon intracerebral en ratones alcohol-preferentes de dosis
elevadas de SAL induce depresién motora (Church et al, 1976; 1977; Smolen
and Collins 1984), mientras que dosis bajas incrementan la actividad motora
(Smolen and Collins 1984). Estudios mas recientes, tanto en ratas alcohol-

preferentes como no preferentes, indican que la administracién intra-VTA de
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SAL produce, de forma dosis-dependiente, un incremento de la actividad
motora (Hipolito et al, 2010; Quintanilla et al, 2014). En un estudio publicado
en el 2014, Quintanilla y colaboradores mostraron que la administracién i.p.
de SAL produce un incremento de la actividad locomotora en ratas
preferentes (Quintanilla et al, 2014). Sin embargo, cabe destacar que
estudios previos en ratas no preferentes (Antkiewicz-Michaluk et al, 2000) y
ratones (Vetulani et al, 2001), no se habian observado cambios en la
actividad basal de los animales tras la administracion de este compuesto.
Ademas, la administracion repetida de SAL y del enantiomero (R)-SAL, tanto
por via i.p. como intra-VTA, produce sensibilizacion locomotora (Hipolito et
al, 2010; Quintanilla et al, 2014; 2015). Asimismo, la administracién i.p. e
intra-VTA en ratas, preferentes y no preferentes, de SAL y (R)-SAL produce
CPP (Hipolito et al, 2011; Matsuzawa et al, 2000; Quintanilla et al, 2014,
2015). Sin embargo, el enantiomero (S)-SAL no indujo ni sensibilizacion
locomotora, ni CPP, indicando que es el (R)-SAL quien,
estereoespecificamente, induce dichas acciones (Quintanilla et al, 2014;

2015).

Igualmente, se ha mostrado que el SAL es autoadministrado
directamente en el NAc shell de ratas alcohol-preferentes (Rodd et al, 2003)
y en el VTAp de ratas no preferentes (Rodd et al, 2008). En todos los casos,
se ha observado una relacion dosis-respuesta en forma de U invertida, tal y

como ocurria con el etanol y el ACD, pero a dosis inferiores.

Ademds, diferentes estudios han puesto en evidencia que Ia
administracion intracerebroventricular de SAL produce un aumento en la

preferencia y consumo de etanol (Duncan and Deitrich 1980; Myers and
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Oblinger 1977; Myers and Melchior 1977), mientras que la administracion
i.p. de SAL, asi como la administracién intra-VTA de SAL y (R)-SAL, producen
un incremento en el consumo voluntario de etanol (Quintanilla et al, 2014;

2015).

Por otro lado, estudios neuroquimicos han demostrado que el SAL
administrado directamente en VTA por microinyeccién o en NAc mediante
retrodialisis, es capaz de incrementar la liberacion de DA en NAc shell
(Deehan et al, 2013b; Hipolito et al, 2009; 2012), aunque no en nucleo
accumbens core (NAc core) (Hipolito et al, 2009). Diversos autores también
han puesto en evidencia que el SAL es capaz de estimular la actividad de las
neuronas DA del VTA, in vitro (Melis et al, 2015; Xie et al, 2012; Xie and Ye
2012).

En resumen, a pesar de haber recibido menos atencién que el ACD,
numerosos estudios demuestran que la administraciéon de SAL es capaz de
inducir la activacion del sistema MCLD, asi como desencadenar efectos
conductuales analogos a los producidos por el etanol y el ACD, pero a dosis

inferiores.
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2.1.2.c. Implicacion del salsolinol en los efectos
neurobioldgicos del etanol

Como se ha mencionado anteriormente, ya sea por las dificultades
analiticas o por el desinterés que durante muchos afos ha sufrido la teoria
THIQs, hasta este mismo afo no se habia establecido ninguna relacion
directa entre este compuesto y los efectos neuroconductuales del etanol. Si
bien, se debe considerar que teniendo en cuenta que la formacidn de SAL
requiere de la existencia de ACD, el corpus de datos experimentales
expuesto previamente podria actuar como una evidencia, aunque indirecta,

de la participacion del SAL.

En apartados anteriores, se ha puesto de manifiesto las dificultades que
han existido para relacionar la administracion de etanol con el incremento de
los niveles de SAL en cerebro y fluidos bioldgicos, aunque también se ha
indicado la existencia de ciertos resultados positivos en ese sentido (ver
apartado 2.1.2.a, Hipolito et al, 2012). No obstante, ha sido este afio cuando
Melis y colaboradores (Melis et al, 2015) han mostrado el papel clave del
SAL en la excitacién de las neuronas DA del VTAp por parte del etanol. En
este estudio in vitro, tanto el etanol como el ACD, fueron incapaces de
estimular la actividad de las neuronas DA en ausencia de DA en el medio
debido al pretratamiento de los ratones con a-metil-p-tirosina (un inhibidor
de la sintesis y liberacién de DA) o reserpina (un inhibidor de la recaptacion
de monoaminas que produce la deplecion de las vesiculas). Sin embargo, en
esas mismas condiciones, la aplicacion de SAL al medio si fue capaz de excitar
a las neuronas DA del VTAp. Ademas, el etanol requirié ser oxidado a ACD

para producir la excitacion neuronal. Asi, la inhibicidon del sistema H,0,-CAT
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responsable del metabolismo del etanol, bien por inhibicion de la enzima
(3-amino-1,2,4-triazol) o por el secuestro del coenzima de dicha enzima,
H,0, (acido a-lipoico), evitd que el etanol activase a las neuronas DA, a pesar
de la presencia DA en el medio. Asimismo, tras aplicar etanol a los cortes
cerebrales, Unicamente en presencia de DA fueron capaces de detectar SAL

en el fluido cerebroespinal artificial.

De esta forma, este estudio constituye la primera evidencia directa de la
relacion existente entre el etanol y sus derivados, ACD y SAL, en relacidn a
la excitacion del sistema MCLD, un aspecto que se considera clave para el

desarrollo de las propiedades reforzantes del etanol.
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2.2. MECANISMO DE ACCION DEL ETANOL Y SUS
DERIVADOS EN EL SISTEMA MCLD

Tras revisar la relevancia de los derivados del etanol en sus efectos
neuroconductuales, en esta seccién se incluye un breve recordatorio de la
anatomia funcional del VTA, area cerebral que, por su importancia en el
contexto del fendmeno de la adiccidon, ha constituido el centro de nuestra
atencién en la mayor parte de los experimentos desarrollados en esta Tesis
(para un analisis en profundidad del VTA, ver The Ventral Tegmentum and
Dopamine 2014). A continuacion, se expondrdn algunas de las evidencias
que han surgido en torno al posible mecanismo de accidn del etanol y que
creemos, ayudardn a comprender mejor algunos aspectos que aparecerdn en

secciones posteriores de esta Tesis.
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2.2.1. AREA TEGMENTAL VENTRAL : Region clave de
los efectos reforzantes del etanol

El sistema MCLD, se considera el sustrato neuroanatdmico esencial para
el desarrollo de los efectos reforzantes de las drogas, incluido el etanol (Koob
and Volkow 2010). Este sistema consiste en un conjunto de neuronas que se
originan en el mesencéfalo, concretamente en el VTA, y que proyectan a
diversas estructuras del sistema limbico, como el NAc, la corteza prefrontal
(PFC) y la amigdala, entre otras (Fields et al, 2007; Lindvall et al, 1974,
Lindvall and Bjorklund 1978; Swanson 1982). Estas neuronas se activan
directa o indirectamente tanto por las diferentes drogas, como por los
reforzantes naturales (lkemoto and Bonci 2014; Koob and Le Moal 2006;

Wise and Bozarth 1987).

Ill

Desde que Tsai (Tsai 1925) identificara el “ndcleo tegmental ventral”, la
definicion de esta heterogénea drea cerebral se ha ido modificando a lo largo
de la historia. Asi, a dia de hoy, la concepcién mas aceptada considera que el
VTA consta de 4 zonas principales: el nucleo paranigral (PN), el area
adyacente al fasciculo retroflexo (PFR), el drea pigmentada parabraquial
(PBP) y la cola del VTA (tVTA) (Bourdy and Barrot 2012; Ikemoto 2007,
Kaufling et al, 2009; Perrotti et al, 2005) o nucleo tegmental rostromedial
(RMTg) (Jhou et al, 2009a; 2009b; Lavezzi and Zahm 2011). El ndcleo lineal
central (CL), el nucleo interfascicular (IF) y el nucleo lineal rostral del raphe
(RLi), se incluyen en algunas definiciones como subregiones del VTA (lkemoto

2007; Oades and Halliday 1987; Sanchez-Catalan et al, 2014; Swanson

1982)(ver Figura 2.5).Tanto el PBP como el PN son zonas ricas en cuerpos
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neuronales DA, mientras que PFR y tVTA/RMTg presentan un contenido
inferior en células DA, en concreto, esta ultima region estd compuesta
fundamentalmente por neuronas que liberan acido y-aminobutirico (GABA,

neuronas GABA) (lkemoto 2007; Jhou et al, 2009a; Perrotti et al, 2005).

El VTA recibe proyecciones desde multiples regiones del cerebro que
modulan la actividad de las neuronas, principalmente las DA, alli presentes
(Geisler and Zahm 2005; Phillipson 1979; Yetnikoff et al, 2014) (Figura 2.3).
Son especialmente relevantes las aferencias excitatorias glutamatérgicas
procedentes de: PFC (Sesack and Pickel 1992), hipotdlamo lateral (LH) (Rosin
et al, 2003), nucleo del lecho de la estria terminal (Georges and Aston-Jones
2002), nucleo tegmental pedunculopontino (PPTg) y nlcleo tegmental
laterodorsal (LDTg) (Paxinos and Watson 2007; Semba and Fibiger 1992).
También recibe aferencias inhibitorias GABAérgicas desde: palido ventral
(VP) (Geisler and Zahm 2005) y NAc (Conrad and Pfaff 1976). En este sentido,
es importante destacar la influencia inhibitoria que reciben por parte de las
neuronas GABA locales y las que proyectan desde el propio RMTg/tVTA
(Johnson and North 1992a; Kaufling et al, 2009; Sanchez-Catalan et al, 2014).

Otras proyecciones relevantes para la funcionalidad del VTA son, las
noradrenérgicas procedentes del locus coeruleus y las serotoninérgicas
procedentes de los nucleos dorsales del rafe (Geisler and Zahm 2005;

Phillipson 1979).

Por otra parte, las neuronas del VTA envian proyecciones a la totalidad
de los territorios desde los que recibe aferencias con la Unica excepcion, tal

vez, del coliculo superior. Pero, ademas, envian también proyecciones a
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otras areas, como por ejemplo el hipocampo, la corteza entorrinal y el drea
septal lateral (Beckstead et al, 1979; Swanson 1982). Diversos estudios han
mostrado que las diferentes areas diana reciben las proyecciones desde
subgrupos muy concretos de neuronas del VTA y, rara vez, un mismo grupo
de neuronas envia su proyeccion a dos dianas diferentes. Las proyecciones
son también de naturaleza neuroquimica variable en funcién de la diana

considerada (Fallon et al, 1984; Margolis et al, 2006b; Swanson 1982).

NAc\

Lateral

Shell

Figura 2.3. Principales elementos del sistema mesolimbico dopaminérgico caracterizado
mediante optogenética. Aparecen representadas las principales aferencias y eferencias del VTA,
especialmente los circuitos neuronales implicados en la recompensa (LDT-VTA-NAc) y aversion
(LHb-VTA-mPFC) (algunas proyecciones importantes como las procedentes de la mPFC no se
ilustran en aras a la claridad del esquema). Las lineas de puntos representan los hallazgos no
obtenidos mediante optogenética. La doble marca negra (=) representa la existencia de
incertidumbre en la poblacion neuronal de origen de la proyeccion. Abreviaturas:
ACh: acetilcolina; BLA: amigdala basolateral; DA: dopamina; dMSN: via directa neuronas
espinosas medianas; Glu: glutamato; HPC: hipocampo; iMSN: via indirecta neuronas espinosas
medianas; IL: corteza infralimbica; LDT: nucleo tegmental laterodorsal; LHb: habénula lateral;
mMPFC: corteza prefrontal medial; MSN: neuronas espinosas medianas; NAc: nucleo accumbens;
PL: corteza prelimbica; RMTg: nucleo tegmental rostromedial; vHPC: hipocampo ventral;

VTA: drea tegmental ventral. Adaptado de Nieh et al, 2013.
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2.2.1.a. Heterogeneidad de las neuronas del VTA

El VTA ha sido considerado cldsicamente como una region
eminentemente dopaminérgica, estimandose que alrededor del 60-70 % de
su poblacién neuronal (en la rata) son neuronas DA, aunque este porcentaje
es bastante inferior al del area vecina, la substantia nigra (SN), donde
aproximadamente el 90 % son DA (Margolis et al, 2006b; Nair-Roberts et al,
2008; Swanson 1982). De la poblacién restante, aproximadamente el 30 % se
corresponde citoquimicamente con neuronas GABA (Carr and Sesack 2000;
Margolis et al, 2006a; Van Bockstaele and Pickel 1995), aunque también se
han identificado entre un 2-3 % de neuronas que liberan glutamato
(neuronas Glu) (Chuhma et al, 2004; Lavin et al, 2005). Ademas, ciertas
subpoblaciones de neuronas coliberan dos neurotransmisores diferentes
(Stuber et al, 2010; Sulzer et al, 1998). Es importante considerar que esta
clasificacion se ha ido modificando a lo largo de los afios, conforme avanza el

conocimiento sobre esta regidn y su poblacién neuronal.

Clasicamente, las neuronas de esta drea se han identificado mediante
criterios electrofisiolégicos y farmacolégicos, considerandolas como
poblaciones homogéneas y bien caracterizadas. En concreto, la identificacién
de las neuronas DA del VTA se ha basado en una actividad marcapasos de
baja frecuencia, potenciales de accidon amplios, hiperpolarizacién por DA a
través de los receptores D;, o la presencia de la llamada corriente catidnica
activada por hiperpolarizacién (I), generada por canales catidnicos activados
por hiperpolarizacién y modulados por nucleétidos ciclicos (canales HCN)
(Kitai et al, 1999; Lammel et al, 2014). Sin embargo, en los ultimos afios se ha

descubierto que estas caracteristicas que permiten identificar de forma
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fiable a las neuronas DA de la SN (“neuronas DA convencionales”) (Brown et
al, 2009), no resulta del todo fiable para identificar a las neuronas DA del
VTA. Curiosamente, en esta area se pueden encontrar numerosas
excepciones (“neuronas DA no-convencionales”) a las "caracteristicas"
propiedades electrofisioldgicas y farmacoldgicas de las neuronas DA (Lammel
et al, 2008; Margolis et al, 2006b; 2008; Nair-Roberts et al, 2008; Swanson
1982; Ungless and Grace 2012).

Estos estudios han mostrado que las neuronas DA del VTA forman una
poblacion heterogénea, cuyas propiedades moleculares y
electrofisiologicas son variables dependiendo del area al que proyectan
(Lammel et al, 2008; Margolis et al, 2008). Asi, las neuronas denominadas
“convencionales” se localizan en el VTA lateral y substantia nigra pars
compacta (SNc), y proyectan al NAc shell lateral y estriado dorsal,
respectivamente. Mientras que las “no-convencionales” se sitdan en la
region posteromedial del VTA y proyectan a la corteza prefrontal medial
(mPFC), NAc core, NAc shell medial y a la amigdala basolateral (BLA) (Lammel
et al, 2008) (Figura 2.4).
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NAc NAc ghen
lateral shell core

Bregma: -3.5 mm

Figura 2.4. Representacion esquemadtica de la localizacion en el VTA de parte de las neuronas
DA convencionales (amarillo) y no-convencionales (verde), asi como parte de las proyecciones
de dichas neuronas. Abreviaturas: mPFC: corteza prefrontal medial; BLA: amigdala basolateral;
NAc: nucleo accumbens; IF: nicleo interfascicular; PN: ntcleo paranigral; PBP: drea pigmentada
parabraquial; ml: lemnisco medial; SNc: substantia nigra pars compacta; SNr: substantia nigra
pars reticulata; IPN: nucleo interpeduncular. Adaptado de Lammel et al, 2014.

Ademas, estas subpoblaciones parecen exhibir diferencias en su
respuesta a las drogas, como opioides (Ford et al, 2006; Margolis et al,
2008), nicotina (Ericson et al, 2008; Zhao-Shea et al, 2011), cocaina (Lammel
et al, 2011) y también etanol. Concretamente, en este ultimo caso, las
neuronas DA situadas en la region mdas medial del VTA mostraban una mayor
respuesta al etanol que las neuronas localizadas en la region mas lateral de
esta drea, presentando mayores incrementos en su frecuencia de disparo.

(Mrejeru et al, 2015).

Adicionalmente, también se han identificado diferentes subpoblaciones

dentro de las neuronas GABA del VTA (Margolis et al, 2012).
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2.2.1.b. Heterogeneidad antero-posterior del VTA

La heterogeneidad de las diferentes subpoblaciones neuronales, parece
explicar la diferente funcionalidad, observada durante afios, de la region
anterior (VTAa) y posterior del VTA (lkemoto 2010; Sanchez-Catalan et al,
2014). En ratas, el limite entre las regiones anterior y posterior del VTA se ha
establecido alrededor de -5.5 mm desde bregma, que neuroanatémicamente
corresponde a la posicidn del nucleo interpeduncular (IP), por debajo del VTA

(Figura 2.5) (Olson et al, 2005).

. Area pigmentada parabraquial (PBP)
Nicleo paranigral (PN)
Nucleo interfascicular (IF)

Nicleo lineal rostral y central {RLi, CLi)

@ coladel vIa (tvTa)

Figura 2.5. Esquema de la organizacion del VTA en la rata. La distancia antero-posterior
desde bregma se indica encima de cada plano. Abreviaturas: aopt: tracto dptico accesorio;
aVTA: VTA anterior; cp: pedunculo cerebral; IP: nucleo interpeduncular; ml: lemnisco medial;
mp: pedunculo mamilar; pn: nucleo pontino;, PPTg: nucleo tegmental pedinculopontino;
PVTA: VTA posterior; R: nucleo rojo; RRF: campo retrorubral; scp: pedunculo cerebeloso
superior; SNC: substantia nigra pars compacta; SNL: substantia nigra lateral; SNR: substantia
nigra pars reticulata; tVTA: cola del VTA; VTA: drea tegmental ventral. Adaptado de Sanchez-
Catalan et al, 2014.
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De entre todas las proyecciones que emanan del VTA, la proyeccién
dopaminérgica del VTA al estriado ventral (tubérculo olfatorio lateral, NAc
shell lateral y NAc core) ha sido la mas estudiada. Las neuronas DA que
envian eferencias hacia el estriado ventral se distribuyen en el VTA segln
una topografia, preferentemente, aunque no exclusivamente, posteromedio-
anterolateral, que mantiene un angulo aproximado de 45° con respecto a la

linea media del cerebro (Haber et al, 2000; Ikemoto 2007; 2010).

En la Figura 2.6 se ilustra la topografia de la proyeccion dopaminérgica
del VTA al estriado ventral. El estriado ventral lateral (tubérculo olfatorio
lateral, NAc shell lateral y NAc core) recibe su inervacién dopaminérgica
desde las porciones anteriores (VTAa) y laterales del VTA (tonalidades
amarilla y verdes), mientras que el conjunto del estriado ventral medial
(tubérculo olfatorio medial y NAc shell medial) recibe inervacion
dopaminérgica desde la zona posterior (VTAp) y medial del VTA (tonalidades
roja y granate). Centrando la atencidn en las distintas estructuras del VTA, se
puede apreciar que: (i) la zona medial del PBP y el PN proyectan
selectivamente hacia la zona medial del estriado ventral y (ii) las zonas
laterales del PBP lo hacen sobre regiones laterales del estriado ventral. Por
otra parte, el estriado ventral medial, también recibe axones procedentes de
zonas mediales préoximas, como el IF y CL. Esta evidencia, ha llevado a
autores como lkemoto (lkemoto 2007) a considerar el CL y el IF parte
integrante del llamado, circuito dopaminérgico meso-estriatal ventromedial
(tonalidades roja y granate) que media desde el punto de vista funcional
aspectos cruciales del refuerzo. Este circuito incluye la zona posteromedial

del VTA, que proyecta al NAc shell medial y al tubérculo olfatorio medial.
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Figura 2.6. Topografia de las proyecciones dopaminérgicas desde el VTA al estriado ventral.
A. Representa las dreas del estriado ventral y dorsal donde se inyectd el trazador retrégrado
Flurogold. Los diferentes colores diferencian los sitios de inyeccion. B. Las neuronas marcadas
retrogradamente se representan en secciones horizontales del mesencéfalo ventral. Cada uno de
los puntos representa a una neurona marcada, para cada una de las dreas de inyeccion segtin el
cddigo de colores mostrado en A. La linea verde indica el drea aproximada que proporciona la
proyeccion dopaminérgica al estriado ventral. Abreviaturas: CL: nucleo lineal central; IF: nucleo
interfascicular; PBP: drea pigmentada parabraquial; PFR: drea adyacente al fasciculo retroflexo;
PN: nucleo paranigral; RL: nucleo rostral lineal del rafe; RMTg: ntcleo tegmental rostromedial.

Adaptado de Ikemoto 2010.
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Esta heterogeneidad antero-posterior en la organizacién de las
proyecciones dopaminérgicas, permitiria explicar las diferencias
conductuales y fisioldgicas observadas en los estudios con diferentes drogas,
incluido el etanol y sus derivados (Sanchez-Catalan et al, 2014). Asi, tanto el
etanol, como el ACD y el SAL, se autoadministran e inducen activacién
locomotora en VTAp, pero no en VTAa (Ding et al, 2015; Hipolito et al, 2010;
Rodd et al, 2008; Rodd-Henricks et al, 2000; 2002; Sanchez-Catalan et al,
2009). Estudios neuroquimicos vy electrofisiolégicos confirman esta
heterogeneidad funcional. La administracidon de etanol, en VTAp pero no en
VTAa, produce un incremento en la liberacién de DA en NAc shell (Ding et
al, 2009a; Melis et al, 2007). De forma similar, el etanol activa a las neuronas
DA del VTAp e inhibe a las del VTAa (Guan et al, 2012; Melis et al, 2007;
2015). EI ACD y el SAL administrados en VTAp también activan a las
neuronas DA y aumentan la liberacion de DA en NAc shell (Deehan et al,
2013b; Hipolito et al, 2011; Melis et al, 2007; Xie et al, 2012; Xie and Ye
2012).

Respuestas similares se han observado para sustancias como la nicotina,
carbacol, opioides, cannabinoides y cocaina (lkemoto and Wise 2002;

Ikemoto et al, 2006; Sanchez-Catalan et al, 2014; Zangen et al, 2006).

Estas evidencias parecen indicar que es el VTAp, y no el VTAa, el que

esta relacionado con los fendmenos de refuerzo.

42



Antecedentes

2.2.2. Modulacion de la actividad de las neuronas
dopaminérgicas por el etanol y sus derivados

2.2.2.a. Activacion de las neuronas dopaminérgicas del
VTA

Las drogas presentan una caracteristica comun: la activacion de las

neuronas DA del VTA con el consecuente incremento en la liberacién de DA

en las d4reas de proyeccién (Gessa et al, 1985; Hyman et al, 2006;

Nestler 2001).

En animales conscientes, la presentacion de recompensas inesperadas o
de estimulos predictores de estas recompensas, promueve el cambio en la
actividad neuronal desde una modalidad ténica (que proporciona el tono
dopaminérgico basal en las areas de proyeccion) a la fasica en el 55-80 % de
las neuronas del VTA (Grace and Bunney 1984a; 1984b; Overton and Clark
1997; Pan et al, 2005; Salamone 2007; Schultz 1998). Este cambio se postula
como el responsable del incremento en los niveles de DA en las areas de
proyeccion y, por tanto, de los correspondientes cambios plasticos que
subyacen al aprendizaje tanto de la valencia del estimulo predictivo, como
del comportamiento mas adecuado para la consecucién de la recompensa
(Arbuthnott and Wickens 1996; Mahon et al, 2004; Montague et al, 2004
Schultz 1998; Wickens et al, 2003; Wolf et al, 2004). Ademas, estos
aumentos fdsicos de DA podrian también actuar, segun algunos autores,
atrayendo la atencion del animal y desencadenando en él un
comportamiento motor de exploracién y aproximacion hacia esos estimulos

(Berridge 2007; Nicola 2007; Pankseep 1998). Es por ello que la activacién
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motora se ha considerado como un indice conductual que indica, con
bastante precision, la activacion fasica de las neuronas DA del VTA

(Pankseep 1998).

Aunque los mecanismos involucrados en esta activacion son conocidos
con detalle para drogas como los psicoestimulantes, opidceos o nicotina, no
ocurre lo mismo con el etanol. Ademas, como hemos visto anteriormente, el
ACD y SAL comparten esta caracteristica con el etanol (ver secciones 2.1.1.b

y 2.1.2.b).

Hoy en dia, multitud de estudios han mostrado que el etanol es capaz de
modular la actividad de las neuronas DA a través de su interaccion con
diferentes sistemas neuroquimicos y endocrinos del sistema nervioso
central, como el GABAérgico, glutamatérgico, dopaminérgico, opioide,
cannabinoide y el factor liberador de corticotropina, entre otros. Ademas,
puede actuar sobre distintos canales idnicos (canales de calcio, potasio) y
modular componentes citoplasmaticos, como segundos mensajeros

(Figura 2.7) (Erdozain and Callado 2014; Morikawa and Morrisett 2010).
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Figura 2.7. Representacion de gran parte de los componentes celulares que se ven afectados
tras la exposicion directa o indirecta a etanol: receptores de membrana, elementos implicados
en la seializacion citosdlica y factores de transcripcion en el nucleo. Abreviaturas: R: receptor;
CB1: receptor cannabinoide tipo 1; Ca®* channel: canal de calcio; Nicotinic: nicotinico; Adenosine
transp: transportador de adenosina; CRF: factor liberador de corticotropina; GABA,: receptor de
dcido y-aminobutirico tipo A; NPY: neuropéptido Y; NMDA: receptor de N-metil-D-aspartato; PKC
y PKA: proteina quinasa C y A; cAMP: adenosin monofosfato ciclico; CREB: proteina de union al
cAMP; ERK: quinasas reguladas por sefiales extracelulares. Adaptado de Erdozain and Callado

2014.

A pesar de haber identificado todas esas posibles interacciones, el
mecanismo preciso por el cual el etanol produce la activaciéon de las
neuronas DA, no se conoce con certeza. Mientras algunos investigadores han
apuntado a que el etanol podria activar directamente a las neuronas DA,
otros autores han indicado que la activacion de dichas neuronas se
produciria de forma indirecta. Asimismo, tampoco se ha determinado con
exactitud si es el etanol o si son sus metabolitos los responsables de la

activacion neuronal.
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e Accion directa

En lo que concierne a la accidn directa, diferentes estudios han mostrado
que el etanol es capaz de activar a las neuronas DA al actuar sobre los
canales idnicos que modulan su actividad, especialmente, incrementando la
corriente |, (formada por iones de Na* y K*) y reduciendo las corrientes de
potasio tipo A (Ia) y M (Im) (Brodie et al, 1990; Brodie and Appel 1998; Brodie
et al, 1999a; 1999b; Koyama et al, 2007; Okamoto et al, 2006). Melis y
colaboradores (Melis et al, 2007) mostraron que el ACD también puede
activar a las neuronas DA mediante su accién sobre las corrientes In e Ia. Por
otra parte, el etanol in vitro, es capaz de activar a las neuronas DA del VTA
aisladas, es decir, en unas condiciones en las que, segln los autores, la
capacidad de sintesis de ACD es limitada (Brodie et al, 1999b; Ye et al, 2001).

Ademas, la accion del ACD sobre la corriente Iy, no se ha determinado.

En conjunto, estos datos parecen indicar que el etanol y el ACD producen
efectos electrofisiolégicos diferentes sobre las neuronas DA. Sin embargo,
como se ha ilustrado en secciones anteriores, diversos estudios han
comprobado de forma convincente que, el etanol carece de efecto sobre
dichas neuronas cuando se reducen los niveles de ACD (Diana et al, 2008;
Foddai et al, 2004; Melis et al, 2007) o cuando este metabolito es inactivado
(Enrico et al, 2009) (ver secciones 2.1.1.c y 2.1.2.c). Por tanto, la explicacion
mas plausible seria que los derivados del etanol, ACD y SAL, son un

componente esencial dentro de los efectos del etanol sobre las neuronas DA.
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e Accion indirecta

Se ha sugerido que mas que la accién directa descrita, deberia existir otro
mecanismo que provocara la activacién de las neuronas por parte del etanol.
Esta hipdtesis estd fundamentada en las diferencias que se aprecian entre los
estudios electrofisioldgicos in vitro e in vivo, como en la magnitud del efecto
del etanol sobre las neuronas DA (que parece ser mayor in vivo (Gessa et al,
1985; Mereu and Gessa 1984; Stobbs et al, 2004) que in vitro (Brodie et al,
1990; Brodie and Appel 1998; Brodie et al, 1999b; Brodie and Appel 2000;
Okamoto et al, 2006)), o la diferente sensibilidad al etanol entre las neuronas
DA del VTA y la SNc que se manifiesta in vivo (Gessa et al, 1985) pero no
in vitro (Okamoto et al, 2006). Asi, se ha propuesto que el etanol puede
ejercer una accion indirecta a través de su interaccion con los diferentes
sistemas neurotransmisores que constituyen las aferencias sobre las
neuronas DA del VTA, fundamentalmente con los sistemas glutamatérgico y
GABAérgico (Lovinger 1997; Morikawa and Morrisett 2010; Vengeliene et al,
2008), las principales aferencias excitatorias e inhibitorias sobre dichas

neuronas.

A continuacidn, se expondran algunas de las evidencias que revelan la
existencia de otras dianas para la accién, tanto del etanol como de sus
metabolitos (para un analisis mas detallado ver Correa et al, 2012; Deehan et

al, 2013c; Erdozain and Callado 2014; Morikawa and Morrisett 2010).

Diferentes estudios han mostrado que el etanol puede activar a las
neuronas DA al incrementar, de manera indirecta, la liberacion de

glutamato (Glu) sobre estas neuronas. El etanol, administrado
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sistémicamente o localmente en el cerebro, incrementa los niveles de DA en
el VTA (Campbell et al, 1996; Kohl et al, 1998; Yan et al, 1996; 2005), la cual
activa a los receptores de dopamina D; presinapticos (localizados en las
terminales glutamatérgicas (Lu et al, 1997)) produciendo la liberacion de Glu.
La aplicacién de una antagonista selectivo de los receptores D; (SKF 83566) o
la deplecidn de los niveles de DA, reducen este efecto (Deng et al, 2009; Xiao
et al, 2009). Adicionalmente, Xie y Ye (Xie and Ye 2012), han mostrado que el
SAL es capaz de activar a las neuronas DA al aumentar, de forma indirecta a
través de los receptores D;, la transmision glutamatérgica. En este caso, la
aplicaciéon del antagonista SKF 83566, también reduce este efecto. Ademas,
dado que SAL es el producto de la condensacion del ACD con la DA, la
ausencia de formacion del SAL cuando se produce la deplecidn de los niveles
de DA, podria explicar porque el etanol no es capaz de incrementar la
liberacion de Glu en los estudios citados anteriormente (Deng et al, 2009;
Xiao et al, 2009). De este modo, ambos compuestos parecen compartir el
mismo mecanismo de accidn, aunque el SAL ha mostrado ser mucho mas
potente que el etanol, ya que a menor concentracidn ejerce el mismo efecto.
En cuanto al ACD, se ha visto que la inhibicion del receptor D; (SCH 39166),
previene la adquisicion del CPP inducido por este metabolito (Spina et al,
2010), aunque en este caso, no se ha vinculado a una accién sobre la
transmision glutamatérgica, sino a una inhibicidon de la fosforilacion de las
quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK) (Ibba et al, 2009; Spina
et al, 2010; Vinci et al, 2010), las cuales se han relacionado con el mecanismo

de accidn de diferentes drogas (Girault et al, 2007; Valjent et al, 2004).
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También se ha demostrado que el etanol y sus metabolitos, pueden
excitar la actividad neuronal mediante su interaccién con los receptores de
serotonina (5-HT). La administracién localizada de etanol en el VTA induce la
liberacion de 5-HT y DA (Yan et al, 1996). La 5-HT liberada tras la
administracidon de etanol, podria activar a los receptores 5-HT;s, localizados
en los terminales GABAérgicos, produciendo la desinhibicién de las neuronas
DA al inhibir la liberacion presindptica de GABA (Johnson et al, 1992;
Morikawa et al, 2000). De hecho, la administraciéon localizada en VTA de un
antagonista de los receptores 5-HTs (SB 216641), reduce la liberacién de DA
en VTA y NAc inducida por la administracidn sistémica de etanol (Yan et al,
2005). La activacién de los receptores 5-HT,, también parece inducir la
excitacion de las neuronas DA, al producir la despolarizacion de la
membrana de dichas neuronas y suprimir la hiperpolarizacion mediada por
receptores glutamatérgicos metabotrdpicos (Paolucci et al, 2003; Pessia et
al, 1994). El etanol podria ejercer parte de su accidon a través de estos
receptores, puesto que la coadministracién intra-VTA de un antagonista de
dichos receptores (R-96544) junto con etanol, es capaz de reducir la
autoadministracién de esta droga (Ding et al, 2009b). Ademas, aungue no se
ha definido el mecanismo exacto, la activacién del receptor 5-HTs induce la
estimulacién de las neuronas DA. Pero si que se ha demostrado que la
administracion de un antagonista de los receptores 5-HT; (ICS 205-930)
suprime la liberacion de DA en el VTA, subsecuente a la administracion
sistémica de etanol (Campbell et al, 1996). Corroborando este hallazgo, se ha
demostrado que la autoadministracion intra-VTAp de etanol y SAL, pero no
de ACD, se ve extinguida por la coadministraciéon de ese mismo antagonista

de los receptores 5-HT3 (ICS 205-930) (Rodd et al, 2005; 2008). De hecho, se
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ha demostrado que el SAL puede incrementar la liberacién de 5-HT
(Maruyama et al, 1992; 1993) y el ACD no parece tener afinidad por el
receptor 5-HT3 (Li 2000).

Por ultimo, diferentes evidencias electrofisiolégicas indican que la
actividad de las neuronas GABA, tanto interneuronas como neuronas de
proyeccion, es crucial para la regulacién de la actividad de las neuronas DA
del VTA (Haber et al, 2000; Johnson and North 1992b; Kalivas 1993; Sanchez-
Catalan et al, 2014). El etanol, puede inhibir a las neuronas GABA (Gallegos
et al, 1999; Steffensen et al, 2000; 2009; Stobbs et al, 2004) y en
consecuencia, desinhibir a las neuronas DA (Johnson and North 1992a;
Mereu and Gessa 1985; Xiao et al, 2007). Respecto al mecanismo por el cual
el etanol induce la inhibicion de las neuronas GABA, algunos autores han
sugerido que podria deberse a la inhibicién de la excitacidon de las neuronas
GABA mediada por el receptor NMDA (Steffensen et al, 2000; Stobbs et al,
2004). Otros autores han mostrado que podria estar mediada a través de los

receptores D, (Ludlow et al, 2009), GABAa (Xiao et al, 2007; Xiao and Ye 2008)

0 GABAg (Federici et al, 2009; Steffensen et al, 2000). En ninguno de estos

estudios se analizd la implicaciéon del ACD o SAL. Por el contrario, si que
existen diversos estudios que han analizado el papel del sistema opioide
enddgeno como posible diana del mecanismo de accién del etanol y sus
metabolitos (Gianoulakis 2009; Nutt 2014; Oswald and Wand 2004; Samson
and Doyle 1985; Volpicelli et al, 1992).

La actividad de las neuronas GABA esta controlada de modo ténico por

receptores opioides de tipo u (MORs) presentes en el soma y en el drea

dendritica de las mismas (Garzon and Pickel 2001; Mansour et al, 1995;
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Steffensen et al, 2006). Johnson y North, en 1992 (Johnson and North
1992a), demostraron que los agonistas de los MORs disminuian la frecuencia
de los potenciales espontdneos inhibitorios de las neuronas GABA del VTA,
es decir, la activacion de estos receptores opioides hiperpolariza e inhibe la
actividad espontanea de las neuronas GABA, desinhibiendo a su vez a las
neuronas DA. Desde este hallazgo, diferentes laboratorios han corroborado
estas observaciones. Por ejemplo, Xiao y colaboradores (Xiao et al, 2007)
observaron que la naloxona (un antagonista selectivo de los receptores
opioides) reduce la frecuencia de disparo de las neuronas DA, mientras que
el DAMGO (agonista selectivo de los MORs) hiperpolariza y silencia la
excitacion neuronal de las neuronas GABA del VTA (Steffensen et al, 2006;
Xiao and Ye 2008), lo cual repercute en una desinhibicion de las neuronas DA

(Spanagel et al, 1992).

Diversos autores han mostrado mediante estudios electrofisiolégicos que
el etanol es capaz de modificar este sistema controlado por los MORs (Guan
and Ye 2010; Xiao et al, 2007; Xiao and Ye 2008). Tanto in vivo como in vitro,
el etanol es capaz de alterar la transmisién GABAérgica sobre las neuronas
DA del VTA a través de un mecanismo que implica la participacion de los
MORs. Asi, la administracidon de naloxona atenua la inhibicién inducida por el
etanol sobre las neuronas GABA vy la activacion inducida sobre las neuronas
DA, ademas, revierte el bloqueo inducido por el etanol sobre la potenciacion
a largo plazo de la transmisidn sindptica mediada por los receptores GABAx
sobre las neuronas DA (Guan and Ye 2010; Xiao et al, 2007; Xiao and Ye
2008). Asimismo, estudios conductuales han mostrado que la administraciéon

de naltrexona (NTX) (un antagonista de los receptores opioides) o
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B-Funaltrexamina (B-FNA) (un antagonista selectivo e irreversible de los
MORs), previenen la activacion motora inducida por la administracion
intra-VTAp tanto de etanol, como de ACD (Sanchez-Catalan et al, 2009).
Pero, écual es el mecanismo de accidn por el cual el etanol o sus derivados

son capaces de inhibir a las neuronas GABA a través de los MORs?

Algunos autores han propuesto la hipdtesis de que el etanol ejerce sus
efectos estimulantes a través de la liberacion del péptido opioide endégeno
B-endorfina (Pastor et al, 2005; Sanchis-Segura et al, 2000; Sanchis-Segura
and Aragon 2002; Xiao et al, 2007; Xiao and Ye 2008). Esta hipdtesis esta
basada en el hecho de que el etanol y otras drogas son capaces de inducir la
liberacion de este péptido a nivel del NArc (Schulz et al, 1980; Zangen et al,
1999), NAc (Marinelli et al, 2004; Olive et al, 2001; Roth-Deri et al, 2003;
Zangen et al, 1999), amigdala central (CeA) (Lam et al, 2008) y del
mesencéfalo, incluyendo el VTA (Jarjour et al, 2009; Rasmussen et al, 1998),
permitiendo que el péptido liberado active a los MORs presentes en estas
regiones (Sanchis-Segura et al, 2005). De hecho, se ha demostrado que el
etanol inyectado en el NArc promueve la activacion motora en ratas, siendo
dicho efecto prevenido tanto por la inhibicién de la CAT como por la
administracion de NTX (Pastor and Aragon 2008). Por tanto, existen datos
que apoyan la hipdtesis de que el NArc y sus neuronas B-endorfinicas se
requieren para la estimulacidn inducida por etanol y ACD. Sin embargo, no
hay datos claros que expliquen cdmo el etanol, o mas especificamente el
ACD, interactian con las neuronas del NArc. Se ha postulado que las

isoformas delta y/o épsilon de la proteina kinasa C pueden ser las dianas
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para que el etanol promueva la liberacion de B-endorfina (De et al, 2002;

Pastorcic et al, 1994; Reddy and Sarkar 1993; Reddy et al, 1995).

La explicacién alternativa propuesta por algunos grupos de investigacion,
entre los cuales se encuentra el nuestro, postula que el SAL, generado
localmente tras metabolizarse el etanol, se comportaria como un agonista
de los MORs provocando la inhibicidn de las neuronas GABA, y en
consecuencia, la desinhibicién de las DA (Critcher et al, 1983; Hipolito et al,
2008; Matsuzawa et al, 2000; Myers et al, 1985; Xie et al, 2012). Esta idea se
fundamenta en la demostracion de que el SAL, que presenta una estructura
similar a la morfina (Davis and Walsh 1970), es capaz de unirse a los
receptores opioides y producir efectos similares a los de estos compuestos
(Fertel et al, 1980; Lucchi et al, 1982). Segin esta idea, el bloqueo
farmacolégico de estos receptores deberia ser capaz de prevenir los efectos
producidos por el SAL (y, por tanto, los producidos por el etanol y el ACD).
Efectivamente, esto es lo que observaron Xie y colaboradores (Xie et al,
2012). Estos autores mostraron que el SAL deprime la transmision
GABAérgica sobre las neuronas DA, y que la administracion de NTX previene
esta inhibicion. Asimismo, otros autores han comprobado que Ia
administracidn de antagonistas de los receptores opioides previene tanto el
CPP inducido por SAL (Hipolito et al, 2011; Matsuzawa et al, 2000), como la
estimulacién motora generada por la administracién intra-VTAp de SAL, ACD
y etanol (Hipolito et al, 2010; Sanchez-Catalan et al, 2009), asi como los
incrementos concomitantes de los niveles de DA en NAc (Hipolito et al,

2011).
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2.2.2.b. Depresion de las neuronas dopaminérgicas del
VTA

Aunque la mayoria de estudios han mostrado que la administracion de
etanol induce la activacidn de las neuronas DA e inhibe a las neuronas GABA
del VTA (Gallegos et al, 1999; Steffensen et al, 2000; 2009; Stobbs et al,
2004), determinados estudios han mostrado que en determinadas
condiciones, se produce la situaciéon contraria. Por ejemplo, Steffensen vy
colaboradores (Steffensen et al, 2009) comprobaron que la administracién
intravenosa de dosis bajas de etanol (0.01-0.03 g/kg) fue capaz de activar
parte de las neuronas GABA examinadas. De forma similar, diferentes
estudios in vitro, han demostrado que el etanol de forma dosis-dependiente,
induce una activacion de las neuronas GABA del VTA. Segun estos estudios,
esta accidn inhibitoria del etanol se debe a un incremento en la liberacién
presinaptica de GABA sobre las neuronas DA (Theile et al, 2008; 2009; 2011;
Xiao and Ye 2008). De hecho, estos resultados son coherentes con diferentes
evidencias experimentales que muestran que el etanol también potencia la
liberacion de GABA en otras areas del cerebro, como BLA, hipocampo, SNr y

CeA (Criswell et al, 2008; Siggins et al, 2005; Weiner and Valenzuela 2006).

Actualmente, el mecanismo de accién que subyace a esta inhibicién no
se conoce. Theile y colaboradores (Theile et al, 2009) han propuesto que la
liberacién de GABA es dependiente de los receptores 5-HT,c, cuya activaciéon
induce la liberacion de Ca®* desde las vesiculas sensibles a inositol-1,4,5-

trifosfato (IPs).

Tampoco se ha estudiado si esta inhibicion puede tener consecuencias a

nivel conductual, o si este efecto puede estar mediado por el ACD o el SAL.
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Como veremos en secciones posteriores, estos hallazgos podrian servir

para explicar algunos de los resultados que presentaremos en esta Tesis.
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El alcoholismo como una enfermedad cronica: El problema de
las recaidas y su tratamiento

La adiccidn a drogas es una enfermedad crdnica y recidivante de etiologia
multifactorial que incluye factores genéticos, neurobioldgicos, psicoldgicos y
ambientales (Jupp and Lawrence 2010; Koob and Le Moal 2006). A partir de
los datos obtenidos del ultimo estudio acerca del consumo de drogas en la
poblacién espafiola (15 a 64 afos), se desprende que es el consumo de
alcohol es el de mayor prevalencia, experimentando un ligero aumento
respecto al estudio anterior (Figura 2.8). Del total de los encuestados, el
4.9 % presenta un consumo problematico de alcohol, de los cuales el 4.5 %
(1 600 000 personas) presenta un consumo de riesgo y el 0.4 % (120 000
personas) presenta una posible dependencia (Ministerio de Sanidad,

Servicios Sociales e Igualdad 2015).
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Figura 2.8. Proporcion de consumidores (15-64 afios) de drogas en Espaia. Representacion
grdfica adaptada de la encuesta sobre alcohol y dogas en Esparia realizado por el Plan Nacional
sobre Drogas. (Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad 2015).

Estudios a nivel mundial arrojan resultados parecidos. Segun el ultimo
informe de la OMS, en 2010 el consumo de alcohol puro per capita en todo
el mundo fue de 6.2 litros entre la poblacién de mas de 15 afios, lo cual
implica una cifra diaria de 13.5 gramos de alcohol puro al dia. En concreto,
en Europa se registré un 25 % del consumo mundial de alcohol, siendo este

el porcentaje de consumo mas elevado (World Health Organization 2014 ed).

Ademas, el alcoholismo no es solo un problema sanitario en si mismo,
sino que también conlleva multitud de problemas asociados, tales como
violencia o absentismo laboral, los cuales tienen un elevado coste econdmico

y social para nuestra sociedad. El uso nocivo del alcohol se encuentra entre
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los cinco principales factores de riesgo de enfermedad, discapacidad vy
muerte en todo el mundo. De hecho, en 2012 se produjeron cerca de
3.3 millones de muertes a causa del consumo de alcohol, lo que supone el
5.9 % de todas las muertes a nivel mundial. Ademas de los fallecimientos, se
estima que en ese mismo ano, el 5.1 % de todas las enfermedades y lesiones
gue supusieron una merma importante en la calidad de vida (cerca de 139
millones de casos), fueron atribuibles al consumo de alcohol. En Europa, se
registraron los mayores porcentajes de fallecimientos y de afios de vida sana
perdidos atribuibles al consumo del alcohol (Rehm et al, 2009; World Health

Organization 2014 ed).
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2.3. ALCOHOLISMO: El problema de las recaidas

El reconocimiento por parte de la mayoria de la clase médica de que el
alcoholismo es una enfermedad de naturaleza crdnica, supuso un paso
crucial para aceptar que es necesario disefiar un abordaje terapéutico para el
tratamiento del individuo alcohdlico. La complejidad del problema, y el
desconocimiento mas o menos profundo de las alteraciones que se producen
a nivel cerebral en los alcohdlicos, ha limitado hasta la fecha el desarrollo de
estrategias terapéuticas que sean realmente eficaces. Hay que tener en
cuenta que el etanol y, en general, las drogas, generan cambios no del todo
conocidos en determinados sistemas del cerebro que perduran durante
largo tiempo después de abandonar su uso. La naturaleza duradera de estos
cambios sitda a los individuos adictos en un estado de elevado riesgo de

recaida.

De acuerdo al glosario de términos proporcionado por la OMS, la recaida
puede ser definida como la reanudacion de la ingesta de alcohol tras un
periodo de abstinencia. Algunos expertos diferencian entre recaida (relapse)
y desliz (lapse o slip), esta ultima denota una ocasion aislada de consumo de
alcohol o drogas dentro del periodo de abstinencia (World Health

Organization 1994).

Actualmente, el mayor problema a nivel clinico con el que se enfrenta el
equipo terapéutico al tratar pacientes alcohol-dependientes ya
desintoxicados, es la prevencion de las recaidas durante los periodos de

abstinencia. Sin intervencion terapéutica alguna, se estima que mas de un

59



Antecedentes

70 % de los pacientes recaen en el consumo de alcohol en el plazo de un afo
(Johnson 2008). Esta situacidn es comun a otras drogas, de hecho, algunos
autores han estimado que el riesgo de recaida en el consumo de drogas es
superior al 60 % en el primer afio, especialmente durante los 6 primeros
meses que siguen al abandono del consumo (McLellan et al, 2000). Asi pues,
la recaida es una parte fundamental del trastorno adictivo y debe
considerarse prioritario el desarrollo de tratamientos preventivos de la

misma.

En la actualidad, en el ambito clinico existe un amplio consenso sobre la
necesidad de desarrollar nuevos tratamientos farmaco-terapéuticos para la
prevencion de las recaidas en el alcoholismo (Addolorato et al, 2012) que,
junto con la psicoterapia, mejoren la tasa de éxito de los tratamientos
actualmente disponibles (Bergmark 2008; Hillemacher et al, 2015; Kranzler

and Van Kirk 2001; Spanagel 2009; Wackernah et al, 2014).
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2.3.1. Modelos experimentales para el estudio de las
recaidas

Es obvio que no es posible reproducir completamente en la investigacion
preclinica, mediante modelos animales, la complejidad de la condicion
humana. Sin embargo, a pesar de la complejidad intrinseca del alcoholismo,
décadas de investigacidon apoyan la hipdtesis de que los modelos animales,
concretamente el modelo del alcoholismo en rata, constituyen una excelente
plataforma para la seleccién y el desarrollo de tratamientos farmacolégicos
para este trastorno (Belin-Rauscent et al, 2015; Bell et al, 2012; Bossert et al,
2013; Ciccocioppo 2013; Vengeliene et al, 2014). Es importante destacar que
estos modelos se han utilizado con éxito para ensayar medicamentos que
estan aprobados actualmente para el tratamiento del alcoholismo (Heyser et

al, 2003; Holter et al, 1997; Walker and Koob 2008).

Respecto a las recaidas, existen dos grupos de modelos experimentales
que permiten analizar la eficacia preventiva de los posibles candidatos

farmacoldgicos.

2.3.1.a. Modelos de reanudaciéon

Se trata de modelos de autoadministracién operante en los que el animal
debe aprender a realizar una determinada tarea, como manipular lo que se
denomina un operando (por ejemplo, presionar una palanca), para la

obtencién de la droga (fase de condicionamiento o aprendizaje). En esta
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fase, la manipulacion del operando ademads de estar asociada a la obtencién
de la droga estd, en ocasiones, asociada a la presentacion de un estimulo
visual (por ejemplo, una luz) o sonoro (un determinado sonido de una
frecuencia especifica). Alcanzado un consumo estable, debido a una tasa de
respuesta sobre el operando constante, se somete a los animales a una fase
de extincion, en la cual la manipulacion del operando deja de estar asociada
a la obtencién de la droga. Tras la extincidn, el experimentador presenta a
los animales diferentes situaciones o estimulos (pistas o estimulos
ambientales, la administraciéon de una pequefa dosis de alcohol (“priming”)
o situaciones que inducen estrés) que habian estado apareados a la droga
durante la fase de condicionamiento y evalta si se reinstaura o no la
respuesta de manipulacion del operando (reanudacién), aun sin la presencia

de la droga.

Existen muchos autores que consideran que los modelos de reanudacion
son un buen indicador de la bisqueda de la droga y recaida en el consumo
de alcohol (Le and Shaham 2002; Rodd et al, 2004b; Spanagel 2003). Los
farmacos antirecaida mas utilizados actualmente, el acamprosato y la NTX,
son capaces de suprimir la reanudacién tras una fase de extinciéon (Bachteler
et al, 2005; Katner et al, 1999), hecho que valida predictivamente a este tipo
de modelos. Sin embargo, la recaida se define como una vuelta al consumo
de la droga tras un periodo de abstinencia. Por tanto, este modelo no resulta
adecuado para el estudio de la recaida, ya que no existe un periodo de
abstinencia propiamente dicho (el animal sigue ejecutando las mismas tareas
para conseguir la droga, aunque no lo consiga) y ademas, la fase de

reanudacion se produce sin que el animal vuelva a recibir la droga, por lo que
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no se producen los efectos psicoactivos asociados con su ingesta (Conklin
and Tiffany 2002; Sanchis-Segura and Spanagel 2006; Shaham et al, 2003).
Por ello, este tipo de modelos no imita las caracteristicas conductuales
basicas del individuo alcohdlico ni se caracteriza por el mismo perfil
sintomatico, careciendo de validez de constructo, es decir, su semejanza

con el comportamiento humano es limitada.

2.3.1.b. Modelos en los que se evalta el fenémeno ADE

En 1968, Sinclair y Senter mostraron como en ratas que habian tenido un
acceso voluntario al etanol durante un periodo de tiempo prolongado, se
producia un incremento significativo y transitorio en la ingesta de la droga
después de un periodo o periodos de abstinencia forzada. Este fendmeno
recibiéd la denominacién de ADE, siglas de “Alcohol Deprivation Effect”
(Sinclair and Senter 1968). Desde este estudio, el ADE ha sido descrito no
solo en rata (Herz 1997; McKinzie et al, 2000; Rodd-Henricks et al, 2000;
Sinclair and Li 1989; Spanagel and Holter 1999), sino también en ratén
(Salimov and Salimova 1993), mono (Kornet et al, 1991) y en humanos
(Burish et al, 1981). Ademas, se ha visto que este fendmeno se observa de
igual manera tanto en condiciones de libre acceso, como en condiciones de
acceso restringido, en modelos de autoadministracién operante y en
modelos de autoadministracién no operante (Martin-Fardon and Weiss

2013). De forma que este modelo presenta validez de constructo.
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Algunos autores proponen esta alternativa para el estudio de los
aspectos de la recaida que no pueden analizarse con los modelos de
reanudacion (Le and Shaham 2002). Asi, el acamprosato y la NTX también
son capaces de reducir/suprimir el ADE (Holter and Spanagel 1999; Sinclair
and Sheaff 1973; Spanagel and Kiefer 2008). Esta validacién farmacolégica ha
proporcionado validez predictiva al modelo ADE en lo referente a la

busqueda de nuevos y mejores farmacos en el tratamiento de las recaidas.

Es necesario tener en consideracion que el modelo difiere en
determinados aspectos de la situacion habitual en humanos. Por ejemplo, se
ha criticado que, en estos modelos que miden el ADE, el periodo de
abstinencia no estd bajo el control del animal. Ademads, el modelo solo sirve
para caracterizar la vuelta al consumo de alcohol como consecuencia de la
re-exposicién a la droga y, por tanto, la motivacién que, en humanos,
antecede a la busqueda de la droga no se puede analizar mediante este

modelo.

A pesar de esto, en los Ultimos afos este modelo se ha convertido en un
paradigma ampliamente utilizado para el estudio de la eficacia de nuevos
farmacos que potencialmente podrian utilizarse en el tratamiento de las
recaidas en el consumo de alcohol. Estos estudios, ponen en evidencia que
los procesos que subyacen al fendmeno de la recaida parecen incluir los
mismos circuitos neuronales en roedores que en humanos, constituyendo los
modelos animales una excelente base para el desarrollo de nuevas
farmacoterapias (Spanagel and Kiefer 2008; Spanagel 2009; Vengeliene et al,

2008). Por tanto, los resultados alcanzados en los estudios preclinicos que

64



Antecedentes

emplean la medicién del ADE, proporcionan una base sdlida para el

desarrollo posterior de ensayos clinicos controlados.
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2.4. ARSENAL TERAPEUTICO EXISTENTE

A dia de hoy, los tratamientos farmacoldgicos disponibles para reducir el
riesgo de recaida en la ingesta de alcohol son bastante escasos. A
continuacién, se expondrd sucintamente, las bases farmacolégicas y los
datos relativos a la eficacia clinica de los farmacos aprobados por las
distintas autoridades sanitarias para el tratamiento del alcoholismo (para
una revisién reciente ver, Franck and Jayaram-Lindstrom 2013; Soyka and
Lieb 2015; Spanagel and Vengeliene 2013; Wackernah et al, 2014; Zindel and
Kranzler 2014).

e Farmacos aversivos

El arsenal disponible inicialmente, quedaba restringido a los farmacos
gue actuan como inhibidores de la enzima ALDH, disulfiram y cianamida
(Antabus’ y Colme®), produciendo efectos aversivos tras la ingesta de alcohol
(enrojecimiento de la piel, ritmo cardiaco acelerado, confusién mental, etc.).
Sin embargo, desde un punto de vista practico, los farmacos aversivos no son
muy eficaces para el tratamiento de las recaidas, ya que los pacientes
rapidamente aprenden que los graves efectos secundarios padecidos al
consumir alcohol pueden desaparecer si abandonan el tratamiento. Su

eficacia aumenta en pacientes muy motivados a mantener la abstinencia.
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e Acamprosato

El acamprosato (N-acetil homotaurinato de calcio, Campral®), actua
como un modulador de la trasmisién glutamatérgica, atenuando el estado
“hiperglutamatérgico” que subyace a la abstinencia, tanto en la fase aguda
como en la fase crénica (Bachteler et al, 2005; Spanagel et al, 2005). Aunque
su mecanismo de accidon no es del todo conocido, su actividad parece ser
debida a la combinaciéon de su accién como antagonista débil de los
receptores ionotropicos NMDA del Glu, junto a su accién como inhibidor del
receptor metabotrépico tipo 5 del Glu (Blednov and Harris 2008; Cano-
Cebrian et al, 2003; Kiefer and Mann 2010; Mann et al, 2008; Zornoza et al,
2003).

Los estudios preclinicos en modelos animales, han demostrado que el
acamprosato es capaz de reducir la autoadministracion de etanol (Spanagel
2003), reducir de forma selectiva la bisqueda de la droga en un modelo de
reanudacion (Bachteler et al, 2005) y también es capaz de suprimir el
fendmeno ADE (Heyser et al, 1998; 2003; Sanchis-Segura and Spanagel
2006). Sin embargo, los datos de diferentes meta-analisis indican que su
eficacia clinica puede ser considerada como moderada o baja (Berglund et
al, 1997; Kranzler and Van Kirk 2001; Mann et al, 2013; Plosker 2015; Soyka
2013). A modo de ejemplo, en un meta-analisis donde se incluyeron cerca de
7 000 pacientes, los datos mostraron que el acamprosato es capaz de reducir
la tasa de recaida en el consumo de alcohol en aproximadamente un 14 % en
relacion al placebo e incrementar el periodo de abstinencia en alrededor de
un 11 %. Sin embargo, no se detectaron cambios significativos en la

reduccion del consumo excesivo de alcohol ni en los biomarcadores
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hepaticos de consumo (GGT). Los propios autores sugieren que, aunque la
eficacia del tratamiento es moderada, se deben de valorar estos resultados
como positivos debido a la actual falta de tratamientos antirecaida (Rosner

et al, 2010).

Por ultimo, se debe considerar un estudio reciente, y hasta la fecha el
Unico, que sugiere que el responsable de la actividad del acamprosato podria
no ser su principio activo, el N-acetil homotaurinato, sino el calcio que se
incluye en su formulacidn. Asi, la formulacién del N-acetil homotaurinato
como sal de sodio, no redujo la autoadministracién de etanol, ni la busqueda
de la droga en un modelo de reanudacién y no fue capaz de suprimir el
fendmeno ADE. Sin embargo, la administracién de calcio en forma de
diferentes sales, si resultd efectiva en estos modelos animales (Spanagel et

al, 2014).

e Antagonistas opioides: Naltrexona y Nalmefeno

Diversos estudios preclinicos han demostrado que la NTX, un
antagonista de amplio espectro de los receptores opioides (O'Malley et al,
1992; Volpicelli et al, 1992), produce una reduccidon del consumo voluntario
de etanol en ratas (Altshuler et al, 1980) y es capaz de reducir la
reanudacion inducida por la reexposicion al alcohol (Bienkowski et al, 1999;
Le et al, 1999; Liu and Weiss 2002), aunque ha resultado ineficaz para
bloquear la reanudacion inducida por situaciones estresantes (Le et al,
1999; Liu and Weiss 2002). Los estudios que evaluaron el fenémeno ADE

fueron, sin embargo, menos consistentes, mostrando que la NTX es capaz de
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atenuar el ADE, aunque su administracion continuada podia producir un
aumento en el consumo de etanol (Heyser et al, 2003; Holter and Spanagel

1999; Sinclair 2001).

Desde su aprobacion por la FDA (Food and Drug Administration) en 1994,
se han realizado multiples analisis clinicos y meta-analisis que demuestran
efectos moderados, aunque significativos, de la NTX en cuanto a la
prevencion de la recaida en el consumo de alcohol en los pacientes alcohol-
dependientes (Roozen et al, 2006; Soyka and Rosner 2008; Srisurapanont
and Jarusuraisin 2005a; 2005b). Segun la ultima actualizacién de la revision
Cochrane en la que se analizaron datos correspondientes a 50 estudios que
incluian un total de 7 793 participantes, Rosner y colaboradores (Rosner et
al, 2010) mostraron que la NTX reduce de forma significativa el riesgo de
consumo excesivo de alcohol (en un 17 % respecto al medido en el grupo
placebo) y reduce un 4 % el numero de dias de consumo de alcohol (nimero
de dias, expresados como porcentaje, en los que el paciente consumié
alcohol respecto a todos los dias que durd el estudio), un efecto que no
puede considerarse significativo. Como estos autores concluyen, debido al
escaso arsenal terapéutico actualmente disponible en este ambito, la NTX

puede considerarse como una terapia de efectividad moderada, pero (til.

Sin embargo, algunos estudios clinicos han mostrado resultados variables
en su respuesta clinica. Esta heterogeneidad de la respuesta clinica de la
NTX parece ser debida a que su efectividad depende del nivel de ingesta de
alcohol antes del tratamiento, obteniéndose mayor eficacia en aquellos
pacientes con un consumo de alcohol alto o muy alto (Srisurapanont and

Jarusuraisin 2005a; 2005b), y a la existencia de una variante funcional en el
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gen OPRM1, que codifica el MOR. Segun diferentes estudios clinicos, la
eficacia terapéutica de la NTX podria estar restringida a aquellos pacientes
gue presentan esta variante genética en el MOR (Anton et al, 2008; Oslin et

al, 2003; Ray and Hutchison 2007).

Por dultimo, a principios de 2013, la EMA autorizd la venta y
comercializacion del nalmefeno (Selincro®), un antagonista de los
receptores opioides de tipo i y & y agonista parcial de los receptores K,
cuyo fin es la reduccién del consumo de alcohol en pacientes alcohdlicos
con un nivel de consumo catalogado de alto riesgo (consumo superior a
60 g en varones o 40 g en mujeres de alcohol al dia), que no tengan sintomas
fisicos de abstinencia y que no requieran una desintoxicacion inmediata (Bart

et al, 2005; Gual et al, 2013; Luquiens et al, 2011).

Los estudios preclinicos en ratas alcohol-dependientes demuestran que
el nalmefeno es significativamente mas eficaz en la supresion de la ingesta
de alcohol que la NTX (Walker and Koob 2008). Por su parte, los estudios
clinicos han mostrado que el nalmefeno reduce el nimero de bebidas por
dia de consumo en pacientes alcohol-dependientes (Mason et al, 1994), sin
embargo, los datos referentes a los dias de abstinencia, nimero de dias de
consumo excesivo, tiempo para recaer y deseo por consumir (craving) son
controvertidos (Anton et al, 2004; Drobes et al, 2004; Karhuvaara et al, 2007;
Mason et al, 1994; Mason et al, 1999).
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2.5. BUSQUEDA DE NUEVOS FARMACOS ANTIRECAIDA

Atendiendo a los datos mostrados anteriormente, podemos concluir que
la eficacia de los tratamientos actualmente disponibles para las recaidas en
el alcoholismo puede considerarse moderada o incluso baja (Edwards et al,
2011; Heilig et al, 2011; Leggio et al, 2010). Por ello, se hace necesario el
desarrollo de nuevos tratamientos farmacoldgicos para la deshabituacién
alcohdlica que supongan una clara mejoria frente a los actualmente

disponibles (Addolorato et al, 2012).

La realizacion de estudios preclinicos reproducibles y potentes asegura
un grado de éxito en los estudios clinicos y permite reducir costes
econdmicos y de esfuerzo personal (Skolnick and Volkow 2012). En este
sentido, recientemente se ha expuesto la problematica referente a la
reproducibilidad de los datos obtenidos en la investigacién preclinica
(Steckler 2015), lo que esta retrasando el desarrollo de nuevos farmacos e
incluso ha llevado a varias organizaciones a tomar medidas con el fin de
mejorar la reproducibilidad de datos (Mobley et al, 2013; Nature Editorial
2013). Actualmente, no hay duda de que con el fin de incrementar la
potencia de traslacion de la investigacidn preclinica, es importante obtener
datos en tantos paradigmas y modelos animales como sea posible (Bell et
al, 2012). En este contexto, se desarrollan parte de los experimentos

realizados en la presente Tesis Doctoral.
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2.5.1. Estrategias terapéuticas en evaluacion para el
tratamiento de la recaida

En las udltimas décadas, fruto de la necesidad clinica y de la mejor
comprension de las bases neurobioldgicas de la adiccion al alcohol, se han
identificado multitud de compuestos en la investigacion basica que
actualmente se estdan ensayando como farmacos potenciales para el
tratamiento de las recaidas. Muchos de los compuestos (Tabla 2.1), actian a
nivel de receptores especificos de los neurotransmisores que, segun las
investigaciones previamente realizadas, participan de un modo u otro en
distintos procesos relacionados con el alcoholismo (Hillemacher et al, 2015;
Litten et al, 2012; Soyka and Lieb 2015; Wackernah et al, 2014).
Desafortunadamente, el uso de la mayoria de los candidatos mas
prometedores se ha visto comprometido debido a problemas asociados con
sus efectos secundarios (Leggio et al, 2010; Spanagel and Vengeliene 2013).
Cabe afiadir que, para este tipo de compuestos (agonistas GABAs,
antagonistas y agonistas parciales dopaminérgicos, varios anticonvulsivantes,
antagonistas de los receptores NMDA y varios agentes serotoninérgicos), la
evidencia clinica que existe es muy limitada o no hay diferencias respecto al

placebo (European Medicine Agency (EMA) 2010).
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ESTADO

5-HT; Ondansetron* Preclinicos, Clinicos
5-HT, Olanzapina* Preclinicos, Clinicos
Adenosina A2A DMPX Preclinicos
Adrenérgico a; Prazosin* Preclinicos, Clinicos
AMPA/GABAA Topiramato* Preclinicos, Clinicos
CRF1 Antalarmina, MTIP, Pexacerfont, GSK561679 Preclinicos, Clinicos
GABAA RY 023 Preclinicos
GABAg Baclofeno, CGP7930, G$39783, BHF177* Preclinicos, Clinicos
GLT1 Ceftriaxona* Preclinicos
mGlu MTEP Preclinicos
nACh Vareniclina*, CP-601932 Preclinicos, Clinicos
NK1 LY686017, Aprepitant* Preclinicos, Clinicos
NMDA Neramexane, Memantina* Preclinicos, Clinicos
NOP 0S-462, UFP-102, UFP-112 Preclinicos
NPS NCG-0018568403 Preclinicos
NPY1, NPY2 BIIEO246, JNJ-31020028 Preclinicos
Opioides Nalmefeno, Naltrexona* Preclinicos, Clinicos
DOR SoRI-9409, TAN-67 Preclinicos
KOR Nor—BNI Preclinicos
0X1, OX2 SB—334867, INJ-10397049 Preclinicos
P2X4 Ivermectina* Preclinicos
Vasopresina 1b Nelivaptan (SSR 149415) Preclinicos

Tabla 2.1. Receptores que se ha demostrado que participan en distintos procesos relacionados
con el alcoholismo y compuestos capaces de interaccionar con ellos. *Compuestos aprobados
por la FDA para otras patologias. 5-HT: 5-Hidroxitriptamina; AMPA: a-amino-3-hidroxil-5-metil-
4-isoxazol-propionato;, GABA: dcido y-aminobutirico; CRF: factor liberador de corticotropina;
GLT1: transportador de glutamato 1; mGlu: receptor metabotrépico de glutamato;
nACh: receptor nicotinico de acetilcolina; NK: neurocinina; NMDA: N-metil-D-aspartato; NOP:
receptor opioide tipo 1; NPS: neuropéptido S; NPY: neuropéptido Y; DOR: receptor opioide &;
KOR: receptor opioide k; OX: receptor de orexina;P2X4: receptor purinérgico P2X, canal idnico
activado por ligando. Adaptado de Litten et al, 2012.
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Actualmente, una estrategia muy prometedora y alternativa al manejo
de antagonistas o agonistas especificos de ciertos receptores para el
tratamiento de la adiccidn a algunas drogas (cocaina, nicotina), es el empleo
de vacunas especialmente diseiiadas contra estas drogas (Shen et al, 2012).
Su objetivo es generar anticuerpos especificos que, en presencia de la droga
en el torrente circulatorio, se unirian a ella y permitirian reducir la velocidad
y la cantidad de droga que accede al cerebro y, consecuentemente,
dificultarian la unién de la misma a su receptor especifico. Teéricamente, no
interaccionarian directamente con ningun sistema de neurotransmision,
evitando los efectos secundarios derivados de esta accion (Shen et al, 2012).
Desafortunadamente, esta nueva estrategia no se ha dirigido hacia el
desarrollo de vacunas para el alcoholismo, probablemente por las

propiedades fisicoquimicas tan particulares que presenta esta droga.
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2.5.2. La inactivacion del acetaldehido como una
estrategia de tratamiento

Una alternativa que permitiria soslayar los problemas anteriormente
citados, podria ser la inactivacion quimica de la droga antes de que ésta
pueda interaccionar con su receptor/es. Si como se ha expuesto
previamente, el ACD es necesario para la activacion del sistema MCLD, el
bloqueo de su formacion (empleando inhibidores metabdlicos adecuados) o
su inactivacion quimica (empleando agentes secuestrantes) podrian
convertirse en estrategias terapéuticas antirecaida eficaces al evitar el efecto
“priming” en eventuales episodios de nuevo contacto con la droga. El efecto
“priming” es un incremento en la motivacién para consumir una
determinada droga que se produce cuando un paciente en abstinencia
consume una Unica dosis (a veces muy pequefia, en relacion a la que
habitualmente consumia) de esa sustancia. Los pacientes abstinentes
refieren con claridad que si durante la abstinencia consumen una pequeia
dosis de su droga preferida, el deseo por volver a consumir e, incluso, la
probabilidad de retomar el consumo regular, aumentan (De Wit 1996;

Ludwig and Wikler 1974; Stewart 2000).

Es importante remarcar que el uso de inhibidores de la produccién de
ACD (como los inhibidores de la CAT, ampliamente estudiados por el grupo
del Dr. Carlos Aragdén) como una nueva forma de intervencion terapéutica,
parece no ser viable debido a los mas que previsibles efectos secundarios de

estos compuestos, que desaconsejarian su uso a largo plazo en clinica.
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En opinidn de algunos autores, la alternativa mas posibilista como nueva
forma de intervencion terapéutica, seria la que haria uso de los agentes
secuestrantes del ACD, en especial de los aminoacidos azufrados DP y L-cys.
Tal y como se ha mostrado en el apartado 2.1.1.c, estos agentes
secuestrantes son capaces de prevenir diferentes conductas evocadas por el
etanol asi como reducir el consumo de esta sustancia, lo que sugiere que
podria ser una estrategia Uutil para el tratamiento de las recaidas en el
alcohol. Por ejemplo, como se muestra en la Figura 2.9, nuestro grupo ha
demostrado que la DP, administrada tanto de forma subcutanea (Figura
2.9A) como intra-VTAp (Figura 2.9B), es capaz de reducir de forma
significativa el consumo de alcohol durante el periodo de post-abstinencia
con respecto a su consumo basal, lo cual es indicativo de la prevencion del
fenémeno ADE. Ademads, la combinacién de DP con NTX, previene la
aparicion del ADE demorado que se manifiesta tras el tratamiento con este
ultimo farmaco y que constituye la principal limitacion de los tratamientos
con antagonistas opioides en los modelos preclinicos (Figura 2.9C) (Orrico et

al, 2013; 2014a).
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Figura 2.9. Consumo de etanol (g/kg/dia) de los animales sujetos al modelo ADE tras la
administracion de D-penicilamina y/o Naltrexona. Los datos se presentan como media * EE.
“B” representa el consumo basal de etanol y se corresponde con la ingesta media en los 3 dias
pre-abstinencia. A: Representa el consumo de etanol tras la administracién continua por via
subcutdnea de vehiculo (n=8), DP 250 ug/h (n=9) o DP 1000 ug/h (n=8). Las diferentes letras
(a, b) indican diferencias significativas en el consumo de etanol entre los diferentes grupos
ensayados para cada tiempo experimental (p<0.05). B: Representa el consumo de etanol tras
la administracion bilateral continua en el VTAp de vehiculo (n=6) o DP 3 ug/h (n=6). Las
almohadillas indican la existencia de diferencias significativas en los valores de consumo de
etanol entre los grupos ensayados para cada dia post-abstinencia (#p<0.05, ##p<0.01,
###p<0.001). C: Representa el consumo de etanol tras la administracion de vehiculo (n=7), la
inyeccion subcutdnea de NTX 5 mg/kg cada 12 horas (n=7), o la inyeccion subcutdnea de
NTX 5 mg/kg cada 12 horas junto con una perfusion subcutdnea de 250 ug/h de DP (n=7).
Las diferentes letras (a, b) indican diferencias significativas entre los diferentes grupos
ensayados para cada tiempo experimental (p<0.05). En todos los casos, los asteriscos indican
diferencias significativas con respecto a los correspondientes consumos basales de etanol
(*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). En ningun caso el andlisis estadistico mostrd diferencias
significativas entre los valores de consumo basal de etanol medidos en los grupos ensayados.
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Teniendo en cuenta estos precedentes y considerando las
recomendaciones expuestas en cuanto a la mejora de los datos preclinicos,
en la presente Tesis se revaluara la eficacia preclinica de la DP para prevenir
la recaida alcohdlica en un paradigma experimental diferente al utilizado en
estudios previos de nuestro grupo de investigacion, en los cuales se

emplearon procedimientos de autoadministracion no operante.

78



3. OBJETIVOS






Objetivos

El objetivo general de la presente memoria ha sido explorar los efectos
neuroconductuales del etanol en el sistema MCLD, ahondando en la
posibilidad de que el etanol ejerza, de forma simultanea, efectos excitatorios
y depresores sobre la actividad de las neuronas DA del VTA como
consecuencia de la accion paralela de sus derivados (ACD y SAL) y la fraccion
no metabolizada del etanol, respectivamente. Una vez analizada la
relevancia de los productos derivados del metabolismo del etanol en sus
efectos neuroconductuales, este trabajo prosigue con la validacién preclinica
de una nueva estrategia terapéutica para la prevencioén de las recaidas en el
consumo de alcohol basada en el secuestro del ACD, concretamente con el

empleo de la DP.

Se disenaron diferentes experimentos que permitieron abordar los

siguientes objetivos especificos:

l.  Analisis de la implicacion de los derivados del etanol, generados
localmente en el VTA, en los efectos estimulantes motores del

etanol en ratas.
. Estudio del posible papel de la fraccion no metabolizada del
etanol sobre los efectos depresores de la actividad locomotora

derivados de la administraciéon de etanol en el VTA.

1. Evaluaciéon de la participaciéon de los MORs en los efectos

excitatorios del etanol.
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V. Exploracion de la implicacion de los receptores GABAA en los

efectos depresores del etanol.

V. Validacidn de la estrategia terapéutica basada en el secuestro
del ACD mediante la DP en la prevencion de la recaida en el
consumo de alcohol. La efectividad de esta intervencién se
evaluard a través de la medida del fenémeno ADE en el modelo

de autoadministracion operante.
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Materiales y métodos

Efectos neuroconductuales del etanol en el sistema
mesocorticolimbico dopaminérgico

4.1. ESTUDIO DE LOS EFECTOS NEUROCONDUCTUALES
DEL ETANOL ADMINISTRADO EN VTA: PAPEL DEL
ACETALDEHIDO Y DE LA FRACCION NO
METABOLIZADA DEL ETANOL

El estudio del mecanismo de accién del etanol en el sistema MCLD se ha
abordado desde distintas perspectivas y mediante diversas metodologias. En
este trabajo, dicho estudio se ha enfocado mediante el analisis de la
actividad motora exploratoria en ratas evocada por el etanol tras su
administracién localizada en el VTAp, conducta que se considera un reflejo
de la actividad de las neuronas DA presentes en esta regién cerebral
(lkemoto 2010; Pankseep 1998; Wise 2002). Con el fin de alcanzar los

objetivos previamente expuestos, se disefiaron los siguientes experimentos:

I Experimento 1: Efectos del secuestro del acetaldehido sobre la
activacion motora derivada de la administracién intra-VTAp de

etanol.
. Experimento 2, 3 y 4: Estudio de los efectos del acetaldehido y la

fraccion no metabolizada del etanol en la actividad de las neuronas

dopaminérgicas: Evaluacion mediante la conducta motora de la rata.
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Experimento 5: Andlisis de la implicacion de los receptores opioides
de tipo K en la activacién motora derivada de la administracién de

etanol.

Experimento 6: Estudio de la participacion de los receptores GABA,
en la inhibicién de la conducta exploratoria tras la administracion de

etanol.



Materiales y métodos

4.1.1. Animales de experimentacion

El animal de experimentacién empleado en todos los experimentos ha
sido la rata albina macho de raza Wistar. Los animales (300-340 g en el
momento de la cirugia) inicialmente se estabularon en cajas de polipropileno
(48 x 38 x 21 cm?) en grupos de cuatro. Tras la cirugia y durante la realizacidn
de los experimentos, las ratas se estabularon de manera individual en cajas
rectangulares de polipropileno (47 x 22 x 15 cm?) situadas de forma contigua

para evitar, en la medida de lo posible, el estrés asociado al aislamiento.

Los animales utilizados se han criado en el Servicio de Experimentacion
Animal de la Universitat de Valéncia, situado en la Facultat de Farmacia, y se
han mantenido con acceso libre a una dieta sdlida estandar y agua, en
perfectas condiciones higiénicas y climaticas: temperatura de 23 + 1°C,
60 % de humedad vy ciclos de luz y oscuridad 12-12 horas (conexion de 8:00 a
20:00 h). Todos los procedimientos de trabajo han sido revisados y
aprobados por el Comité Etico de la Universitat de Valéncia y se han
realizado cumpliendo con todas las normas vigentes sobre experimentacién
animal (Directiva 2010/63/UE, transpuesta en Espafia a través del

RD 53/2013).

87



Materiales y métodos

4.1.2. Solucion de trabajo y sustancias quimicas
ensayados

SOLUCION DE TRABAJO

Fluido cerebroespinal artificial (aCSF)

Las microinyecciones in vivo en el VTAp se realizaron empleando como
vehiculo una solucion de aCSF de pH 6.5. La composicion de la misma fue: NaCl
120 mM, KCl 4.8 mM, KH,P041.2 mM, MgCl,-6 H,O 1.2 mM, NaHCOs 25 Mm,
CaCl;2.5 mM, D-glucosa 10 mM y ascorbato 0.2 mM.

SUSTANCIAS QUIMICAS

El etanol (100% v/v sin indicador), suministrado por Scharlau (Madrid,
Spain), para su administracion intra-VTAp se diluyé convenientemente en
aCSF en el momento de su empleo, con el fin de obtener las dosis a
ensayar.

La D-Penicilamina (DP), un agente secuestrante del ACD, se adquirid de
Sigma-Aldrich® (St Louis, MO, USA). Su estructura quimica se muestra en la
Figura 4.1. Para su administracidn i.p., se disolvié convenientemente en

suero salino fisioldgico (salino) con el fin de conseguir la dosis deseada.
O HsC CHs;

HO SH
NH,

Figura 4.1. Estructura quimica de la D-Penicilamina.
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Agonistas y antagonistas

El DAMGO ([D-Ala2, N-MePhed4, Gly-ol]-enkephalin), un agonista
selectivo de los MORs y la Bicuculina (BIC) (1(S),9(R)-(-)-Bicuculline
methbromide), un antagonista de los receptores GABA,, fueron
suministrados por Sigma-Aldrich® (St Louis, MO, USA).
B-Funaltrexamina (B-FNA)(((E)-4-[[5a,6B)-17-Cyclopropylmethyl)-4,5-epoxy-
3,14-dihydroxymorphinan-6-ylJamino]-4-oxo-2-butenoicacid methyl ester
hydrochloride), antagonista irreversible especifico de los MORs, se adquirio
de Tocris (Bristol, UK). Sus estructuras quimicas se muestran en la Figura 4.2.
Dichos compuestos se disolvieron en agua destilada a la concentracion
deseada y se congelaron alicuotas de dicha disoluciéon a -20°C. Para su
administracidn intra-VTAp, se descongelaron las alicuotas necesarias y se

diluyeron convenientemente en aCSF (DAMGO vy BIC) o agua destilada

(B-FNA).
A B o
+1 _CH
<o O N\C 3
o CHyy O H H CHs
|
N\\-'Kl(N\)LN 0 O O Br
H CH, N
HE NH2 0 3H \L O O
OH O
C
N
OH ¥ L Hel
0
H o)

Figura 4.2. Estructura quimica del DAMGO (A), Bicuculina (B) y 8-Funaltrexamina (C).
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Inhibidores

La Azida sddica (AZ), una sal utilizada en diversos estudios como inhibidor
de la enzima CAT, fue suministrada por Panreac (Spain). La Cianamida (Cl), un
inhibidor de la ALDH, fue proporcionada por Sigma-Aldrich® (St Louis, MO,
USA). Sus estructuras quimicas se muestran en la Figura 4.3. Estos compuestos
se disolvieron en salino en el momento de su empleo para su administracién

i.p.

MNM— C—N
N—N—N Ny

Figura 4.3. Estructura quimica de la Azida sédica (A) y Cianamida (B).
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4.1.3. Procedimientos experimentales

Cirugia estereotaxica y post-cirugia

A todos los animales empleados, se les implanté unilateralmente una
canula guia en el VTAp para facilitar la administracion de las sustancias a

ensayar mediante microinyeccién.

La operacidn se inicié con la anestesia del animal mediante inyeccion i.p.
de una solucién que contenia una mezcla de ketamina (95 mg/kg)/xilacina
(10 mg/kg) en salino estéril. Tras la anestesia, se rasurd la parte superior de la
cabeza y se posicioné al animal en un equipo estereotdxico (Stoelting®).
Posteriormente, se desinfectd la parte superior de la cabeza, se practicé una
incision longitudinal (8 - 10 mm) y los bordes de la incisién se impregnaron con
un gel anestésico de lidocaina al 3 %. De este modo, quedd a la vista el craneo
del animal, permitiendo la visualizacién de los puntos bregma y lambda (Figura
4.4) que sirvieron de referencia para posicionar la canula correctamente, de
acuerdo con las coordenadas estereotdxicas obtenidas a partir del Atlas de
Paxinos y Watson (Paxinos and Watson 2007). Se practicaron 3 orificios en el
crdneo, dos para los tornillos de anclaje y el otro para la implantacidon de una
canula guia de 28 G (Plastics One, USA) (Figura 4.5A). Las coordenadas fueron
seleccionadas de tal modo que la canula guia quedara posicionada, tras su

implantacion, 1 mm por encima del VTAp.
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Las coordenadas relativas a bregma y a la superficie del craneo fueron las

siguientes:

Antero/Posterior :-6.0 mm

Lateral :+#1.9 mm

Dorso/Ventral :-7.8 mm

Figura 4.4. Imagen de los puntos de referencia Bregma y Lambda en el crdneo de la rata.

La cdnula se introdujo con un angulo de * 10° respecto a la vertical
(Paxinos and Watson 2007). Dicha canula se fijo a la superficie del craneo con
cemento dental “Rapid Repair” (Dentsplay®). Finalmente, tras el
endurecimiento del cemento dental, se procedid a desinfectar la herida con
povidona yodada al 10 % y se suturé con hilo de seda. La canula fue

mantenida ocluida desde su implantacion hasta la realizacién de las
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inyecciones, con la ayuda de un tapdn especial de 33 G (Plastics One, USA)
(Figura 4.5B) en el que el vastago sobresalia 1 mm distalmente al extremo de

la canula.

Figura 4.5. Cdnula guia de 28 G (A) y tapon de 33 G (B).

Tras la cirugia, los animales se estabularon individualmente en cajas de
polipropileno rectangulares con libre acceso a comida y agua, al menos

durante 7 dias.

Transcurridos 3 dias desde la cirugia, los animales se sometieron, durante
5 minutos diarios, a un proceso de manipulacién (handling) y de simulacidon
de la microinyeccidn (retirando e insertando el tapdn en la canula guia) en la
habitacion de experimentacién. Durante esta fase, los animales se
acostumbraron al experimentador, a la habitacion donde se habian de
realizar los experimentos, y al procedimiento de administracion intra-VTAp.
Se realizaron un total de entre 4 y 7 sesiones de manipulacidn antes del
experimento con objeto de disminuir los inevitables efectos estimulantes

debidos a la novedad y al propio proceso de administracion.
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Procedimiento de microinyeccion

Las microinyecciones de las diferentes soluciones se realizaron en la
habitacion experimental con ayuda de un inyector metalico de 33 G (Plastics
One, USA), cuyo extremo distal sobresalia 1 mm del final de la canula guia
(Figura 4.6). Los inyectores se conectaron mediante un tubo de polietileno
PE-10, a una jeringa Hamilton de 25 pl. Las microinyecciones de las distintas
soluciones se realizaron mediante una bomba de infusién (Kd Scientific), que
se programé para inyectar un volumen de 200 nl en 20 segundos (0.6 pl/min),
con la excepcion de las microinyecciones de B-FNA, para las que la bomba se
programo para inyectar un volumen de 300 nl a una velocidad de infusién de
0.15 pl/min. Tras la infusidn, el inyector se mantuvo en el interior de la canula
durante un minuto, para permitir la correcta difusion del compuesto
administrado. Finalizado este tiempo, el inyector se retirdé y sustituyé por el

tapon.

Figura 4.6. Inyector de 33 G.
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Analisis de la actividad motora

Para la realizacion del ensayo de actividad motora, en los experimentos
en los cuales no se realizé ninguna administracion i.p. (experimentos 2 y 6A),
los animales se trasladaron desde la colonia a la habitaciéon experimental,
iluminada con una luz blanca tenue. Cuando los animales recibieron algun
pretratamiento por via i.p. (experimentos 1, 3, 4 y 6B), las inyecciones se
realizaron en un espacio diferente al de la habitacién experimental y, a
continuacion, se trasladaron a dicha habitacién. En todos los casos, los
animales permanecieron en la habitacion experimental entre 20-30 minutos
antes de realizar la microinyeccién en VTAp de acuerdo con el protocolo
descrito en el epigrafe anterior. En el caso del experimento 5, el
procedimiento de microinyeccion se realizd el dia del pretratamiento y a las

24 h (sesidon experimental).

Las cajas empleadas para el ensayo de actividad locomotora fueron las
propias cajas de estabulacién (47 x 22 x 15 cm?). Tras la microinyeccidn se
grabd el comportamiento del animal, mediante una camara de video digital,
durante un periodo de 20 minutos. El pardmetro evaluado en todos los
experimentos fue la distancia recorrida, expresada en centimtros (cm), por
los animales durante el tiempo de grabacién. Su medicién se realizé con la

ayuda del programa Raddot (Universitat de Valéncia).
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4.1.4. Planteamiento y disefio experimental

Dentro de este bloque experimental (4.1), a los grupos experimentales
denominados 0, en el caso de la via i.p. se les administrd salino (2ml/300g) y
en la via intra-VTAp se les microinyecté aCSF (200 nl) (Experimentos 1A, 1By
6A).

Experimento 1: Efectos del secuestro del acetaldehido sobre la activacion

motora derivada de la administracion intra-VTAp de etanol

Si los efectos estimulantes del etanol sobre la actividad motora de los
animales dependen del ACD generado tras metabolizarse localmente la droga
en el VTAp, el secuestro del ACD, formado in situ, deberia suprimir la

activacién motora derivada de la administracién de etanol.

Para comprobar esta hipotesis se emplearon 96 animales (n=8/grupo),
distribuidos aleatoriamente en dos experimentos: 1A (64 animales) vy

1B (32 animales).
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Experimento 1A: Efecto de la administracion sistémica de D-Penicilamina
sobre la activacion locomotora inducida por la administracion intra-VTAp
de etanol

En primer lugar, se evalud si la administracion sistémica de DP es capaz
de atenuar o suprimir los efectos estimulantes locomotores evocados por la
administracién intra-VTAp de etanol. Para ello, se administré a los animales
0, 12.5, 25 y 50 mg/kg de este agente secuestrante por via i.p. 30 minutos
antes (Pretratamiento i.p.) de la microinyeccion intra-VTAp de aCSF o etanol
(150 nmoles) (Tratamiento intra-VTAp), tal y como se describié en el epigrafe
anterior (4.1.3). Las dosis y el protocolo temporal (Figura 4.7) fueron
seleccionadas de acuerdo con estudios publicados previamente (Font et al,

2005). Asi, los grupos experimentales fueron los siguientes:

Pretratamiento Tratamiento
i.p. intra-VTAp
aCSF
DP O
EtOH 150
aCSF
DP 12.5
EtOH 150
aCSF
DP 25
EtOH 150
aCSF
DP 50
EtOH 150

Tabla 4.1. Grupos en el experimento 1A.
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El protocolo temporal empleado se muestra a continuacién:

Cirugia

Pretratamiento Tratamiento
i.p. intra-VTAp

Recuperacion
3 dias

Habituacion
4-7 dias

Sesion experimental

Figura 4.7. Esquema del protocolo temporal seguido en los experimentos 1A, 1By 4.
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Experimento 1B: Efecto de la administracion sistémica de D-Penicilamina
sobre la activacion locomotora inducida por la administracion intra-VTAp
de DAMGO

El objetivo de este experimento fue evaluar la especificidad de accién de
la DP. Para ello se analizaron los efectos de la administracién i.p. de DP
(50 mg/kg) sobre los efectos estimulantes locomotores producidos por la
microinyeccion de DAMGO (0.013 nmoles) en VTAp. La dosis se selecciond
en base a la literatura existente (Hirose et al, 2005; Latimer et al, 1987). El
protocolo experimental y la secuencia temporal empleados fueron los
mismos que en el experimento 1A (Figura 4.7). Los grupos experimentales se

presentan en la siguiente tabla:

Pretratamiento Tratamiento
i.p. intra-VTAp
aCSF
DP O
DAMGO
aCSF
DP 50
DAMGO

Tabla 4.2. Grupos en el experimento 1B.
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Experimentos 2, 3 y 4: Estudio de los efectos del acetaldehido y la fraccién
no metabolizada del etanol en la actividad de las neuronas dopaminérgicas:

Evaluacion mediante la conducta motora de la rata

Este conjunto de experimentos se disefié tras observar en el
experimento 1A que, la administracion de dosis elevadas de DP en
conjuncién con etanol (150 nmoles) conducia a una actividad motora
ligeramente inferior a la observada en los animales control (grupo DP 0).
Aunque, como se detallara en el capitulo de resultados, esta tendencia no
fue estadisticamente significativa, si sugeria un posible efecto depresor del
etanol sobre la actividad motora en presencia de elevados niveles del agente
secuestrante. De acuerdo con la literatura, la hipdtesis de trabajo que se
planteé fue que el etanol era capaz de simultaneamente i) reducir,
mediante un mecanismo dependiente del ACD y la formacion de SAL, y
ii) aumentar, a través de un mecanismo no totalmente identificado y
dependiente de la fraccion no metabolizada del etanol, la liberacion de
GABA sobre las neuronas DA del VTA. El resultado neto producido sobre la
conducta dependera del balance entre ambos mecanismos, en funcion de

la dosis de etanol ensayada.

Con el fin de validar la hipétesis establecida, se plantearon una serie de
experimentos que emplearon diferentes estrategias farmacoldgicas con el
objetivo de analizar, por separado, los efectos excitatorios e inhibitorios del

etanol sobre las neuronas DA.

100



Materiales y métodos

Experimento 2: Seleccion de la dosis de etanol a administrar

Dentro de este bloque de experimentos, el primer paso consistié en la
busqueda de la dosis de etanol mas alta que, en nuestras condiciones
experimentales, careciera de efectos significativos sobre la actividad motora
de los animales. Basandonos en datos previos (Sanchez-Catalan et al, 2009) y
en resultados procedentes de ensayos preliminares, se evalué la capacidad de
la dosis de etanol de 35 nmoles para alterar la actividad motora de los
animales tras su administracion intra-VTAp. Para este experimento se
emplearon 10 animales, distribuidos aleatoriamente en dos grupos (n=4/grupo

aCSF y n=6/grupo EtOH 35), segln la siguiente tabla:

Tratamiento

intra-VTAp
aCSF

EtOH 35

Tabla 4.3. Grupos en el experimento 2.
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El protocolo temporal fue el siguiente:

Tratamiento
Cirugia intra-VTAp

Recuperacion Habituacion
3 dias 4-7 dias

Sesion experimental

Figura 4.8. Esquema del protocolo temporal seguido en los experimentos 2 y 6A.

En base a los resultados satisfactorios obtenidos en este experimento, se
decidio utilizar la dosis de 35 nmoles de etanol como dosis de trabajo en los

sucesivos estudios de este bloque experimental (4.1).

102



Materiales y métodos

Experimento 3: Estrategia farmacoldgica disefiada para incrementar los
niveles de acetaldehido en VTAp

De acuerdo a lo planteado en la hipdtesis de trabajo, tras administrar una
dosis de etanol para la cual ambos mecanismos de accidén estuvieran
compensados, el incremento de los niveles de ACD y por tanto en la
formacion de SAL, supondria una alteracion de este balance. Si la activacion
de las neuronas DA del VTAp es dependiente de un mecanismo en el que
esta implicado el primer metabolito del etanol, tras administrar una dosis de
etanol inicialmente neutra (35 nmoles en nuestro caso) sobre la conducta
motora, el aumento del ACD resultaria en una mayor activacion neuronal y

se deberia observar como resultado un incremento de la actividad motora.

En el presente experimento, para incrementar los niveles de ACD se
utilizé la Cl, un potente inhibidor de la ALDH (enzima responsable de la
oxidacion del ACD a acetato) (Koppaka et al, 2012). Este tratamiento ha sido
previamente empleado por distintos grupos para modular la actividad de
esta enzima en roedores (Escarabajal and Aragon 2002b; Sanchis-Segura et
al, 1999a; Tambour et al, 2007). Experimentos previos han demostrado que
la administracion de etanol tras el pretratamiento con este inhibidor,
produce un incremento significativo de los niveles de ACD tanto en sangre
como en dializados cerebrales (Jamal et al, 2003a; 2003d; 2007). En base a la
literatura existente, se ensayod la administracion de 10 mg/kg i.p. de Cl, 60
minutos antes de la microinyeccién de etanol (35 nmoles) o aCSF.
24 animales se distribuyeron de forma aleatoria entre 4 grupos

experimentales (n=6/grupo).
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Los grupos experimentales (Tabla 4.4) y el protocolo experimental

(Figura 4.9) se muestran a continuacion:

Cirugia

Pretratamiento Tratamiento
i.p. intra-VTAp
aCSF
Salino
EtOH 35
aCSF
Cl 10
EtOH 35

Tabla 4.4. Grupos en el experimento 3.

Pretratamiento Tratamiento
i.p. intra-VTAp

Recuperacion
3 dias

Habituacion
4-7 dias

Sesidn experimental

Figura 4.9. Protocolo experimental seguido en el experimento 3.
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Experimento 4: Estrategias farmacoldgicas diseiadas para reducir los
niveles de acetaldehido en VTAp

De forma opuesta a lo planteado en el experimento 3, si tras administrar
una dosis de etanol inactiva desde el punto de vista motor, se reducen los
niveles de ACD presentes en el VTA y la formacidon de SAL, la accién
predominante deberia ser la desencadenada por la fraccion no
metabolizada del etanol. Es decir, las estrategias farmacoldgicas
encaminadas a reducir los niveles de ACD deberian desequilibrar la balanza
de los efectos a favor de los procesos promotores de la liberacion de GABA
sobre las neuronas DA vy, por tanto, deberia prevalecer la inhibicién de estas
neuronas como efecto final. Consecuentemente, desde el punto de vista
conductual deberia observarse una reduccion en la locomocion de los

animales.

Para evaluar esta hipdtesis se plantearon dos estrategias diferentes: la
inactivaciéon del ACD formado mediante su secuestro con DP (4A) y la
inhibicién de la CAT, principal enzima implicada en el metabolismo cerebral

del etanol (4B).
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e Experimento 4A: Efecto de la administracion intra-VTAp de
una dosis baja de etanol sobre la actividad motora de animales
pretratados con D-Penicilamina

Partiendo de los resultados obtenidos en el experimento 1A, se
seleccionaron las condiciones mas adecuadas para optimizar el secuestro de
ACD. Para ello, se analizd la actividad motora de las ratas tras la inyeccion
intra-VTAp de 35 nmoles de etanol (una dosis, aproximadamente 4.3 veces
inferior a la utilizada en el experimento 1A) en animales pretratados con
DP 50 mg/kg i.p. (la mayor dosis ensayada) 30 minutos antes. Se utilizaron
28 animales asignados aleatoriamente a uno de los 4 grupos experimentales

(n=7/grupo) que se muestran en la siguiente tabla:

Pretratamiento Tratamiento
i.p. intra-VTAp
aCSF
Salino
EtOH 35
aCSF
DP 50
EtOH 35

Tabla 4.5. Grupos en el experimento 4A.

El esquema del protocolo experimental puede visualizarse en la Figura 4.7

(experimento 1A).
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e Experimento 4B: Efecto de la administracion intra-VTAp de
una dosis baja de etanol sobre la actividad motora de animales
pretratados con azida sédica

Estudios previos han demostrado que la inhibicion de la CAT es una
estrategia Util para evitar tanto la activacion de las neuronas DA del VTA in
vitro (Melis et al, 2007), como la activacion motora inducida tras la
administracion en SNc de etanol (Arizzi-LaFrance et al, 2006). En este
experimento se utilizé la AZ, cuya capacidad como inhibidor de esta enzima
se ha puesto de manifiesto en diferentes estudios in vitro (DeMaster et al,
1985; Gill et al, 1992; Zimatkin and Lindros 1996; Zimatkin et al, 2006).
Siguiendo protocolos publicados con anterioridad (Arizzi-LaFrance et al,
2006), evaluamos la actividad motora de los animales tras la administracién
i.p. de 7 mg/kg de AZ, 30 minutos antes de la microinyeccidn intra-VTAp de
35 nmoles de etanol (el protocolo temporal puede visualizarse en la Figura
4.7, experimento 1A). Un total de 32 animales, distribuidos aleatoriamente
en 4 grupos, se emplearon en este experimento (n=8/grupo) segun se

muestra en la siguiente tabla:

Pretratamiento Tratamiento
i.p. intra-VTAp
aCSF
Salino
EtOH 35
aCSF
AZ7
EtOH 35

Tabla 4.6. Grupos en el experimento 4B.
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Experimento 5: Anadlisis de la implicacion de los receptores opioides de

tipo u en la activacion motora derivada de la administraciéon de etanol

Si los productos derivados del metabolismo del etanol, el ACD y en
ultimo lugar el SAL, son los responsables de la desinhibicion de las
neuronas DA del VTA al activar los MORs localizados en las neuronas GABA
del VTA, el bloqueo de estos receptores deberia disminuir o suprimir los
efectos excitatorios del etanol sin afectar a los inhibitorios, mediados por la
fraccion no metabolizada. Para comprobarlo, evaluamos la actividad motora
de los animales tratados con 35 nmoles de etanol, pretratados 24 h antes
con el antagonista selectivo de los MORs, B-FNA. En base a estudios previos
(Hipolito et al, 2010; Hipolito et al, 2011; Sanchez-Catalan et al, 2009), se
selecciond la dosis de 2.5 nmoles del antagonista. 32 animales se
distribuyeron aleatoriamente en uno de los 4 grupos experimentales que se

muestran en la siguiente tabla (n=8/grupo):

Pretratamiento Tratamiento
intra-VTAp intra-VTAp
aCSF
aCSF
EtOH 35
aCSF
B-FNA 2.5
EtOH 35

Tabla 4.7. Grupos en el experimento 5.
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Para este experimento se disefid el siguiente protocolo temporal:

Pretratamiento Tratamiento
Cirugia intra-VTAp intra-VTAp
Recuperacion Habituacion
3 dias 4-7 dias

Sesion experimental

Figura 4.10. Protocolo experimental seguido en el experimento 5.
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Experimento 6: Estudio de la participacidon de los receptores GABAA en la

inhibicion de la conducta exploratoria tras la administraciéon de etanol

Estudios de electrofisiologia sugieren que el etanol, a través de los
receptores GABA,, es capaz de incrementar la liberacién de GABA sobre las
neuronas DA del VTA reduciendo su actividad (Theile et al, 2008; 2009;
2011). Segun nuestra hipodtesis, la depresién motora observada tras la
administracidn de etanol (experimento 4) podria ser debida a la accién de la
fraccion no metabolizada del etanol sobre los receptores GABAa. Para

evaluar esta idea se disefiaron dos experimentos:
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Experimento 6A: Estudio de la administracion intra-VTAp de bicuculina
sobre la actividad motora: Seleccion de dosis

El objetivo del presente experimento fue seleccionar la dosis mas alta del
antagonista de los receptores GABA. BIC que, tras su administracion
intra-VTAp, no modificara la actividad basal de los animales. Con este fin,
35 animales se distribuyeron aleatoriamente en uno de los 5 grupos
experimentales (n=7/grupo) y recibieron 0, 8.75, 17.5, 35 o 70 pmoles de BIC
en VTAp (Tabla 4.8). Las dosis fueron seleccionadas en base a estudios previos

(Arnt and Scheel-Kruger 1979; lkemoto 2007).

El esquema del protocolo experimental puede visualizarse en la Figura 4.8

(experimento 2).

Tratamiento

intra-VTAp
0

BIC 8.75

BIC17.5

BIC 35

BIC70

Tabla 4.8. Grupos en el experimento 6A.

En base a los resultados obtenidos, se selecciond la dosis de 17.5 pmoles

para la realizacién del siguiente experimento.
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Experimento 6B: Efectos del bloqueo de los receptores GABA, en la
actividad motora, tras la administracion de una dosis baja de etanol en
diferentes condiciones experimentales

De ser correcta nuestra hipdtesis, el bloqueo de estos receptores:
(i) deberia incrementar la actividad motora en los animales administrados
directamente en VTA con una dosis inactiva de etanol (35 nmoles, en nuestro
caso), en ausencia de intervencion sobre los niveles de ACD, vy (ii) deberia
prevenir la depresion motora originada por la fraccion no metabolizada del
etanol cuando farmacolégicamente se han reducido los niveles de ACD.
64 animales se asignaron aleatoriamente a cada uno de los 8 grupos
experimentales (n=8/grupo) (Tabla 4.9) y recibieron dos pretratamientos
diferentes antes del tratamiento intra-VTAp con aCSF o EtOH 35 nmoles. El
pretratamiento 1 consistié en una administracién i.p. de DP (50 mg/kg) o
salino, 30 minutos antes del tratamiento. En el pretratamiento 2 recibieron
una administracion intra-VTAp de BIC (17.5 pmoles) o aCSF, 5 minutos antes

del tratamiento (Figura 4.11).
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Pretratamiento 1 Pretratamiento 2 Tratamiento
i.p. intra-VTAp intra-VTAp
aCSF
aCSF
EtOH 35
Salino
aCSF
BIC 17.5

EtOH 35

aCSF

aCSF
EtOH 35
DP 50
aCSF
BIC 17.5
EtOH 35
Tabla 4.9. Grupos en el experimento 6B.
Pretratamiento 2
intra-VTAp
Pretratamiento 1 Tratamiento
retra a}mlen o intra-VTAp
Cirugia 1.p. l
Recuperacion Habituacion
3 dias 4-7 dias

Sesion experimental

Figura 4.11. Protocolo experimental seguido en el experimento 6B.
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4.1.5. Validacion histologica

Una vez finalizados los experimentos, se procedio a la confirmacién de la
posicién de la canula de todos los animales empleados en los diferentes
experimentos mediante evaluacidn histoldgica. Los animales se sacrificaron
mediante la administracidon de una sobredosis de pentobarbital sddico. Tras
el sacrificio, se procedio a la extraccién y congelacion de los cerebros a -20°C.
A continuacidn, los cerebros se cortaron en secciones coronales de 40 um de
espesor con la ayuda de un criostato. Estas secciones se recogieron en
portaobjetos gelatinizados y se sometieron a una tincidon con violeta de
cresilo. Tras la tincién de los cortes, se procedio a la validacion histolégica de
la posicién de la canula implantada a través de microscopia dptica y segun el
atlas de Paxinos y Watson (Paxinos and Watson 2007). Los criterios de
aceptacion empleados para considerar que la canula esta alojada en el VTAp
han sido los descritos por lkemoto (lkemoto 2007). Las coordenadas,

referidas todas ellas al punto bregma, fueron:

Antero/Posterior :desde -5.28 hasta -6.84 mm
Lateral :desde +1.9 hasta +2.3 mm

Dorso/Ventral :desde-7.8 hasta -8.3 mm
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4.1.6. Expresion de los resultados y analisis
estadistico

En todos los experimentos, los resultados se expresan como distancia
media recorrida (en cm) a lo largo de los 20 min de la sesion experimental,

junto con su error estandar (EE).

El nivel de significacién seleccionado fue siempre igual o inferior a 0.05.
Todos los analisis estadisticos se han realizado con el programa informatico

SPSS en sus versiones 15.0 y 20.0.

Experimentos 1,3,4y5

El andlisis estadistico de los resultados se abordéd en estos
experimentos mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias siendo
los factores analizados: pretratamiento (dosis de DP (4 niveles) en el
experimento 1A; dosis de DP (2 niveles) en el experimento 1B; salino o Cl en
el experimento 3; salino o DP en el experimento 4A; salino o AZ en el
experimento 4B; aCSF o 3-FNA en el experimento 5) y tratamiento ( aCSF o
EtOH 150 en el experimento 1A; aCSF o DAMGO en el experimento 1B; aCSF
o EtOH 35 en los experimentos 3, 4 y 5). Cuando se detectd una interaccién
significativa, el andlisis estadistico se continué con un analisis de los efectos
simples principales utilizando la correccién de Bonferroni en las

comparaciones multiples.
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Experimento 2

El analisis de los efectos de la administracion intra-VTAp de una dosis
baja de etanol, 35 nmoles, sobre la actividad locomotora se realizé mediante

una t de Student para datos no apareados.
Experimento 6A

Con objeto de analizar los efectos de la administracion intra-VTAp de
diferentes dosis de BIC sobre la actividad locomotora de los animales, se
analizd la distancia total recorrida durante la sesién experimental mediante

una ANOVA de una via seguido de una prueba de Dunnet.

Experimento 6B

El analisis de los resultados de este experimento se realizd6 mediante un
ANOVA de tres vias donde los factores analizados fueron: pretratamiento 1
(salino o DP), pretratamiento 2 (aCSF o BIC) y tratamiento (aCSF o EtOH 35).
Cuando en dicho andlisis se detectd alguna interaccién significativa, se
realizaron las comparaciones correspondientes para contrastar las dos
hipdtesis nulas iniciales (Ho): (Ho-1) la distancia media recorrida por las ratas
tratadas con etanol no difiere entre el grupo pretratado con salino + BIC y el
grupo pretratado con salino + aCSF y, (Ho-2) la distancia media recorrida por
las ratas tratadas con etanol no difiere entre el grupo pretratado con
DP + BIC y el grupo pretratado con DP + aCSF. El rechazo de estas dos

hipdtesis nulas apoyaria nuestra hipdtesis de trabajo.
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El secuestro del acetaldehido como una nueva estrategia
terapéutica para la prevencion de la recaida en el alcoholismo

4.2. EVALUACION DE LA EFICACIA ANTIRECAIDA DE LA
D-PENICILAMINA: MEDIDA DEL FENOMENO ADE EN
EL MODELO DE AUTOADMINISTRACION OPERANTE

En la actualidad, el arsenal terapéutico disponible para la prevencion de
la recaida en el consumo de alcohol es claramente limitado y de eficacia
reducida (European Medicine Agency (EMA) 2010; Leggio et al, 2010; Litten
et al, 2012), existiendo un amplio reconocimiento, tanto por las autoridades
sanitarias como por los clinicos en ejercicio, de la necesidad de desarrollar
nuevas farmacoterapias. Dada la relevancia del ACD en los efectos
neurobioldgicos del etanol, los agentes secuestrantes de dicho metabolito
se postulan como una nueva y prometedora estrategia a investigar. En ese
sentido, estudios recientes de nuestro grupo (Orrico et al, 2013; 2014a)
muestran que la administracion subcutdnea de DP en infusién continua es
capaz de prevenir el ADE tras un periodo de abstinencia en animales con un
largo historial de consumo de etanol, lo que sugiere que esta sustancia
podria ser eficaz en su extrapolacién a la clinica. Continuando con esta linea
de investigacion, en este estudio se ha pretendido confirmar, mediante un
paradigma preclinico alternativo, la eficacia antirecaida de este compuesto,
siguiendo asi las recomendaciones dictadas por investigadores e

instituciones internacionales de reconocido prestigio en el campo de la
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terapéutica del alcoholismo. Con este fin se disenaron los siguientes

experimentos:

. Experimento 1: Evaluacion del fendmeno ADE en los animales.

Il. Experimento 2: Evaluacién de la eficacia antirecaida de la DP tras su

administracion sistémica.

. Experimento 3: Efectos de la DP y la autoadministracion de etanol

en la actividad locomotora.

Iv. Experimento 4: Determinacion de los niveles de etanol en plasma.
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4.2.1. Animales de experimentacion

El animal de experimentacion empleado para la realizacién de este
trabajo ha sido la rata albina macho de raza Wistar (Harlan®, Barcelona,
Espaia). Los animales (n=40) contaban con un peso comprendido entre los

450-550 g en el momento de realizar los experimentos.

Los animales incluidos en este estudio se estabularon en el animalario de
la Universidad Complutense de Madrid, situado en la Facultad de Psicologia,
en grupos de cuatro en cajas de polipropileno (48 x 38 x 21 cm3). Se
mantuvieron en condiciones de humedad (60 %) y temperatura (22 £ 1 °C)
controladas y bajo un ciclo invertido de luz y oscuridad 12-12 horas
(conexion de 20:00 a 8:00 h). El acceso al agua y comida fue ad libitum
excepto durante el periodo de entrenamiento (especificado en el apartado
4.2.3). Todos los procedimientos de trabajo han sido revisados y aprobados
por el Comité Etico de la Facultad de Psicologia de la Universidad
Complutense de Madrid y se han realizado cumpliendo con todas las normas
vigentes sobre experimentacion animal (Directiva 2010/63/UE, transpuesta

en Espafia a través del RD 53/2013).
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4.2.2. Soluciones de trabajo y agente farmacolégico
ensayados

SOLUCIONES DE TRABAJO

Soluciones de etanol

Las diferentes soluciones de etanol utilizadas conteniendo 2, 4, 6, 8 y
10 % de etanol en agua (v/v), se prepararon mediante dilucién de etanol 99%

suministrado por Alcoholes Aroca (Madrid, Espaia).
Soluciones de sacarina

Las distintas soluciones de sacarina de concentraciones: 0.02, 0.04,
0.06, 0.08, 0.1 y 1 % (p/v), se obtuvieron mediante diluciéon de sacarina

sddica, proporcionada por Sigma-Aldrich® (St Louis, MO, USA), en agua.

AGENTE FARMACOLOGICO

El agente secuestrante del ACD, DP, fue suministrado por Sigma-
Aldrich® (St Louis, MO, USA). Para su administracion i.p., se disolvid

convenientemente en salino fisioldgico en funcién de la dosis deseada.
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4.2.3. Procedimientos experimentales

Autoadministracion operante de etanol

Material empleado

Tanto la fase de entrenamiento como la fase experimental se realizaron
en camaras operantes modulares (cajas de condicionamiento operante)
localizadas en cubiculos que atenuan del sonido (Letica, LE modelo 850;
Panlab, Barcelona, Espafia y Med Associates Inc., St. Albans, VT, EE.UU.),
intentando evitar la asociacién de sefiales visuales o auditivas con la presion
de la palanca. Los ventiladores se inactivaron ya que aumentan la tasa de
evaporacién del etanol. Las cajas contaban con un reservorio de bebida,
posicionado a 4 cm del suelo en el centro del panel frontal, y con dos
palancas retractiles, situadas a 7 cm del suelo, a la derecha e izquierda del
receptaculo de bebida (Figura 4.12). Las palancas fueron contrabalanceadas
en su funcionamiento para responder como palanca inactiva (no libera
liqguido), o como palanca activa (liberando tras su accionamiento 0.1 ml de
liquido en el receptaculo). El contenido del reservorio permanecié accesible
para el animal hasta la siguiente presion efectiva de la palanca, para la cual
debian transcurrir al menos 2.5 segundos. Las posiciones de las palancas
activa e inactiva se mantuvieron constantes para cada animal durante la fase
de entrenamiento y la experimental. Las respuestas en ambas palancas se
registraron durante los 30 minutos de cada sesién con la ayuda de un
programa informatico (Universidad Complutense de Madrid) que controlaba

las cajas. El programa registraba, de forma acumulativa, el nimero de
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respuestas por minuto hasta el final de la sesién experimental. Todas las
sesiones de autoadministracién se realizaron bajo un procedimiento de

razon fija 1 (FR 1), segun se explica a continuacion.

Figura 4.12. Imagen del interior de la caja de condicionamiento operante empleada.

La habitacidon donde estaban situadas las cajas de condicionamiento se
ilumind Unicamente con luz roja, manteniendo asi el ciclo de oscuridad de los

animales.

Entrenamiento de los animales

El aprendizaje de la tarea de autoadministracion del etanol, se consiguié
mediante el empleo de un protocolo de entrenamiento que se basaba en el
uso de sacarina inicialmente y soluciones alcohdlicas con sacarina en fases

posteriores.
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El protocolo se inicié con un periodo de privacién de agua durante 11
horas (de 2 a 4 dias consecutivos dependiendo del grado de aprendizaje del
animal) y la introduccidn de los animales en la caja de condicionamiento
operante, donde la presion de la palanca activa suponia la liberacion de
0.1 ml de una soluciéon de sacarina al 1 % (p/v), siguiendo un programa de
refuerzo FR 1. Tras estos 2-4 dias iniciales, los animales dispusieron de agua
ad libitum en sus cajas de estabulacidon y continuaron con las sesiones de
aprendizaje hasta que la totalidad de los animales alcanzoé un tasa estable de

respuestas (lo que se consiguid tras 18-20 dias de entrenamiento).

Tras esta fase inicial de aprendizaje de la tarea de palanqueo, las ratas se
entrenaron para la autoadministracion oral de etanol utilizando una
modificacién del método propuesto por Samson vy colaboradores

(Samson et al, 1999), segln la siguiente secuencia:

Solucion empleada Numero de sesiones
0.1 % sacarinay 2 % etanol 3
0.08 % sacarina y 4 % etanol 3
0.06 % sacarina y 6 % etanol 4
0.04 % sacarina y 8 % etanol 4
0.02 % sacarinay 10 % etanol 4
10 % etanol 46

Transcurridas las 64 sesiones de consumo de etanol, se observé una tasa

de respuesta estable en los animales.
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Analisis de la actividad motora

Con el fin de habituar a los animales, tanto al ambiente como al equipo
donde se realizaria el ensayo, el dia previo y tras finalizar la sesién de
autoadministracion, los animales se trasladaron a la habitacion donde se
realizaria el ensayo, iluminada con luz roja para mantener el ciclo de
oscuridad. Alli los animales permanecieron 20 minutos en cajas individuales
(habituacién al ambiente) y 10 minutos dentro del actimetro. El dia del
ensayo, los animales se sacaron de las cajas de condicionamiento operante y
se trasladaron en jaulas individuales a la habitacion donde se realizo,
inmediatamente, el ensayo de actividad motora. La actividad motora se
evalud en un actimetro constituido por 6 cajas rectangulares, de
40 x 35 x 35 cm3, que contaban con 8 fotocélulas cada una dispuestas en dos
filas (a 4 y 8 cm del suelo). Este sistema estaba conectado con un software
(Universidad Complutense de Madrid) que registraba, de forma acumulativa
en fracciones de 5 minutos, las veces que el animal atravesaba los haces
infrarrojos, aportando informacién de la actividad en el eje horizontal, eje
vertical (plantadas) y la actividad total (suma de la actividad en ambos

planos).
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Determinacion de los niveles plasmaticos de etanol

Finalizada la sesién de autoadministracidon, los animales se sacrificaron
mediante decapitacidn. Se recogieron 2 ml de sangre del tronco en tubos
que contenian EDTA tri-potasico (KsEDTA 7.2 mg) como anticoagulante
(VACUTEST® KIMA s.r.l., Arzergrande, ltalia) y se centrifugd a 1500x g
durante 15 minutos en una centrifuga refrigerada. A continuacién, se recogio
el plasma y se almacend a -80°C hasta el momento del andlisis. La
determinacion de los niveles de etanol se realizé en placas de 96 pocillos
mediante el kit comercial EnzyChrom ™ Ethanol Assay (ECET-100) (Bioassay
Systems, Hayward, CA, USA), de acuerdo al protocolo especificado por el
fabricante. El andlisis se basa en la reaccidon de oxidacién del etanol a ACD,
catalizada por la enzima ADH. En esta reaccién se genera NADH al cual se le
acopla el cromégeno Formazan (MMT). La intensidad del color generada,
determinada por espectrofotometria a 565 nm, es proporcional a la

concentracién (mg/dl) de etanol en la muestra.

ADH

Etanol (C;HsOH) + NAD* _>E Acetaldehido (CHsCHO) + NADH + H*
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4.2.4. Planteamiento y disefio experimental

Experimento 1: Evaluacidn del fendémeno ADE en los animales

El paso previo a la evaluacion de la eficacia antirecaida del tratamiento a
ensayo (DP), fue comprobar la aparicién de la recaida y del fendmeno ADE en
nuestras condiciones experimentales. El ensayo se inicid transcurridos 64
dias desde el inicio del entrenamiento con alcohol, cuando los 40 animales
habian alcanzado una tasa de respuesta estable para la palanca activa. Los
datos obtenidos a partir de los ultimos 5 dias de consumo de etanol 10 %
(del dia 60 al 64) sirvieron para el calculo del consumo basal, que pasard a
denominarse Basal 1 de aqui en adelante. El protocolo seguido a
continuacién (con la denominacién dada a las fases correspondientes) fue el

siguiente:

e Abstinencia 1: durante un periodo de 7 dias (dias 65 a 71) la
autoadministracién fue suspendida y con ello el acceso al etanol.
Los animales permanecieron en sus jaulas de estabulacidon con

acceso a comida y agua ad libitum.

e Reintroduccion 1: tras la privacién impuesta en la Abstinencia 1,
todos los animales fueron introducidos de nuevo en las cajas de
condicionamiento operante con el fin de registrar las respuestas

de ambas palancas durante los 30 minutos de cada sesion. Los
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datos procedentes de los primeros 5 dias post-reintroduccién
(dias 72 a 76) sirvieron para estudiar la aparicion del fendmeno

ADE en los animales.

Experimento 1: Expresion del fenomeno ADE

dia 60 64 65 7172 76

Basal Abstinencia 1
1

5 dias 7 dias 5 dias

Figura 4.13. Esquema del protocolo temporal seguido en el experimento 1.
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Experimento 2: Evaluacion de la eficacia antirecaida de la DP tras su

administracion sistémica

Una vez confirmada la manifestacion del fendmeno ADE en nuestras
condiciones experimentales, se estudio la eficacia de la DP para prevenir
dicho fenémeno después de un segundo ciclo de abstinencia/reintroduccion.
Tras la Reintroducciéon 1, los 40 animales siguieron con las sesiones
habituales de autoadministracion de etanol, en sesiones de 30 minutos,
durante 21 dias, de forma que la tasa de respuesta para el etanol volvié a
estabilizarse. Normalizadas las respuestas, se pasé a definir el Basal 2 (dias
98 a 102). En este caso, y a diferencia del Basal 1, durante los 5 dias que
permitieron definir el nuevo consumo basal de etanol, los animales
recibieron la administracidn i.p. de salino 30 minutos antes de iniciar cada
sesion de autoadministracion, con el fin de tener las mismas condiciones
experimentales durante el periodo basal y la reintroduccion. Tras definir el

Basal 2, el protocolo continud de la siguiente forma:

e Abstinencia 2: se instaurd un nuevo periodo sin acceso al etanol
durante 7 dias, donde los animales permanecieron en sus jaulas
de estabulacién con acceso libre a comida y agua. En los 3
ultimos dias de este periodo de abstinencia (dias 107 a 109),

todos los animales recibieron una inyeccidn i.p. de salino diaria.

128



Materiales y métodos

Reintroduccidén 2: los 40 animales empleados llegaron a esta fase
distribuidos en 4 grupos experimentales, de forma que
presentaran un numero similar de respuestas durante el periodo
Basal 2. Los animales recibieron una administracién diaria de DP 0
(es decir, salino), 6.25, 12.5 o 25 mg/kg i.p. (n=10/grupo), 30
minutos antes del inicio de la sesién de autoadministracion,
durante 5 dias consecutivos. El nimero de respuestas registradas
durante los 30 minutos/sesidn de estos 5 dias post-reintroduccion
se utilizd para estudiar el efecto de la DP en la prevencion de la

recaida, evaluada a través del ADE.

Experimento 2: Eficacia antirecaida de la DP

dia 77 /’/’ 97 98 102 103 109110 114
Estabilizacion de las respuestas Basal Abstinencia 2 Reintroduccion
2 2
7 f
21 dias 123451123456 7112345
N N OMROROM M ORON)
H==— [—
SALINO SALINO  DP 0,6.25,12.5y 25 mg/kg

Figura 4.14. Esquema del protocolo temporal seguido en el experimento 2.
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Tratamiento Autoadministracion
i.p. de etanol

Sesion experimental

Figura 4.15. Protocolo experimental seguido en el experimento 2 los 5 dias
post-Reintroduccion 2.

Tanto las dosis como el protocolo temporal fueron seleccionadas de
acuerdo con estudios publicados previamente (Font et al, 2005) y los

resultados obtenidos en el experimento 1A del apartado anterior.
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Experimento 3: Efectos de la DP y la autoadministracion de etanol en la

actividad locomotora

Con el fin de descartar la posibilidad de que la reduccién en el nimero de
respuestas observada en el grupo tratado con la dosis mds elevada de DP
ensayada (25 mg/kg) pudiera deberse a una afectacién de la actividad
motora, se analizé la actividad exploratoria de los animales tratados con
salino (DP 0) y DP 25 mg/kg (n= 10/grupo). Asi, tras la finalizacién de la
quinta sesion de autoadministracion en la Reintroduccion 2, se estudié la
actividad motora horizontal, vertical (plantadas) y total en los 20 animales
incluidos en el estudio, durante los 20 minutos inmediatamente posteriores

al ensayo de autoadministracién.

Tratamiento Autoadministracion de
i.p. etanol Actimetro

|

Sesion experimental

Figura 4.16. Protocolo experimental seguido en el experimento 3 el dia 5
post-Reintroduccion 2.
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Experimento 4: Determinacidn de los niveles de etanol en plasma

Esta determinacion analitica se planted con el objetivo de validar, en
nuestras condiciones experimentales, la correlacion entre las respuestas
ejecutadas por el animal y los niveles de etanol presentes en plasma. Para
ello, finalizados los experimentos y durante el dia 6 post-Reintroduccion 2,
se procedid de la misma forma que los dias previos. Brevemente, se le
administré a cada animal el tratamiento correspondiente, dependiendo del
grupo experimental (DP 0, 6.25, 12.5 o 25), y transcurridos 30 minutos
fueron introducidos en la caja de condicionamiento operante para ejecutar la
tarea de autoadministracion de etanol. Finalizados los 30 minutos de la
sesion experimental, los animales se sacrificaron mediante decapitacién, se
recogioé la sangre del tronco (2 ml) para obtener el plasma que se almacend a
-80°C hasta su posterior andlisis. Mediante el kit comercial EnzyChrom ™
Ethanol Assay (ECET-100) (Bioassay Systems, Hayward, CA, USA), segun el
protocolo descrito en el apartado anterior, se determinaron los niveles

plasmaticos de etanol (mg/dl) en los 40 animales del estudio.
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A continuacion se muestra el esquema global del protocolo seguido en

los distintos experimentos detallados en este apartado.

Experimento 3

Experimento 1 Experimento 2 Xperimento 4

64 65 2172 2677 / L

ir -
Abstinencia 1 Estabilizacion de las respuestas Basal
2
7 dias 5 dias 21 dias 12345l1234a56701234 56
AL AP AL
[H—=— H=— [Hem—
SALINO SALINO  DP0,6.25,12.5y 25 mglkg

Figura 4.17. Esquema del protocolo temporal seguido en los experimentos del apartado 4.2
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4.2.5. Expresion de los resultados y analisis
estadistico

Todos los analisis estadisticos se han realizado con el programa
informatico SPSS en sus versiones 20.0 y 22.0. El nivel de significacion

seleccionado fue siempre igual o inferior a 0.05.

Experimento 1

Los resultados se han expresado como la media del nimero de
respuestas, de la palanca activa e inactiva, acompafiado de su EE durante los
30 minutos de la sesidn experimental, a lo largo de los 10 dias (Basal 1 +
Reintroduccion 1) del experimento. Ademas, para facilitar la visualizacion de
los resultados, también se han agrupado las respuestas, (por separado para
las palancas activa e inactiva) de los 5 dias del periodo Basal 1y de los 5 dias
post-Reintroduccidn 1, expresandolas como respuesta media a lo largo de los
5 dias de cada periodo con su EE. En ambos casos se han considerado

conjuntamente el total de los animales (n=40).

El andlisis estadistico de los resultados se abordé mediante un ANOVA de
una via con medidas repetidas, siendo el factor analizado el tiempo (10 dias).
En el caso de las respuestas agrupadas, el andlisis se realiz6 mediante una

t de Student para datos apareados.
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Experimento 2

En este experimento los datos se han expresado tal y como se ha descrito
en el apartado anterior, aunque en este caso, se han mostrado los resultados
correspondientes a cada grupo experimental (n=10/grupo, 4 grupos)

obtenidos en las fases Basal 2 y Reintroduccion 2.

Respecto al andlisis estadistico, aunque inicialmente se analizé el efecto
de la DP en la expresién del fendmeno ADE mediante un ANOVA mixto de
dos vias, las matrices de covarianza de la variable dependiente (niUmero de
respuestas) fueron diferentes entre los grupos (Box—Pierce test; p<0.0001),
por lo que los resultados se analizaron, como en el apartado anterior, usando
un ANOVA de una via con medidas repetidas por cada grupo experimental.
Ante el incumplimiento del supuesto de esfericidad, el ANOVA de medidas
repetidas se corrigié de acuerdo a la aproximacién de Huynh-Feldt (Keselman
et al, 1980). Las respuestas agrupadas, tanto en el 1¥ como en el 22 ADE se

analizaron mediante una t de Student para datos apareados.
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Experimento 3

Los resultados de la actividad motora horizontal, vertical (plantadas) y
total, se han expresado como el promedio del nimero de veces que los
animales, en los dos grupos experimentales analizados (DP 0, n=10 y DP 25,
n=10), cortaban los haces de luz infrarroja durante los 20 minutos del ensayo
acompainado de su EE. En todos los casos la comparacidon de la actividad
entre ambos grupos se realizd mediante una t de Student para datos no

apareados.

Experimento 4

La relacién entre los niveles de etanol en plasma (mg/dl) y el nimero de
respuestas de la palanca activa se ha analizado mediante el coeficiente de

correlacién de Pearson.
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Efectos neuroconductuales del etanol en el sistema
mesocorticolimbico dopaminérgico

5.1. ESTUDIO DE LOS EFECTOS NEUROCONDUCTUALES
DEL ETANOL ADMINISTRADO EN VTA: PAPEL DEL
ACETALDEHIDO Y DE LA FRACCION NO
METABOLIZADA DEL ETANOL

5.1.1. Experimento 1: Efectos del secuestro del
acetaldehido sobre la activacion motora
derivada de la administracion intra-VTAp de
etanol

Experimento 1A: Efecto de la administracion sistémica de D-Penicilamina
sobre la activacion locomotora inducida por la administracién intra-VTAp

de etanol

e Validacion histolégica

Finalizada la evaluacién histolégica de los cerebros de los animales
empleados en este experimento, 4 animales, de los 64 inicialmente incluidos,
fueron desestimados: 1 perteneciente al grupo DP 12.5 + EtOH 150, 1 del
grupo DP 25 + EtOH 150, 1 del grupo DP 50 + aCSF y 1 del grupo DP 50 +
EtOH 150. En la Figura 5.1 se muestra la posicion de las canulas de los

animales finalmente incluidos en el experimento:
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Bregma -5.64 mm

Bregma -5.88 mm

Bregma -6.12 mm

Bregma -6.36 mm

Bregma -6.72 mm

Figura 5.1. Esquemas de las secciones coronales del cerebro de rata en los que se indica,
mediante circulos de diferente color (segtin el grupo experimental), la posicién del extremo
distal de los inyectores en VTAp en los animales del experimento 1A. En el panel A se muestran
los animales tratados con aCSF siendo los grupos experimentales: DP O + aCSF (gris claro),
DP 12.5 + aCSF (azul claro), DP 25 + aCSF ( ) y DP 50 + aCSF (morado claro). En el
panel B se muestran los animales tratados con ETOH segun la siguiente distribucion: DP 0 +
EtOH 150 (gris oscuro), DP 12.5 + EtOH 150 (azul oscuro), DP 25 + EtOH 150 (verde oscuro) y
DP 50 + EtOH 150 (morado oscuro). Los numeros indican la distancia antero-posterior al punto

bregma. Adaptado de Paxinos y Watson (Paxinos and Watson 2007).
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e Analisis de la actividad locomotora

Como era de esperar, en base a los estudios realizados previamente por
nuestro grupo (Sanchez-Catalan et al, 2009), la administracidon de 150 nmoles
de etanol directamente en VTAp incrementé significativamente la actividad
motora de las ratas respecto a lo observado en los animales del grupo
control (Figura 5.2). Sin embargo, cuando los animales fueron pretratados
con el agente secuestrante del ACD por via i.p., el incremento de la actividad
motora fue reducido o completamente suprimido. Como se aprecia en la
Figura 5.2, la accién de la DP sobre la activacién motora inducida por el

etanol parece ser dosis-dependiente.

El analisis estadistico de los resultados, mediante un ANOVA de dos vias,
confirmé la existencia de diferencias significativas para el efecto principal,
dosis de DP [F (3,52)= 4.63; p= 0.006], y para la interaccion [F (3,52)= 5.69;
p= 0.002]. El andlisis de los efectos principales revelé una reduccién
significativa en la actividad motora de los animales pretratados con DP a las
tres dosis ensayadas: DP 12.5 mg/kg (p= 0.035), DP 25 mg/kg (p= 0.001) y
DP 50 mg/kg (p <0.001), respecto a los animales del grupo control
pretratados con salino i.p. (DP 0 en la Figura 5.2). Cabe destacar, que tras el
analisis no se detectaron diferencias significativas entre la actividad
registrada en los animales microinyectados con aCSF para las distintas dosis
de DP ensayadas, lo que sugiere que la administracién de DP no deprime

per se la actividad motora de los animales.

La inspeccién de la Figura 5.2 muestra que, la actividad motora de los

animales pretratados con DP 25 o 50 mg/kg y tratados con EtOH tiende a ser
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inferior que la obtenida en los respectivos grupos tratados con aCSF. Sin
embargo, el analisis estadistico de los datos no detectd diferencias
significativas entre las medias (pretratamiento con DP 25, p= 0.182;

pretratamiento con DP 50, p= 0.201).

Tratamiento intra-VTAp
i aCSF
1400 - B EtOH 150

1600 -

1200 -

1000 4

800 -

600 -

400 -

Distancia recorrida (cm/20 min)

200 -

0 12.5 25
Dosis de DP (mg/kg)

Figura 5.2. Efecto del secuestro del ACD en la actividad locomotora de las ratas tras la
administracion de 150 nmoles de etanol. Los datos se muestran como media + EE y representan
la distancia, expresada en cm, recorrida en 20 minutos tras la administracion intra-VTAp de aCSF
0 150 nmoles de etanol (EtOH 150), en animales que recibieron por via i.p. diferentes dosis de
D-Penicilamina (DP) (0, 12.5, 25 y 50 mg/kg) 30 minutos antes de la administracion de etanol
(n=7-8/grupo). La almohadilla indica diferencias significativas respecto a los valores obtenidos en
el grupo de animales que recibieron DP 0 + EtOH 150 (# p<0.05; ## p<0.001; ### p<0.0001). El
asterisco indica diferencias significativas respecto a su respectivo grupo aCSF (*p<0.01).
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Experimento 1B: Efecto de la administracidon sistémica de D-Penicilamina
sobre la activacion locomotora inducida por la administracién intra-VTAp

de DAMGO

e Validacion histolégica

El andlisis histolégico de los cortes procedentes de los 32 animales
inicialmente incluidos en el experimento obligd a excluir tan solo a 1 animal
perteneciente al grupo DP 50 + DAMGO. Las posiciones de los extremos
distales de los inyectores en los animales finalmente incluidos en el presente

experimento se muestran esquematicamente en la Figura 5.3.

Bregma -5.64 mm
Bregma -5.88 mm

Bregma -6.12 mm

Bregma -6.36 mm

Bregma -6.72 mm

Figura 5.3. Esquemas de las secciones coronales del cerebro de rata en los que se indica,
mediante circulos de diferente color (segtn el grupo experimental), la posicién del extremo
distal de los inyectores en VTAp en los animales del experimento 1B. Los grupos experimentales
son: DP 0 + aCSF (gris claro), DP 0 + DAMGO (magenta), DP 50 + aCSF (gris oscuro) y DP 50 +
DAMGO (magenta oscuro). Los numeros indican la distancia antero-posterior al punto bregma.
Adaptado de Paxinos y Watson (Paxinos and Watson 2007).
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e Analisis de la actividad locomotora

Como puede observarse en la Figura 5.4, la administracion intra-VTAp de
0.013 nmoles de DAMGO incrementd la actividad motora de las ratas en los
dos grupos experimentales estudiados, respecto a la actividad observada en
los animales de sus respectivos grupos control. Ademas, el pretratamiento
con DP i.p. (50 mg/kg) 30 minutos antes de la administracion intra-VTAp de
DAMGO, segln se observa en la figura, no parecid alterar la activacién

motora inducida por este agonista selectivo de los MORs.

El analisis estadistico confirmd estas observaciones. EI ANOVA de dos
vias reveld diferencias estadisticamente significativas solo para el efecto
principal, tratamiento con DAMGO [F (1,26)= 27.521; p <0.001]. El analisis de
los efectos principales, utilizando la correccién de Bonferroni, confirmé el
aumento significativo en la actividad locomotora de las ratas pertenecientes
al grupo DP 0 + DAMGO respecto a la obtenida en los animales del grupo
DP 0 + aCSF [F (1,26)= 16.623; p <0.001], asi como en los animales tratados
con DP 50 + DAMGO respecto a la obtenida en los animales tratados con
DP 50 + aCSF [F (1,26)= 11.354; p= 0.002], corroborando la selectividad de la
accion de la DP sobre la actividad motora inducida por el ACD derivado del

etanol.
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Tratamiento intra-VTAp
i aCSF
1600 - H DAMGO

ek

1400 -

1200 -

1000 -

800 -

600 -

400

Distancia recorrida (cm/20 min)

200 -

0 50
Dosis de DP (mg/kg)

Figura 5.4. Efecto de la administracion de DP sobre la actividad locomotora de las ratas tras la
administracion del agonista de los MORs DAMGO. Distancia recorrida, expresada en cm,
durante los 20 min de la sesion experimental en las ratas pretratadas por via i.p. con salino (DP
0) o D-Penicilamina 50 mg/kg (DP 50), 30 minutos antes de la administracion intra-VTAp de
DAMGO (0.013 nmoles) o aCSF. Los valores se expresan como media * EE (n= 7-8 animales/
grupo). El asterisco indica diferencias significativas respecto al grupo control correspondiente
(* p<0.01; **p <0.001).
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5.1.2. Experimentos 2, 3 y 4: Estudio de los efectos
del acetaldehido y la fraccion no metabolizada
del etanol en la actividad de las neuronas
dopaminérgicas: Evaluacion mediante la
conducta motora de la rata

Experimento 2: Seleccién de la dosis de etanol a administrar

e Validacion histolégica

Tras el andlisis histoldgico de los cortes cerebrales, se verificd que todos
los animales inicialmente incluidos en el estudio (n=10) mostraban un
correcto posicionamiento de la canula en VTAp. La posicién del extremo

distal de los inyectores se muestra esquematicamente en la Figura 5.5.

Bregma -5.64 mm
Bregma -5.88 mm

Bregma -6.12 mm

Bregma -6.36 mm

Figura 5.5. Esquemas de las secciones coronales del cerebro de rata en los que se indica,
mediante circulos de diferente color (segtin el grupo experimental), la posicion del extremo
distal de los inyectores en VTAp en los animales del experimento 2. Los grupos experimentales
son: aCSF (gris) y EtOH 35 ( ). Los numeros indican la distancia antero-posterior al punto
bregma. Adaptado de Paxinos y Watson (Paxinos and Watson 2007).
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e Analisis de la actividad locomotora

A diferencia de lo observado en estudios previos de nuestro grupo
(Sanchez-Catalan et al, 2009) y en el experimento 1A, donde las dosis de 75 y
150 nmoles de etanol inducian una activacion motora en los animales, los
resultados de este experimento muestran que la administracién intra-VTAp
de 35 nmoles de etanol no modificé la actividad basal de los animales. En la
Figura 5.6 puede observarse como la administracién de etanol no alteré la
distancia media recorrida por los animales tratados, respecto a las ratas del
grupo control. El analisis estadistico no detectd diferencias significativas
entre ambos grupos (p= 0.755). Por tanto, seleccionamos la dosis de

35 nmoles de etanol para la realizacién de los experimentos subsecuentes.

1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -

Distancia recorrida (cm/20 min)

200 -

aCSF EtOH 35
Tratamiento intra - VTAp

Figura 5.6. Efecto de una dosis de 35 nmoles de etanol sobre la actividad motora de las ratas.
Los datos de distancia recorrida, expresada en cm, durante los 20 min de la sesion experimental
tras la administracion intra-VTAp de aCSF (n=4) y 35 nmoles de etanol (EtOH 35) (n=6), estdn
representados como media + EE.
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Experimento 3: Estrategia farmacoldgica disefiada para incrementar los
niveles de acetaldehido en VTAp
e Validacidon histolégica

Unicamente un animal perteneciente al grupo Cl 10 + EtOH 35 mostré un
posicionamiento incorrecto de la canula durante el andlisis histoldgico,
consecuentemente fue excluido del andlisis estadistico. En la Figura 5.7 se
muestra la posicién del extremo distal de la canula de los 23 animales

restantes incluidos en el estudio.

Bregma -5.64 mm

Bregma -5.88 mm

Bregma -6.12 mm

Bregma -6.36 mm

Bregma -6.72 mm

Figura 5.7. Esquemas de las secciones coronales del cerebro de rata en los que se indica,
mediante circulos de diferente color (segin el grupo experimental), la posicién del extremo
distal de los inyectores en VTAp en los animales del experimento 3. Los grupos experimentales
son: salino + aCSF (gris claro), salino + EtOH 35 ( ), Cl 10 + aCSF (gris oscuro) y Cl 10 +
EtOH 35 (rojo). Los numeros indican la distancia antero-posterior al punto bregma. Adaptado de
Paxinos y Watson (Paxinos and Watson 2007).
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e Analisis de la actividad locomotora

Si la activacion motora derivada de la administracion intra-VTAp de
etanol depende de la prevalencia de los efectos excitatorios inducidos por el
ACD, sobre los efectos depresores derivados de la fraccién no metabolizada
del etanol; es logico suponer que el incremento en los niveles cerebrales de
ACD, derivado del bloqueo de la enzima ALDH con Cl (Jamal et al, 20033;
2003d; 2007), deberia originar un incremento en la actividad motora de los
animales tratados con 35 nmoles de etanol (una dosis inactiva a nivel de la

conducta motora).

En la Figura 5.8 se muestra como, de conformidad con la hipdtesis
planteada, el pretratamiento con Cl (10 mg/kg) modifica los efectos que la
dosis de 35 nmoles de etanol ejerce sobre la actividad motora en
comparacion con el grupo pretratado con salino, al convertirla en una dosis

estimulante de la actividad motora.

El andlisis estadistico permitié detectar diferencias significativas para el
efecto pretratamiento [F(1,19)= 4.662; p= 0.044] y para la interaccion
pretratamiento x tratamiento [F(1,19)= 4.483; p= 0.048], sin embargo, el
factor tratamiento no fue significativo [F(1,19)= 4.136; p= 0.056]. El posterior
analisis de los efectos principales confirmdé que la actividad motora de los
animales tratados con aCSF no difirid6 entre ambos pretratamientos
(p=0.976), indicando que el pretratamiento con Cl no modifica la actividad
basal de los animales. Ademas, la distancia media recorrida por los animales
pretratados con salino no fue diferente entre ambos tratamientos (p= 0.952),

confirmando que la administracion intra-VTAp de 35 nmoles de etanol no
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modifica la actividad motora de las ratas. Cabe destacar que cuando los
animales fueron pretratados con Cl, la distancia media recorrida por los
animales que recibieron etanol fue superior a la observada en los animales
tratados con aCSF (p= 0.010), sugiriendo la aparicién de una activacion
motora. De forma similar, la actividad de los animales pretratados con Ci
fue superior a la registrada en los animales pretratados con salino cuando

ambos grupos fueron tratados con etanol (p= 0.008).

Pretratamiento i.p.
M Salino
1600 H c1o

1400

1200

1000

800

600

Distancia recorrida (cm/20 min)
8
[=]

200

aCSF EtOH 35
Tratamiento intra - VTAp

Figura 5.8. Efecto de la inhibicion de la enzima ALDH en la actividad locomotora de las ratas
tras la administracién de 35 nmoles de etanol. Los datos de distancia recorrida, expresada en
cm, durante los 20 min de la sesién experimental en las ratas pretratadas i.p. con salino o
cianamida 10 mg/kg (Cl 10), 60 minutos antes de la administracion intra-VTAp de aCSF o 35
nmoles de etanol (EtOH 35), se muestran como media * EE (n= 5-6 animales/ grupo). El asterisco
indica diferencias significativas respecto al grupo pretratado con salino (* p<0.01). La
almohadilla denota diferencias significativas respecto a los animales tratados con aCSF
(# p<0.01).

150



Resultados

Experimento 4: Estrategias farmacoldgicas diseiiadas para reducir los

niveles de acetaldehido en VTAp

Experimento 4A: Efecto de la administracion intra-VTAp de una dosis baja
de etanol sobre la actividad motora de animales pretratados con
D-Penicilamina

e Validacidon histolégica

El andlisis histoldgico de los cortes procedentes de los animales
inicialmente incluidos en el experimento obligd a excluir tan solo 1 animal
perteneciente al grupo DP 50 + EtOH 35. Las posiciones de los extremos
distales de los inyectores en los 27 animales finalmente incluidos en el

presente experimento se muestran esquemdticamente en la Figura 5.9.
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Bregma -5.64 mm

Bregma -5.88 mm

Bregma -6.12 mm

Bregma -6.36 mm

Bregma -6.72 mm

Figura 5.9. Esquemas de las secciones coronales del cerebro de rata en los que se indica,
mediante circulos de diferente color (segtin el grupo experimental), la posicion del extremo
distal de los inyectores en VTAp en los animales del experimento 4A. Los grupos experimentales
son: salino + aCSF (gris claro), salino + EtOH 35 ( ), DP 50 + aCSF (gris oscuro) y
DP 50 + EtOH 35 (naranja). Los numeros indican la distancia antero-posterior al punto bregma.
Adaptado de Paxinos y Watson (Paxinos and Watson 2007).

e Analisis de la actividad locomotora

En la Figura 5.10 puede observarse como el pretratamiento i.p. con DP
50 mg/kg (DP 50), modifica el efecto que una dosis baja de etanol
(35 nmoles) produce sobre la actividad motora de los animales, en
comparacion con el grupo pretratado con salino. Los resultados de este
experimento muestran que, la reducciéon en los niveles de ACD en VTAp
mediante el agente secuestrante DP, convierte a la dosis de 35 nmoles de

etanol, inicialmente inefectiva, en una dosis depresora desde el punto de
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vista locomotor. De acuerdo con la hipétesis planteada, la reduccién de los
niveles de ACD permite reducir los efectos activadores derivados de la

fraccion metabolizada del etanol.

El analisis, mediante un ANOVA de dos vias, mostré diferencias
estadisticamente significativas en la interaccién pretratamiento x
tratamiento  [F(1,22)= 7.526; p= 0.012], sin embargo, ni el factor
pretratamiento ni el factor tratamiento se mostraron significativos
[F(1,22)= 3.725; p= 0.067 y F(1,22)= 2.887; p= 0.103, respectivamente]. El
analisis posterior de los efectos principales confirmd que la distancia media
recorrida por los animales tratados con aCSF no difiere, independientemente
del pretratamiento utilizado (p= 0.468), sugiriendo que el pretratamiento
con DP 50 mg/kg no modifica la actividad basal de los animales. Ademas, la
actividad locomotora de los animales pretratados con salino no difirié entre
el grupo tratado con aCSF y el grupo tratado con etanol (p= 0.556),
confirmando asi que la dosis de 35 nmoles de etanol no alteré la actividad
motora de los animales. No obstante, cuando los animales fueron
pretratados con DP 50, la distancia media recorrida por los animales tratados
intra-VTAp con etanol fue inferior a la recorrida por los animales tratados
con aCSF (p= 0.004), indicando la aparicion de una depresion motora
derivada de la administracion de 35 nmoles de etanol, en condiciones de
secuestro del ACD generado. A su vez, la distancia media recorrida por los
animales pretratados con DP fue inferior a la registrada en los animales
pretratados con salino, cuando ambos grupos fueron tratados con etanol

(p=0.005).
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Pretratamiento i.p.

H Salino
L4 DP 50
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aCSF EtOH 35
Tratamiento intra - VTAp

Figura 5.10. Efecto del secuestro del ACD sobre la actividad locomotora de las ratas tras la
administracion de 35 nmoles de etanol. Los datos de distancia recorrida durante los 20 min de la
sesion experimental en ratas pretratadas i.p. con salino o D-Penicilamina 50 mg/kg (DP 50),
30 minutos antes de la administracion intra-VTAp de aCSF o 35 nmoles de etanol (EtOH 35), se
muestran como media + EE (n= 6-7 animales/ grupo). El asterisco indica diferencias significativas
respecto al grupo pretratado con salino (* p<0.01). La almohadilla denota diferencias
significativas respecto a los animales tratados con aCSF (# p<0.01).
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Experimento 4B: Efecto de la administracion intra-VTAp de una dosis baja
de etanol sobre la actividad motora de animales pretratados con
azida sodica

e Validacion histolégica

Finalizada la evaluacién histolégica de los cerebros de los animales
empleados en este experimento, 3 animales fueron desestimados:
1 perteneciente al grupo salino + aCSF, 1 del grupo salino + EtOH 35 y 1 del
grupo AZ 7 + aCSF. En la Figura 5.11 se muestra la posicidn de la cdnula de

los 29 animales finalmente incluidos en el experimento:

Bregma -5.64 mm

Bregma -5.88 mm

Bregma -6.12 mm

Bregma -6.36 mm

Bregma -6.72 mm

Figura 5.11. Esquemas de las secciones coronales del cerebro de rata en los que se indica,
mediante circulos de diferente color (segin el grupo experimental), la posicién del extremo
distal de los inyectores en VTAp en los animales del experimento 4B. Los grupos experimentales
son: salino + aCSF (gris claro), salino + EtOH 35 ( ), AZ 7 + aCSF (gris oscuro) y AZ 7 +
EtOH 35 (verde oscuro). Los numeros indican la distancia antero-posterior al punto bregma.
Adaptado de Paxinos y Watson (Paxinos and Watson 2007).
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e Analisis de la actividad locomotora

Si nuestra hipétesis de la accion dual del etanol es correcta, el
pretratamiento de los animales con AZ deberia producir una reduccion en la
actividad motora de las ratas, de forma similar a lo observado en el

experimento 4A.

En la Figura 5.12 puede observarse como el efecto del etanol (35 nmoles)
sobre la actividad motora de los animales difiere en funcidn del
pretratamiento realizado (AZ 7 mg/kg (AZ 7) o salino). La administracion
previa del inhibidor de la CAT conduce a una disminucién de la actividad
motora en los animales tratados con 35 nmoles de etanol, respecto a los

pretratados con salino.

El andlisis estadistico mostrd diferencias significativas tanto para la
interaccion pretratamiento x tratamiento [F(1,25)= 4.253; p= 0.05] como
para el factor pretratamiento [F(1,25)= 4.740; p= 0.039], sin embargo el
ANOVA de dos via no mostré significacion para el factor tratamiento
[F(1,25)= 0.639; p= 0.432]. La prueba de Bonferroni confirmd que la distancia
media recorrida por los animales tratados con aCSF no difiere entre ambos
pretratamientos (p= 0.937), indicando que el pretratamiento con AZ
(7 mg/kg) no modificé la actividad basal de los animales. Asimismo, la
distancia media recorrida por los animales pretratados con salino no difirid
entre los tratamientos (p= 0.388), confirmando, una vez mds, la ausencia de
efecto de la dosis de 35 nmoles de etanol, administrada intra-VTAp, sobre
la actividad motora de los animales. En cambio, cuando los animales fueron

pretratados con AZ, la actividad motora de las ratas tratadas con etanol fue
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significativamente inferior a la obtenida en las ratas tratadas con aCSF
(p= 0.05), confirmando la aparicion de depresion motora. Ademas, la
distancia media recorrida por los animales pretratados con AZ fue inferior a
la registrada en los animales pretratados con salino, cuando el tratamiento

en ambos grupos fue etanol (p= 0.005).

Pretratamiento i.p.

M Salino
M Az7
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1400 -
1200 -
1000 -
800 -
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*#
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Distancia recorrida (cm/20 min)

200

aCSF EtOH 35
Tratamiento intra - VTAp

Figura 5.12. Efecto de la inhibicion de la CAT en la actividad locomotora de las ratas tras la
administracion de 35 nmoles de etanol. Los datos de distancia recorrida, expresada en cm,
durante los 20 min de la sesion experimental en ratas pretratadas i.p. con salino o azida sddica
7 mg/kg (AZ 7), 30 minutos antes del tratamiento intra-VTAp con aCSF o 35 nmoles de etanol
(EtOH 35), se muestran como media + EE (n= 7-8 animales/ grupo). El asterisco indica diferencias
significativas respecto al grupo pretratado con salino (* p<0.01). La almohadilla denota
diferencias significativas respecto a los animales tratados con aCSF (# p<0.05).

De acuerdo con los datos obtenidos, la reducciéon en la produccién de
ACD en el VTAp derivado del bloqueo de la CAT, convierte la dosis de
35 nmoles de etanol, inicialmente inefectiva, en una dosis depresora de la

actividad motora.
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5.1.3. Experimento 5: Analisis de la implicacion de
los receptores opioides de tipo p en la
activacion motora derivada de la
administracion de etanol

e Validacion histoldogica

En la Figura 5.13 se muestra la posicidn de la canula de los 29 animales
finalmente incluidos en el experimento tras la exclusién de 2 animales por el
posicionamiento incorrecto de sus canulas: 1 del grupo B-FNA 2.5 + aCSFy 1

del grupo B-FNA 2.5 + EtOH 35.

Bregma -5.64 mm

Bregma -5.88 mm

Bregma -6.12 mm

Bregma -6.36 mm

Bregma -6.72 mm

Figura 5.13. Esquemas de las secciones coronales del cerebro de rata en los que se indica,
mediante circulos de diferente color (segtin el grupo experimental), la posicion del extremo
distal de los inyectores en VTAp en los animales del experimento 4B. Los grupos experimentales
son: salino + aCSF (gris claro), salino + EtOH 35 ( ), B-FNA 2.5 + aCSF (gris oscuro) y
B-FNA 2.5 + EtOH 35 (verde oscuro). Los numeros indican la distancia antero-posterior al punto
bregma. Adaptado de Paxinos y Watson (Paxinos and Watson 2007).
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e Analisis de la actividad locomotora

En la Figura 5.14 puede observarse la distancia media recorrida por los
animales de cada uno de los grupos experimentales empleados en este
experimento. Como puede apreciarse, los animales pretratados con B-FNA
(2.5 nmoles) y tratados 24 horas mas tarde con 35 nmoles de etanol,
mostraron una reduccion en su actividad motora respecto a la observado en
los otros tres grupos experimentales (aCSF + aCSF, aCSF + EtOH 35,
B-FNA 2.5 + aCSF). El analisis estadistico mostrd la existencia de diferencias
significativas para el factor tratamiento [F(1,25)= 4.594; p= 0.042] y para la
interaccion pretratamiento x tratamiento [F(1,25)= 5.103; p= 0.033], pero no
para el factor pretratamiento [F(1,25)= 1.972; p= 0.173]. El andlisis
estadistico posterior de comparacion multiple, mostré que la distancia media
recorrida por los animales tratados con aCSF no difirid6 entre ambos
pretratamientos (p= 0.542), indicando que el pretratamiento con B-FNA
(2.5 nmoles) no modifico la actividad basal de los animales. Ademas, la
distancia media recorrida por los animales pretratados con aCSF no difirid
entre los tratamientos (p= 0.932), volviendo a confirmar la ausencia de
efecto de la dosis de 35 nmoles de etanol per se, administrada por via
intra-VTAp, sobre la actividad motora de los animales. Sin embargo, cuando
el pretratamiento fue B-FNA, los animales tratados con etanol presentaron
una actividad significativamente inferior a la obtenida en los animales
tratados con aCSF (p= 0.007), e inferior a la registrada en los animales
pretratados con aCSF, cuando el tratamiento en ambos grupos fue el etanol
(p= 0.018), sugiriendo la aparicién de depresion motora en el grupo

B-FNA 2.5 + EtOH 35.
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Pretratamiento intra-VTAp
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Figura 5.14. Efecto del bloqueo de los MORs en la actividad locomotora de las ratas tras la
administracion intra-VTAp de 35 nmoles de etanol. La distancia recorrida, expresada en cm,
durante los 20 min de la sesion experimental por los animales pretratados con aCSF o 2.5 nmoles
de B-FNA (B-FNA 2.5), 24 horas antes de la administracion intra-VTAp de aCSF o 35 nmoles de
etanol (EtOH 35), se muestran como media + EE (n= 6-8 animales/ grupo). El asterisco indica
diferencias significativas respecto al grupo pretratado con aCSF (* p<0.05). La almohadilla
denota diferencias significativas respecto a los animales tratados con aCSF (# p<0.01).

Estos datos ponen de manifiesto que el bloqueo de los MORs con el
antagonista irreversible B-FNA, es capaz de suprimir, de forma eficiente y
selectiva, los efectos excitatorios del etanol sin aparentemente afectar a los

efectos depresores de la fraccion no metabolizada.
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5.1.4. Experimento 6: Estudio de la participacion de
los receptores GABAA en la inhibicion de la
conducta exploratoria tras la administracion
de etanol

Experimento 6A: Estudio de la administracion intra-VTAp de bicuculina

sobre la actividad motora: Seleccion de dosis

e Validacidn histolégica

Finalizado el analisis histolégico, 34 animales mostraron un correcto
posicionamiento de la canula en el VTAp (Figura 5.15) y por tanto, fueron
incluidos en el andlisis de este experimento. Tan solo 1 animal perteneciente
al grupo BIC 70 pmoles fue descartado por el posicionamiento inadecuado

de la canula.
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Figura 5.15. Esquemas de las secciones coronales del cerebro de rata en los que se indica,
mediante circulos de diferente color (segtn el grupo experimental), la posicién del extremo
distal de los inyectores en VTAp en los animales del experimento 6A. Los grupos experimentales
son: BIC 0 (gris), BIC 8.75 {( ), BIC 17.5 (azul claro), BIC 35 (azul) y BIC 70 (azul
oscuro).Los numeros indican la distancia antero-posterior al punto bregma. Adaptado de Paxinos
y Watson (Paxinos and Watson 2007).

e Analisis de la actividad locomotora

Como puede observarse en la Figura 5.16, la administracién intra-VTAp
de BIC modificé, de forma dosis-dependiente, la actividad motora de las
ratas. El analisis estadistico detectd diferencias significativas entre los grupos
analizados [F(4,29)= 7.737; p <0.001]. La prueba de Dunnet evidencié un
incremento significativo de la distancia total recorrida en los grupos
administrados con las dosis de 35 pmoles (p= 0.025) y 70 pmoles (p= 0.006)

de BIC, respecto a la observada en los grupos que recibieron aCSF (0 pmoles).
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No se detectaron diferencias estadisticamente significativas para las dosis de

8.75 pmoles (p=0.796) ni 17.5 pmoles (p= 0.995).
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Figura 5.16. Seleccion de la dosis de bicuculina. Los datos se muestran como media + EE y
representan la distancia recorrida, expresada en ¢cm, en 20 minutos por los animales tras la
administracion intra-VTAp de diferentes dosis de BIC (0, 8.75, 17.5, 35 y 70 pmoles)
(n=6-7/grupo). El asterisco indica diferencias significativas respecto al grupo control tratado con
aCSF (dosis 0 pmoles) (*p<0.05; **p <0.01).

A tenor de los resultados, se selecciond la dosis de 17.5 pmoles de BIC
para realizar el experimento 6B, ya que fue la mayor dosis ensayada que no

altero la actividad basal de los animales.
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Experimento 6B: Efectos del bloqueo de los receptores GABAA en la
actividad motora, tras la administracion de una dosis baja de etanol en

diferentes condiciones experimentales

e Validacidon histolégica

Finalizada la evaluacién histolégica de los cerebros de los animales
empleados en este experimento, 5 animales fueron desestimados: 1
perteneciente al grupo salino + aCSF + aCSF, 1 del grupo salino + BIC 17.5 +
aCSF, 1 del grupo DP 50 + aCSF + EtOH 35, 1 del grupo DP 50 + BIC 17.5 +
aCSF y 1 del grupo DP 50 + BIC 17.5 + EtOH 35. En la Figura 5.17 se muestra
la posicion de la canula de los 59 animales finalmente incluidos en el

experimento.
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Figura 5.17. Esquemas de las secciones coronales del cerebro de rata en los que se indica,
mediante circulos de diferente color (segtn el grupo experimental), la posicién del extremo
distal de los inyectores en VTAp en los animales del experimento 6B. En el panel A se muestran
los animales cuyo pretratamiento 1 fue salino, siendo los grupos experimentales: aCSF + aCSF
(gris claro), aCSF + EtOH 35 (rosa), BIC 17.5 + aCSF ( )y BIC 17.5 + EtOH 35 (azul
claro). En el panel B se muestran los animales cuyo pretratamiento 1 fue DP 50, segin la
siguiente distribucion: aCSF + aCSF (gris oscuro), aCSF + EtOH 35 (rojo), BIC 17.5 + aCSF (verde
oscuro) y BIC 17.5 + EtOH 35 (azul oscuro). Los numeros indican la distancia antero-posterior al
punto bregma. Adaptado de Paxinos y Watson (Paxinos and Watson 2007).

e Analisis de la actividad locomotora

Este experimento se disefid para estudiar si el pretratamiento con BIC
(17.5 pmoles) era capaz de: (i) aumentar la actividad motora de los animales

tratados con una dosis inactiva de etanol (35 nmoles) y (ii) prevenir la
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depresién motora inducida por el etanol cuando el ACD es secuestrado

(DP 50).

En la Figura 5.18 puede observarse la distancia media recorrida por los
diferentes grupos experimentales en funcion de los pretratamientos y
tratamiento recibidos. EI ANOVA de tres vias (2x2x2) reveld diferencias
estadisticamente significativas para el factor pretratamiento 1 (salino/DP 50)
[F(1,51)= 7.331; p= 0.009], pretratamiento 2 (aCSF/BIC 17.5) [F(1,51)= 6.174;
p= 0.016] y para las interacciones pretratamiento 1 x tratamiento
(aCSF/EtOH 35) [F(1,51)= 8.944; p= 0.004] y pretratamiento 2 x tratamiento

[F(1,51)= 8.482; p= 0.005]. El analisis posterior confirmé que:

() la distancia media recorrida por las ratas tratadas con etanol fue
significativamente diferente entre los animales pretratados con
salino + BIC 17.5 y los animales pretratados con salino + aCSF (p= 0.004),
mostrando mayor actividad los animales pretratados con BIC,

(i) la distancia media recorrida por las ratas tratadas con etanol fue
significativamente diferente entre los animales pretratados con
DP 50 + BIC 17.5 y los animales pretratados con DP 50 + aCSF (p= 0.017).
En concreto, los animales pretratados con aCSF en lugar del antagonista
de los receptores GABA,, mostraron una reduccion en la distancia

recorrida,

es decir, las dos hipédtesis nulas planteadas: (Ho.1) la distancia media recorrida
por las ratas tratadas con etanol no difiere entre el grupo pretratado con
salino + BIC y el grupo pretratado con salino + aCSF y, (Ho,) la distancia

media recorrida por las ratas tratadas con etanol no difiere entre el grupo
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pretratado con DP + BIC y el grupo pretratado con DP + aCSF, fueron

rechazadas de acuerdo a la hipdtesis de trabajo planteada.

Pretratamiento 2 intra-VTAp
b acsF
M Bic175
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Figura 5.18. Efecto del bloqueo de los receptores GABA, sobre la actividad locomotora de las
ratas derivada de la administracién de etanol. Los datos se muestran como media + EE y
representan la distancia recorrida, expresada en cm, en 20 minutos por los animales pretratados
con aCSF o 17.5 pmoles de BIC, mediante microinyeccion en el VTAp 5 minutos antes del
tratamiento con etanol (35 nmoles) o aCSF intra-VTAp (n=7-8/grupo). En la grdfica de la
izquierda se representan los resultados obtenidos en los animales pretratados por via i.p. con
salino 30 minutos antes de la administracion de etanol o aCSF, mientras que en la grdfica de la
derecha se muestran los pretratados i.p. con 50 mg/kg de DP. El asterisco en la grdfica de la
izquierda indica diferencias significativas en la distancia recorrida por los animales tratados con
etanol y pretratados con salino + BIC respecto al grupo pretratado con salino + aCSF (**p <0.01).
El asterisco en la grdfica de la derecha indica diferencias significativas en la distancia recorrida
por los animales tratados con etanol y pretratados con DP 50 + BIC respecto al grupo pretratado
con DP 50 + aCSF (*p<0.05).
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Los resultados de este experimento sugieren que el bloqueo de los
receptores GABAA en el VTAp es capaz de suprimir los efectos motores
depresores evocados por el etanol. De ese modo, el antagonista de dichos
receptores (BIC) convierte a la dosis de etanol de 35 nmoles en una dosis
excitatoria de la actividad motora, cuando no se produce ninguna
alteracion sobre los niveles de ACD (es decir, cuando las ratas son
pretratadas con salino). En cambio, cuando se redujeron los niveles de ACD
debido a su secuestro con DP, el pretratamiento con BIC fue capaz de

prevenir la depresién motora inducida por la administracidn de etanol.
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El secuestro del acetaldehido como una nueva estrategia
terapéutica para la prevencion de la recaida en el alcoholismo

5.2. EVALUACION DE LA EFICACIA ANTIRECAIDA DE LA
D-PENICILAMINA: MEDIDA DEL FENOMENO ADE EN
EL MODELO DE AUTOADMINISTRACION OPERANTE

5.2.1. Experimento 1: Evaluacion del fenomeno ADE
en los animales

Como paso previo a la evaluacion, a través del ADE, de la eficacia de la
DP para prevenir las recaidas, se comprobd la aparicion de dicho fendmeno

en nuestras condiciones experimentales.

En la Figura 5.19 se muestra la evolucién temporal de las respuestas,
tanto sobre la palanca activa como la inactiva, durante los 10 dias
(5 de Basal 1 + 5 de Reintroduccién 1) del experimento para el conjunto de
los animales (n=40). Como puede observarse, en la Reintroduccién 1, los
animales mostraron un incremento en las respuestas sobre la palanca
activa por encima de lo observado en el periodo Basal 1. El anilisis
estadistico (ANOVA de una via de medidas repetidas) confirmd la existencia
de un efecto significativo del factor tiempo [F(9,351)= 14.35, p <0.0001] para

las respuestas al etanol, lo cual confirma la aparicidon del fendmeno ADE.
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Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas [F(6,226)= 1.376,

p=0.227] para la palanca inactiva.

PALANCA:
esfiges ACTIVA
e=gmn  |NACTIVA

60 -

BASAL 1

40 -

20 -

Respuestas (30 min/dia)
[

Figura 5.19. Expresion del fenomeno ADE. Los datos se muestran como media + EE y
representan el numero de respuestas sobre las palancas activa e inactiva realizadas en los 30
minutos de cada sesion experimental por los animales incluidos en el experimento (n=40),

durante los 5 dias previos (Basal 1) y los 5 dias posteriores (Reintroduccion 1) a la primera
abstinencia.
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Para una mejor visualizacién de los resultados y de la magnitud del
fendmeno ADE, en la Figura 5.20 pueden observarse los valores promedio de
las respuestas en la palanca activa e inactiva de los 5 dias previos a la fase de
privaciéon del alcohol (Basal 1) y los 5 dias posteriores al periodo de
abstinencia (Reintroduccidon 1). El analisis estadistico reveld diferencias
significativas en las respuestas para la obtencion de la solucion de etanol al
10 % entre el Basal 1 (28.0 + 1.0) y la Reintroduccion 1 (39.5 + 1.4)
(p <0.0001), confirmando asi la recaida en el consumo de etanol medida
como expresion del fenémeno ADE. En contraste, el periodo de privacién no

indujo ninguin cambio significativo en las respuestas sobre la palanca inactiva

(p=0.314).
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Figura 5.20. Expresion del fenomeno ADE. Los datos se muestran como media + EE y
representan el promedio de respuestas de la palanca activa e inactiva realizadas en los 30
minutos de cada sesion experimental, durante los 5 dias del periodo Basal 1 y del periodo de
Reintroduccion 1, por los animales incluidos en el experimento (n=40). El asterisco indica
diferencias significativas respecto a su respectivo periodo basal (***p <0.001).
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5.2.2. Experimento 2: Evaluacion de la eficacia
antirecaida de la DP tras su administracion
sistémica

Tras comprobar la expresion del ADE, el siguiente paso fue confirmar la
eficacia de la DP para prevenir la recaida alcohdlica. A diferencia de los
estudios previamente realizados por nuestro grupo de investigacion, donde
se utilizd el modelo de autoadministracion no operante de etanol en el
paradigma de las 4 botellas (Orrico et al, 2013; 2014a), este ensayo se realizo
en un modelo diferente, la autoadministraciéon operante, y en un laboratorio
diferente, el Departamento de Psicobiologia de la Universidad Complutense

de Madrid.

En la Figura 5.21 se representa, en la parte inferior de cada panel, la
evolucion temporal de las respuestas para ambas palancas, desde el periodo
Basal 2 hasta la Reintroduccion 2, periodo durante el cual se administro el
tratamiento (DP 0, 6.25, 12.5 y 25 mg/kg) 30 minutos antes del inicio de cada
sesion experimental. En la parte superior de cada panel, se muestra el
promedio de las respuestas de la palanca activa en los 5 dias de Basal 2 y
Reintroduccion 2, para cada grupo experimental. El analisis estadistico
realizado reveld diferencias estadisticamente significativas, a lo largo del
tiempo, en las respuestas para etanol del grupo tratado con salino (DP 0),
indicando asi que tras el segundo periodo de abstinencia, los animales que
no recibieron tratamiento también manifestaron el fenémeno ADE
[F(9,81)= 1.996, p= 0.05], (cuando las respuestas fueron agrupadas también

se detectaron diferencias significativas (p <0.001) (Figura 5.21A)). Por contra,
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no se detectaron diferencias significativas para las dosis de 6.25 y 12.5 mg/kg
de DP, ni a lo largo del tiempo [DP 6.25, F(3,29)= 2.078, p= 0.122; DP 12.5,
F(7,64)= 1.585, p= 0.155], ni al agrupar las respuestas (DP 6.25, p= 0.646; DP
12.5, p= 0.904) (Figura 5.21B y 5.21C). Sorprendentemente, el analisis
mostré una reduccion significativa en las respuestas de la palanca activa a lo
largo del tiempo [F(9,81)= 2.731, p=0.009] y al agrupar las respuestas
(p <0.05), en los animales tratados con la dosis mas elevada de DP
(25 mg/kg)(Figura 5.21D). Estos datos indican que la DP fue capaz de

suprimir la aparicion del fenomeno ADE.

Ni la reintroduccion ni el tratamiento indujeron cambios en las
respuestas de la palanca inactiva, ya que no se detectaron diferencias
significativas en ninguno de los grupos experimentales [DP 0, F(9,81)= 0.436,
p= 0.912; DP 6.25, F(4,40)= 1.319, p= 0.278; DP 12.5, F(3,25)= 1.234,
p=0.317; DP 25, F(4,36)= 0.979, p= 0.431] (Figura 5.21,parte inferior de cada

panel).
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Figura 5.21. Efecto de la DP en la prevencion del ADE. Los datos se muestran como media + EE y
representan, en la parte superior de cada panel, el promedio de respuestas de la palanca activa
realizadas en los 30 minutos de cada sesion experimental durante los 5 dias del periodo Basal 2 y
del periodo de Reintroduccidn 2; en la parte inferior se representan las respuestas de la palanca
activa e inactiva realizadas en los 30 minutos de cada sesion experimental por los animales
incluidos en los diferentes grupos experimentales (n=10/grupo). En el panel A se muestran los
datos de los animales tratados con salino (DP 0), en el panel B los animales tratados con
6.25 mg/kg de DP (DP 6.25), en el panel C los tratados con 12.5 mg/kg de DP (DP 12.5) y en el
panel D los tratados con 25 mg/kg de DP (DP 25); en todos los casos se indican los resultados del
andlisis estadistico para la palanca activa. El asterisco indica diferencias significativas respecto a
su respectivo periodo basal (***p <0.001; * p <0.05).
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Para facilitar la visualizacién y el andlisis de la eficacia de la DP para
prevenir la aparicién del ADE, se analizaron las respuestas para la obtencién
del etanol en la Reintroduccion 1y 2 en los mismos grupos de animales. Es
decir, los animales se distribuyeron por grupos en el experimento 1 de la
misma forma que posteriormente se haria en el experimento 2. Como puede
observarse en la Figura 5.22, cuando se compara el promedio de las
respuestas de los 5 dias Basal 1 y Reintroduccion 1, todos los grupos
mostraron un incremento en el nimero de respuestas activas tras la
reexposicion al alcohol, respecto a sus respectivos periodos basales,
manifestando asi la aparicion del ADE (Figura 5.22A) . Sin embargo, tras la
segunda abstinencia, solo los animales tratados con salino (DP 0)
mostraron un incremento en las respuestas activas respecto al
correspondiente periodo basal. Es decir, el tratamiento con DP bloqueé la

aparicion del fenémeno ADE (Figura 5.22B).

Confirmando estas observaciones, el andlisis estadistico mostré
diferencias significativas en las respuestas a etanol en todos los grupos
durante la Reintroduccion 1, cuando no se habia administrado ningun
tratamiento (DP 0, p <0.0001; DP 6.25, p <0.0001; DP 12.5, p <0.001 vy
DP 25, p <0.01) (Figura 5.22A). No obstante, tras la Abstinencia 2, solo el
grupo tratado con salino (DP 0) incremento significativamente las respuestas
de la palanca activa durante la Reintroduccion 2 (de 24.3 £ 2.1 a 33.3 + 3.3),
indicando la aparicion del ADE (p <0.001). En los grupos tratados con 6.25 y
12.5 mg/kg de DP, no se detectaron diferencias significativas entre el periodo
Basal 2 (26.2 + 2.7 y 25.0 + 1.8, respectivamente) y la Reintroducciéon 2

(27.1 + 3.1y 24.8 + 1.5, respectivamente), sugiriendo que no se manifesto el
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fendbmeno ADE (DP 6.25, p= 0.646 y DP 12.5, p= 0.904). En los animales
tratados con la dosis de 25 mg/kg durante la Reintroduccidn 2, las respuestas
a etanol se redujeron de forma significativa respecto a su valor basal

(de 26.3+2.0a21.8 +1.5) (p <0.05) (Figura 5.22B).
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Figura 5.22. Efecto de la DP en la prevencion del ADE. Los datos se muestran como media + EE y
representan el promedio de respuestas a etanol (palanca activa) realizadas en los 30 minutos de
cada sesion experimental durante los 5 dias del periodo basal y del periodo de reintroduccion,
para los mismos grupos de animales en el experimento 1y 2 (n=10/grupo). En el panel A se
muestran los datos del periodo Basal 1y Reintroduccién 1, cuando los animales se agruparon del
mismo modo que en el experimento 2, aunque no se les administré ningun tratamiento. El
asterisco indica diferencias significativas respecto a su respectivo periodo basal (***p <0.001;
**p <0.01). En el panel B se muestran los datos del periodo Basal 2 y la Reintroduccion 2, en la
cual se administrd salino o DP (6.25, 12.5, 25 mg/kg) 30 minutos antes del inicio de cada sesién
experimental. El asterisco indica diferencias significativas respecto a su respectivo periodo basal
(***p <0.001; *p <0.05).
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La comparacion de las respuestas promedio sobre la palanca inactiva en
los 5 dias del periodo Basal 2 y de la Reintroducciéon 2, no mostré
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los grupos
experimentales (DP 0, p= 0.737; DP 6.25, p= 0.104; DP 12.5, p= 0.298 y DP
25, p=0.434) (Figura 5.23).
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Figura 5.23. Efecto de la reintroduccion y el tratamiento con DP en las respuestas de la palanca
inactiva. Los datos se muestran como media + EE y representan el promedio de respuestas a
etanol realizadas en los 30 minutos de cada sesion experimental durante los 5 dias del periodo
Basal 2 y del periodo de Reintroduccion 2, por los animales incluidos en el experimento
(n=10/grupo).
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5.2.3. Experimento 3: Efectos de la DP y Ia
autoadministracion de etanol en la actividad
locomotora

Para descartar que los resultados obtenidos en el experimento 2 fueran
debidos a una depresion motora inducida por la DP, se analizé la actividad
locomotora de los animales tratados con la dosis mas alta de DP empleada

en el experimento 2 (25 mg/kg).

La inspeccion de la Figura 5.24 revela que el tratamiento (DP 25) no
alterd la actividad de los animales en comparacion al grupo control (DP 0)
tratado con salino. El analisis estadistico confirmé que el tratamiento no
modificéd la actividad horizontal (p= 0.781) (Figura 5.24A), el numero de
veces que el animal se levantd sobre las patas traseras (plantadas) (p=0.938)
(Figura 5.24B), ni la actividad total (p= 0.934) (Figura 5.24C) de las ratas
respecto al grupo control. Por tanto, la disminucién de las respuestas al
etanol observada en el experimento 2 no puede atribuirse a una depresion

motora derivada del tratamiento.
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Figura 5.24. Efecto de la autoadministracion de etanol y el tratamiento con DP sobre la
actividad motora de las ratas. Los datos se muestran como media * EE y representan el
promedio del numero de haces infrarrojos atravesados, en los 20 minutos del ensayo, por los
animales tratados 30 minutos antes del inicio de la sesion de autoadministracion con
salino (DP 0) o 25 mg/kg de DP (DP 25) (n=10/grupo). En el panel A se muestran los datos de la
actividad horizontal, en el panel B los datos referentes a las plantadas y en panel C la actividad
total (sumatorio de la actividad horizontal y las plantadas) de los animales.
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5.2.4. Experimento 4: Determinacion de los niveles
de etanol en plasma

Como validacion interna, se analizd la correlacidon entre las respuestas
ejecutadas por el animal y los niveles de etanol presentes en plasma
(Figura 5.25). El anadlisis reveld la existencia de una correlacidon lineal
significativa entre ambos pardmetros (Pearson r= 0.534; p <0.001),

sugiriendo que el etanol liberado en el receptaculo era consumido.
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Figura 5.25. Correlacion entre las respuestas de la palanca activa y los niveles de etanol en
plasma. Los datos muestran las respuestas realizadas por cada animal, previamente tratado
(DP 0,6.25, 12.5 o 25), durante los 30 minutos de la sesion de autoadministracion el dia 6
post-Reintroduccion 2 y los niveles de etanol (mg/dl) en plasma determinados tras esa sesién de
autoadministracion (n=40).
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Discussion

Globally, the results presented in this Thesis highlight the involvement of
both, the brain-generated metabolites and the non-biotransformed fraction
of ethanol in the neurobiological effects of this drug. On the one hand,
compounds generated from ethanol in the brain, acetaldehyde (ACD) and/or
its derivative salsolinol (SAL), seem to be the key elements for triggering the
excitation of the ventral tegmental area (VTA) dopaminergic neurons
(DA neurons) after intra-posterior VTA (pVTA) ethanol administration. On the
other hand, ethanol is also able to reduce simultaneously the activity of
these neurons through a mechanism dependent on the ethanol
non-metabolized fraction. Hence, the behavioural result observed after
intra-pVTA administration of ethanol will depend on which of the two
mechanisms predominate after administration of the drug, i.e. finally it will

depend on the administered dose.

Furthermore, assuming the crucial role of ethanol metabolites in the
reinforcing properties of this drug, the preclinical results reported in this
Thesis give additional support to our previous data showing that
D-Penicillamine (DP), an ACD scavenging agent, could be a promising drug for

preventing ethanol relapse.
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Neurobehavioural effects of ethanol in the mesolimbic
dopamine system

6.1. INVOLVEMENT OF THE BRAIN-GENERATED
ACETALDEHYDE IN THE BEHAVIOURAL ACTIVATING
EFFECTS EVOKED BY ETHANOL

The participation of ACD in the reinforcing properties and behavioural
consequences of ethanol has been a matter of debate for years (Correa et al,
2012; Deehan et al, 2013c; Israel et al, 2015; Neuroactive metabolites of
ethanol 2014). Given that ACD levels within the periphery are associated
with aversive effects (i.e. flushing, headaches, increased heart rate, etc.)
(Chao 1995; Hald and Jacobsen 1948), one of the main issues addressed in
the past was if ACD could reach the brain after ethanol administration. In this
sense, a common recurrent question has been the following: could ACD cross
the blood-brain barrier? If not, could ACD be generated in the brain?
Although results reporting detection of ACD in the brain after ethanol
administration are controversial (Eriksson and Sippel 1977; Jamal et al, 2007,
Peana et al, 2010a; Sippel 1974), the finding that ethanol can be directly
metabolized in the brain, mainly by catalase (CAT) and cytochrome P-4502E1
(CYP2E1) (Aragon et al, 1992; Cohen et al, 1980; Gill et al, 1992; Zimatkin et
al, 2006), answered the first prerequisite to further explore the role of this

metabolite in the ethanol effects.
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In this way, the role of the ethanol-derived ACD in the activating effects
evoked by ethanol was studied in experiment 1. Results of experiment 1A
showed that ethanol, intra-pVTA administered, induced a significant
increase in the locomotor activity of rats (Figure 5.2). Previous reported
studies have demonstrated that ethanol effects on the locomotor activity of
rats depend highly on the route of administration employed. The majority of
the studies has shown a decrease in the locomotor activity of rats after
systemic administration of ethanol (Chuck et al, 2006; Correa et al, 2003a;
Duncan and Cook 1981; Frye and Breese 1981; Masur et al, 1986), with only
some exceptions reported in studies employing ethanol-preferred line rats
(Colombo et al, 1998; Paivarinta and Korpi 1993; Rodd et al, 2004a). On the
contrary, when ethanol is intracerebrally administered, a dose-dependent
increase in the motor activity of rats is observed (Arizzi-LaFrance et al, 2006;
Correa et al, 2003b; Sanchez-Catalan et al, 2009). In relation to the latter
issue, it is well known that the mesolimbic dopamine system (MCLD system)
is implicated in the rewarding properties of both natural and artificial
rewards, including ethanol (lkemoto and Bonci 2014; Koob et al, 1998; Weiss
et al, 1993; Wise and Bozarth 1987). Hence, the activation of DA neurons
located in VTA subsequent to the drug administration, is an essential step in
the reward signalling. This activation has been positively correlated with
heightened motor activity, considering this phenomenon as a behavioural
index that reflects quite accurately the state of activation of VTA DA
neurons (Cornish and Kalivas 2001; Devine and Wise 1994; Gatto et al, 1994;
Ikemoto 2007; Pankseep 1998; Phillips and Shen 1996; Vezina 1993; Wise
and Bozarth 1987). Consequently, authors have widely used the modulation

of locomotor behaviour as a measure of the ethanol effects on DA neurons
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activity (Arizzi-LaFrance et al, 2006; Correa et al, 2003a; 2003b; Sanchez-

Catalan et al, 2009; Sanchis-Segura et al, 2005).

According to the results obtained in experiment 1A, the ACD
sequestering agent, DP (Cohen et al, 2000; Nagasawa et al, 1980), is able to
abolish the motor activation induced by intra-pVTA ethanol, without
reducing per se the motor activity of the animals (Figure 5.2). This result
suggests that ACD, locally generated in the pVTA, is responsible for the
locomotor activation induced by ethanol in rats. On the other hand, it is
important to realize that the design of this experiment, which combines the
systemic administration of DP with the intracerebral administration of
ethanol, has been crucial to achieve this conclusion. In fact, most of the
studies focused on exploring the role of ACD in the behavioural effects of
ethanol (for review see Correa et al, 2012) have used the systemic route to
administer not only the compounds aimed to modify the activity of the
ethanol metabolizing system (Hipolito et al, 2007) or either ACD sequestering
agents (Correa et al, 2008; Font et al, 2005; Peana et al, 2009), but also
ethanol. This design has been very useful to demonstrate the involvement of
ACD in the behavioural effects of ethanol, but it was clearly inadequate to
show the origin of the ACD involved in these effects. The study by
Sanchis-Segura and colleagues (Sanchis-Segura et al, 2005) was the first,
according to our knowledge, that combined the local inhibition of ACD
production with the systemic ethanol administration. In a similar line, the
present study (systemic DP administration combined with intra-pVTA ethanol
administration) allows us to certify the brain origin of the ACD, as

commented above.
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On the other hand, a relevant issue to support our conclusion is the
existence of the ethanol metabolizing system in the brain. The VTA, as occurs
with other brain structures, has the enzymatic machinery necessary to
convert ethanol into ACD. In fact, several studies have shown that this brain
area expresses the enzymes CAT and CYP2E1, the main ethanol-metabolizing
systems in the brain (Hipolito et al, 2007; Sanchez-Catalan et al, 2008;
Zimatkin et al, 1998). Therefore, it is feasible, from a biochemical point of
view, that ethanol microinjected into the pVTA may be locally converted

into ACD.

Consequently, present findings confirm the excitatory role that ACD,
derived from the local ethanol biotransformation, plays in the behavioural
effects of ethanol (Correa et al, 2012; Deitrich 2004; Quertemont and
Tambour 2004). Neurochemical studies also support this observation. Thus,
some papers have confirmed the ability of ACD to excite the neuronal
activity of VTA DA neurons, showing that systemic (Enrico et al, 2009; Foddai
et al, 2004; Melis et al, 2007) or intra-VTA administration of ACD increases
the extracellular levels of dopamine in the nucleus accumbens (NAc)
(Hipolito et al, 2008), an effect clearly indicative of the excitation of DA
mesoaccumbens neurons. Interestingly, this activation can be suppressed by
pre-treatment with ACD sequestering agents (Enrico et al, 2009; Sirca et al,
2011), an important result that gives neurochemical support to the present
behavioural data. The issue relative to the possible mechanism, at the
neurobiological level, will be addressed later, in the epigraph 6.3 of the

Discussion.
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Furthermore, results from experiment 1B clearly show that 50 mg/kg of
DP did not alter DAMGO-induced locomotion (Figure 5.4). These results
suggest a clear specificity of DP effects. Font and colleagues (Font et al,
2005) also showed that DP specifically modified the effect of ethanol on
locomotion without affecting the cocaine- or caffeine-induced locomotion.
Thus, present data using intra-pVTA administration of DAMGO seem to
corroborate the results of the previous study on the specificity of the DP

actions.

Finally, we would like to highlight an intriguing tendency observed in
experiment 1A. According to our working hypothesis, ACD generated in the
VTA is responsible for the motor stimulating effects of ethanol. Therefore,
the sequestration of this metabolite should be able to reduce or completely
prevent the locomotor activation derived from the intra-pVTA administration
of ethanol. Theoretically, higher DP plasma levels should lead to lower ACD
levels in the pVTA and, consequently, to lower motor activation. In fact, it
was observed that as the dose of DP was increased, the ethanol-derived
activation was reduced and, finally, abolished. However, a striking tendency
was observed when rats were treated with the highest DP dose (50 mg/kg)
used in these experiments and ethanol (Figure 5.2). In these rats, the
distance travelled after ethanol microinjection tended to be lower than that
obtained in the respective control group. That is, intra-pVTA ethanol seemed
to exert a depressant effect in these animals. Although the statistical analysis
did not confirm this tendency, this result established the initial point for the

subsequent experiments.
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6.2. DOES ETHANOL HAVE A DUAL EFFECT ON THE VTA
DOPAMINE NEURON ACTIVITY?

The tendency to motor depression observed in experiment 1A
(Figure 5.2) seems to be in agreement with the literature suggesting that,
ethanol simultaneously exerts opposite effects on the activity of DA
neurons in the VTA (Theile et al, 2008; 2009; 2011; Xiao et al, 2007; Xiao and
Ye 2008). Thus, the possible behavioural implications of this finding were
explored in detail in the second series of experiments of this Thesis
(experiments 2, 3 and 4). Furthermore, a plausible mechanistic hypothesis

was studied (experiments 5 and 6).

The aim of each performed experiment (from 2 to 6), as well as a
summary of the results obtained, are illustrated in the Figure 6.1. As shown
in this figure, according to our hypothesis, the intra-pVTA administration of
ethanol could give rise to two simultaneous and opposing effects on rats
motor behaviour. When administering low doses of ethanol, for instance, 35
nmol in this Thesis, no behavioural changes are observed since, probably, the
opposed effects tend to offset each other (experiment 2, Figure 5.6). At first,
this lack of effects could be considered a logical result, compatible with the
U inverted-shape of the dose-response curve for ethanol (Pohorecky 1977),
and attributable to the existence of very low ethanol levels in the brain
region studied. Nevertheless, global data obtained in these experiments
showed that this explanation could be flawed. The use of appropriate
pharmacological tools makes it possible to analyse separately the two

opposed effects. The first of these two effects results in an increase in motor
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activity, probably mediated by the products resulting from the brain ethanol
metabolism (ACD and/or SAL), acting through p-opioid receptors (MORs).
The second one, of inhibitory consequences, is produced by the
non-metabolized fraction of the administered ethanol, acting through
GABAx-Rs. These results might represent the behavioural reflection of
electrophysiological findings suggesting that ethanol dually modulates the
GABAergic synaptic transmission onto VTA DA neurons and, consequently,

the level of excitation of DA neurons.

In the next section, the ethanol dual effect will be discussed.
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Figure 6.1. Schematic diagram illustrating the working hypothesis on the opposite motor
responses elicited by ethanol in the pVTA, and summary of the results obtained. After
intra-pVTA ethanol administration, CAT (and CYP2E1 in minor proportion) metabolizes part of
the administered dose into ACD which is, in turn, converted into acetate by the enzyme ALDH.
The non-metabolized fraction of ethanol would be responsible for the reduction of the motor
activity, whereas ACD would be responsible for the motor activation. For certain doses
(35 nmol, experiment 2) the effects derived from the non-metabolized fraction of ethanol are
offset by those produced by ACD and, therefore, no alteration of the motor activity is observed.
For this inactive dose of ethanol, the increase of local ACD levels by blocking ALDH with CY
(experiment 3) caused motor activation. On the other hand, the reduction of local ACD levels
by sequestration of ACD with DP (experiment 4A) or inhibition of CAT with AZ (experiment 4B)
resulted in motor depression. In the effects elicited by ACD, MORs seem to be implicated given
that the blockade of these receptors with B-FNA suppress the activating effect of ethanol
unmasking the motor depression (experiment 5). The effects produced by the non-metabolized
fraction of ethanol seem to be mediated through GABAs-Rs since the intra-pVTA
administration of 17.5 pmol (a dose without effect on the motor activity, experiment 6A) was
able: i) to increase the motor activity in animals receiving 35 nmol of ethanol and ii) to prevent
the motor depression produced by the reduction of ACD levels with DP (experiment 6B).
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6.3. THE DUAL ACTION OF ETHANOL ON THE VTA
DOPAMINE NEURON ACTIVITY

o Excitatory effects of ethanol

Although the biological basis of the reinforcing properties of ethanol has
not been completely elucidated, it is well known that, like other drugs of
abuse, the MCLD system has to be involved (lkemoto 2010; Nestler 2001).
The administration of ethanol directly into the pVTA induces excitation of
VTA DA neurons in vitro (Brodie et al, 1990; Brodie et al, 1999b; Melis et al,
2009; Xiao et al, 2007), as well as in vivo (Foddai et al, 2004; Gessa et al,
1985; Mereu and Gessa 1984), triggering, as a consequence, an increase in
the DA release into the NAc shell (Di Chiara and Imperato 1988; Gonzales et
al, 2004; Howard et al, 2008; Imperato and Di Chiara 1986). The stimulation
of the DA transmission in the NAc is also observed after intraperitoneal (i.p.)
(Imperato and Di Chiara 1986), intragastric (i.g.) (Enrico et al, 2009) and
intravenous ethanol administration (Howard et al, 2008), and as commented
previously, this activation has been correlated with increases in animals
exploring activity. Nevertheless, some questions remain unanswered, e.g.,

which is the responsible for this activation, ethanol itself or its derivatives?

As a result of several studies trying to shed some light on this issue,
different theories have emerged. One of them, points to ethanol itself as the
only compound causing its reinforcing properties (Eriksson et al, 1980; Sippel
1974; Tabakoff et al, 1976). However, opposing theories suggest that ethanol

is only a ‘pro-drug’ and its effects are dependent on the action of its
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metabolites/derivatives (Karahanian et al, 2011; Raskin 1975; Truitt and
Walsh 1971). Less extreme theory, and maybe the most accepted one among
researches working on this topic, postulates that both ethanol and its
by-products, acting jointly, would be accountable for the ethanol rewarding
properties (Deehan et al, 2013a; 2013c; Israel et al, 2015). In this sense, the
role of ACD in the excitation of VTA DA neurons after ethanol administration
has been the subject of intense research along several decades (Correa et al,

2012; Deehan et al, 2013c; Muggironi et al, 2013; Peana and Acquas 2013).

Part of the data showed in this Thesis represents a new step on the road
to prove the involvement of ethanol metabolites in the ethanol-evoked
excitation of VTA DA neurons. Results of experiment 3 showed that after
inhibition of ALDH (the enzyme responsible for the ACD metabolism) by CY,
the 35 nmol dose of ethanol (a dose initially inactive from the standpoint of
motor activity, Figure 5.6), becomes excitatory (Figure 5.8). This finding
suggests that the greater accumulation of ACD in the VTA of animals
pre-treated with CY would tip the scales in favour of motor excitation. It
should be mentioned that although some studies (DeMaster et al, 1985;
Sanchis-Segura et al, 1999b) have proposed an additional effect of CY as
inhibitor of CAT (an enzyme with opposite effects on brain ACD
concentrations), experimental evidence seems to demonstrate that the
effects of CY in vivo on ACD concentrations are predominantly due to ALDH
inhibition (Jamal et al, 2003a; 2003d; 2007; Tambour et al, 2007). In fact, in
these latter studies it has been shown that pre-treatment with CY at

concentrations similar to that used in experiment 3 provokes a notorious
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dose-dependent increments in ACD levels, both in blood and brain

dialysates.

The result of experiment 3 is a remarkable finding because, so far, the
evidence supporting the involvement of ACD and/or its derivatives in the
ethanol activating effects has been mostly obtained, with some relevant
exceptions (Correa et al, 1999; 2000; 2005; Karahanian et al, 2015), from
experiments using either the blockade of ACD production (Correa et al, 2012;
Hipolito et al, 2007; Ledesma and Aragon 2012; Ledesma et al, 2012;
Ledesma and Aragon 2013; Ledesma et al, 2014; Peana et al, 2013b) or the
sequestration of the ACD (Correa et al, 2012; Orrico et al, 2013; Peana et al,
2013a), experiment 1A). Additionally, through electrophysiological
approximation, a lack of ethanol-derived excitation of DA neurons has also
reported when ethanol metabolism is blocked with inhibitors of either ADH
(Foddai et al, 2004) or CAT (Diana et al, 2008; Melis et al, 2007), as much as,
when ACD is inactivated (Enrico et al, 2009). These more direct studies back
up our indirect behavioural evidence, showing the participation of ACD in the
ethanol excitatory effects. On the other hand, while these results indicate
that ethanol actions on the DA neurons are mediated by ACD, other studies
have given account of clear differences in the mechanisms of action of
ethanol and ACD (Deehan et al, 2013a). Globally, all of these studies
strengthen the theory that ethanol rewarding properties are due to the
action of this drug in conjunction with ACD, which constitutes a key

component in this process.

Because of ACD has a short half-life (Correa et al, 2012) and is a highly

reactive compound, a further step has been studying the involvement of ACD

196



Discussion

condensation  products with  biogenic amines, the so-called
tetrahydroisoquinoline alkaloids (THIQs) (Cohen and Collins 1970; Cohen
1976; Davis and Walsh 1970) and tetrahydro-beta-carbolines (TBCs)
(Buckholtz 1980). In this sense, SAL, the THIQ formed by condensation of
ACD with DA (Collins and Bigdeli 1975; Yamanaka et al, 1970), has been the
most studied ACD derivative and its role in the neurobiological effects of
ethanol has been deeply discussed (Deehan et al, 2013c; Hipolito et al,
2012). Interestingly, today there is a renewed interest in evaluating the
implication of this ethanol by-product (Melis et al, 2015; Quintanilla et al,
2014; 2015; Xie et al, 2012; Xie and Ye 2012; Xie et al, 2013). Although the
detection of SAL levels in brain subsequent to ethanol administration has
resulted controversial (Deehan et al, 2013c; Hipolito et al, 2012; Lee et al,
2010; Melis et al, 2015; Quintanilla et al, 2014), some positive correlation has
been established (Rojkovicova et al, 2008; Starkey et al, 2006). On the other
hand, separate studies have reported that central and peripheral
administration of SAL provokes an increase in the ethanol consumption and
preference. Moreover, SAL possesses discriminative properties similar to
ethanol because animals respond in a similar way when SAL is substituted for
ethanol (Duncan and Deitrich 1980; Myers and Melchior 1977; Purvis et al,
1980; Quintanilla et al, 2014; 2015). Thus, this compound mimics the
behavioural and neurobiological effects of ethanol and ACD, in a U-shaped
dose—response fashion too, but at lower concentrations, indeed, the
reinforcing potency would be SAL > ACD > ethanol. In this way, studies have
shown that SAL induces locomotor activation, produces conditioned place
preference (CPP) (Hipolito et al, 2010; 2011; Matsuzawa et al, 2000;
Quintanilla et al, 2014; 2015), and is self-administered in pVTA
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(Deehan et al, 2013c; Rodd et al, 2005; 2008). Additionally, SAL is able to
stimulate VTA DA neurons (Melis et al, 2015; Xie and Ye 2012; Xie et al, 2012)
and to increase DA release in NAc shell after intra-pVTA microinjection
(Deehan et al, 2013b; Hipolito et al, 2011). Melis and colleagues (Melis et al,
2015) have published the most recent evidence supporting a clear role for
SAL in the ethanol rewarding properties. In this in vitro study, both ethanol
and ACD, but not SAL, failed to stimulate pVTA DA neurons in absence of DA,
that is, when mice were pre-treated with either a-methyl-p-tyrosine (an
inhibitor of DA synthesis and release) or reserpine (which depletes
monoamine vesicular stores by inhibition of vesicular uptake). Furthermore,
ethanol-induced excitation of DA neurons requires its oxidation into ACD,
since the inhibition of H,0,-CAT system by 3-amino-1,2,4-triazole (a CAT
inhibitor) or a-lipoic acid (a H,0, scavenger) pre-treatment, prevented

ethanol-induced increase in the firing rate of pVTA DA neurons.

The next question would be how do ethanol by-products induce this

activation?

In spite of decades of research, this issue is still a matter of debate. It has
been well documented that ethanol is able to interact (directly or indirectly)
with multiple targets (i.e. GABAergic, glutamatergic, dopaminergic, opioid,
serotoninergic, endocannabinoid systems, L-type Ca?*channels, MAP kinases,
etc.) modulating the neuronal excitability (Erdozain and Callado 2014;

Morikawa and Morrisett 2010).

VTA DA neuron activity is under the influence of several

neurotransmitter systems, mainly by the glutamatergic and GABAergic
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systems. In this sense and according to the literature, ethanol seems to
interact primarily with two membrane receptors, GABAx and NMDA,
enhancing the GABA action and antagonizing glutamate (Glu) action, being
the net effect of this interplay a depression of the DA neurons (Erdozain and
Callado 2014; Morikawa and Morrisett 2010). Hence, these reported results
cannot explain, from a mechanistic point of view, the activating effects of

ethanol.

Some authors have suggested that ethanol could directly enhance the
activity of DA neurons through changes in the hyperpolarization-activated
cation current (ly) (Brodie et al, 1990; Brodie and Appel 1998; Brodie et al,
1999b; Brodie and Appel 2000; Okamoto et al, 2006). However, recent
reports demonstrate that this activation needs the presence of ACD (Diana et
al, 2008; Enrico et al, 2009; Foddai et al, 2004; Melis et al, 2007) or SAL
(Melis et al, 2015) to be detected.

On the other hand, differences observed in the increases of DA neurons
firing between in vitro (modest increase) (Brodie et al, 1990; Brodie and
Appel 1998; Brodie et al, 1999b) and in vivo (Gessa et al, 1985; Stobbs et al,
2004) studies, suggested that other than a direct mechanism might
contribute to the excitatory ethanol actions. Then, an additional mechanism
has been proposed. VTA DA neurons are under inhibitory control by GABA
neurons (Johnson and North 1992a; Steffensen et al, 2006), including those
from the rostromedial tegmental nucleus (RMTg)/tail of the VTA (tVTA)
(Jalabert et al, 2011; Sanchez-Catalan et al, 2014), interneurons (Johnson and
North 1992b; Luscher and Malenka 2011) and medium spiny neurons (MSN)
from NAc and ventral pallidum (VP) (Hjelmstad et al, 2013; Kalivas 1993).

199



Discussion

Consequently, ethanol or its derivatives could excite indirectly DA neurons
by decreasing GABA transmission onto these neurons through interaction
with MORs expressed on GABA neurons (Di Chiara and North 1992; Svingos
et al, 2001). Electrophysiological studies have evidenced this ethanol indirect
excitation of DA activity (Gallegos et al, 1999; Guan and Ye 2010; Xiao et al,
2007; Xiao et al, 2008), supporting neurochemical and behavioural studies
that have highlighted the relevance between the opioid system and ethanol
(Font et al, 2013; Nutt 2014; Oswald and Wand 2004; Samson and Doyle
1985; Volpicelli et al, 1992).

Different theories have emerged to explain how ethanol and/or its
derivatives interact with MORs. Some authors have proposed the
endogenous peptide B-endorphin as the responsible for this interaction
(Cagniard et al, 2006; Piepponen et al, 1999; Pierce and Kalivas 1995). This
theory is based on the demonstration that ethanol in vitro (Gianoulakis 1990;
Reddy et al, 1995), and systemically administered in vivo, is able to induce
the release of B-endorphin in the hypothalamic Arcuate nucleus (NArc)
(Schulz et al, 1980), NAc (Marinelli et al, 2004; Olive et al, 2001), midbrain
including VTA (Jarjour et al, 2009; Rasmussen et al, 1998) and central
amygdala (CeA) (Lam et al, 2008). Moreover, it has been shown that lesions
of the NArc are sufficient to prevent ethanol behavioural effects (Sanchis-
Segura et al, 2000). In addition, the NArc is the main site of B-endorphin
synthesis in the brain, and curiously, it is one of the areas with higher levels
of CAT (Zimatkin and Lindros 1996) and lower of ALDH expression (Zimatkin
et al, 1992), thereby the involvement of ACD has also been suggested.

Indeed, several authors have demonstrated in vitro that ethanol-induced
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B-endorphin release could be mediated by ACD (Pastorcic et al, 1994; Reddy
and Sarkar 1993; Reddy et al, 1995). Furthermore, Sanchis-Segura and
colleagues (Sanchis-Segura et al, 2005) showed that direct administration of
CAT inhibitors into the NArc was able to prevent ethanol-derived locomotor
activation in rats. In a similar way, Pastor and Aragon (Pastor and Aragon
2008) demonstrated that locomotor activation induced by ethanol
microinjected into the NArc could be prevented by systemic administration
of either CAT or opioid receptor inhibitors. However, although the evidence
on the effect of ethanol on B-endorphin release is solid, there are some
aspects to consider. For example, there is no evidence showing the release of
this peptide after intra-pVTA administration of ethanol or ACD, so this theory
could not explain the results of Sanchez-Catalan and colleagues(Sanchez-
Catalan et al, 2009) in which, ethanol or ACD locally injected into the pVTA,
induce an activation of the DA neurons through a mechanism dependent on
the MORs. In a similar way, the results obtained in this Thesis could not be
explained by this theory. Moreover, there is another relevant point that
needs to be considered: other drugs of abuse, like cocaine or amphetamine,
also induce B-endorphin release in NAc after systemic administration (Olive

et al, 2001) indicating that the releasing effect is not exclusive for ethanol.

The alternative hypothesis was firstly established by Davis and Walsh
(Davis and Walsh 1970), who discovered the formation in vivo of morphine-
like alkaloids (THIQs), among which SAL is included. Several theories about
SAL mechanism of action have been set out (for review see (Hipolito et al,
2012)). One of them proposes an enhancement of glutamatergic

transmission by activation of DiRs as the underlying mechanism for SAL
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action (Xie and Ye 2012; Xie et al, 2013). The most studied one, states that
SAL would act as a MORs agonist triggering DA neurons disinhibition
(Critcher et al, 1983; Hipolito et al, 2008; Matsuzawa et al, 2000; Myers et al,
1985; Xie et al, 2012). Findings supporting the latest assertion are: (i) the
structure of SAL is similar to that of morphine (Davis and Walsh 1970);
(ii) SAL can bind to opioid receptors and produces opioid-like effects
(Fertel et al, 1980; Lucchi et al, 1982);(iii) as MORs agonists do, after
intra-VTA administration SAL shows rewarding properties, such as locomotor
activation or CPP which can be blocked by MORs antagonists (Hipolito et al,
2010); and (iv) as MORs agonist do, SAL can increase both NAc DA
extracellular levels and the firing rate of DA neurons. This enhancement can
be suppressed by blocking the MORs (Deehan et al, 2013b; Hipolito et al,
2011; Xie et al, 2012).

This latest theory could explain part of the data obtained in this Thesis. If
ethanol activating effects in its dual action onto the DA neuron activity are
dependent on the direct interaction of SAL with MORs, located in the soma
of VTA GABA neurons, it is supposed that the local and specific blockade of
these receptors should selectively suppress the activating component of the
ethanol effects. Effectively, in experiment 5, the irreversible blockade of
MORs by means of B-FNA (intra-pVTA injected) is able to suppress the
ethanol excitatory component, theoretically elicited by SAL after ethanol
metabolism, unmasking the motor depression derived from the
non-biotransformed fraction of ethanol (Figure 5.14). One important issue to
keep in mind is related to the use of B-FNA as a MOR antagonist. It is

plausible to assume that an irreversible blockade of MORs could change
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baseline activity levels within the VTA and, additionally, induce homeostatic
changes to compensate for the persistent MORs blockade (for example,
increasing membrane expression of receptors or increasing the local release
of other neurotransmitters and modulators). Furthermore, B-FNA has acute
agonist properties at the kappa opioid receptor (Ward et al, 1982) which also
could induce long-lasting changes through kinase pathways in the VTA
function, including the GABA function (Graziane et al, 2013; Polter et al,
2014). Nonetheless, under our experimental conditions, intra-pVTA
administration of B-FNA did not modify motor activities in animals of the
B-FNA + aCSF group in relation to those observed in the aCSF + aCSF-treated
animals (Figure 5.14). Similar results were previously reported by works of
our group with this compound (Hipolito et al, 2010; Sanchez-Catalan et al,
2009). All in all, these data allow us to rule out the influence of these

non-desired effects of B-FNA on our results.
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e Depressant effects of ethanol

In contrast to the results presented in the previous section, experiment 4
showed that an initial ineffective ethanol dose could exert a depressant
effect on animal motor behaviour when the ACD levels and, therefore, SAL
formation in the pVTA were reduced, either by chemical inactivation of ACD
by means of DP (experiment 4A, Figure 5.10) or by the inhibition of CAT after
AZ pre-treatment (experiment 4B, Figure 5.12). This action could be
attributed to the reduction of the ACD and/or SAL-mediated excitatory
effects, which would allow unmasking concurrent inhibitory effects of
ethanol. Some in vitro electrophysiological studies have described this dual
action of ethanol and have attributed the inhibitory effect to the
enhancement in GABA release onto VTA DA neurons (Theile et al, 2008;
2009; 2011; Xiao and Ye 2008). Besides, it has been shown that ethanol
potentiates GABA release in many other brain regions, such as the
brainstem, basolateral amygdala (BLA), hippocampus and CeA (Criswell et al,

2008; Siggins et al, 2005; Weiner and Valenzuela 2006).

Results exposed herein are in agreement with the assumption that
ethanol (more specifically, the non-metabolized fraction of ethanol) is able
to increase the GABA release from presynaptic terminals and,
consequently, to damp the excitatory effect onto VTA DA neuron activity. We
cannot strictly affirm that in animals receiving the AZ pre-treatment
(experiment 4B) there was an increase in the non-metabolized fraction of
ethanol in pVTA relative to that obtained in control animals, given that we
did not measure ethanol, ACD or SAL concentrations in the VTA after any

pre-treatment. However, it is reasonable to assume, from a pharmacokinetic
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point of view, that inhibition of the main brain enzymatic system involved in
the biotransformation of ethanol into ACD (Zimatkin et al, 2006) should
result in a local increase in the ratio ethanol/ACD VTA levels. Similar
reasoning could be applied to the pre-treatment with DP (experiment 4A),
which has shown to reduce efficiently the ACD levels (Cohen et al, 2000;
Nagasawa et al, 1978; 1980; Serrano et al, 2007). Thus, theoretically, the
effects produced by the non-biotransformed fraction of ethanol should be
promoted in AZ and DP pre-treated animals. Conversely, in pre-treated
animals, the effects mediated by ACD and/or SAL should be weaker than
those observed in control animals because ACD levels in VTA under CAT
inhibition or ACD inactivation should be, logically, diminished. Consequently,
it can be reasoned that in animals pre-treated with AZ or DP the behavioural
effects observed after intra-pVTA administration of 35 nmol of ethanol
mainly derive from the non-metabolized fraction of ethanol. On the other
hand, we could not rule out the possibility that the depressing effects
observed after blocking the metabolism of ethanol was the result of a
non-desired effect derived from the alteration of the normal balance
between ethanol metabolized and non-metabolized. Nevertheless, it is
important taking into account that with DP pre-treatment ethanol
metabolism is not altered and the motor depression was also observed.
Furthermore, the same result was observed when the SAL-derived activation
was suppressed by MORs blockade (experiment 5), without affecting the
normal balance between ethanol metabolites and the non-metabolized

fraction.
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The question regarding the mechanism underlying this inhibitory action
of ethanol is currently unresolved. Theile and colleagues (Theile et al, 2009)
have proposed that an increase in Ca?* release, from IPs-sensitive stores, due
to the 5-HTyc receptor activation is involved in the ethanol-induced
enhancement of VTA-GABA release. Since electrophysiological evidence
suggests that the ethanol induced GABA release could reduce, through
GABAA-Rs, the activity of VTA DA neurons (Xiao and Ye 2008), we decided to
analyse if the behavioural observations of this Thesis could be related to
those physiological findings (experiment 6). According to this hypothesis, the
blockade of GABAa-Rs in the pVTA should prevent the motor depressant
effects elicited by the non-metabolized fraction of ethanol. Furthermore, the
intra-pVTA administration of 35 nmol of ethanol in the presence of
antagonists of GABAA-Rs should prevent or attenuate the motor depression
in animals in which the ACD levels have been reduced by pre-treatment with
DP, but also it should induce motor activation in animals pre-treated with
saline. In experiment 6B, using a 17.5 pmol dose of BIC (the maximum dose
that in our experimental conditions was devoid of significant effects on
motor activity, experiment 6A, Figure 5.16), we were able to demonstrate

both predictions (Figure 5.18).

The use of BIC as antagonist of the GABAA-Rs could raise doubts about
the selectivity of the observed effects, due to BIC is able to block not only the
GABAAa-Rs but also the calcium-sensitive K* (SK) channels (Debarbieux et al,
1998). Therefore, we must be wary of attributing the effects obtained solely
to the GABAa-Rs blockade. In this regard, some reports have demonstrated

that both activators (Vick et al, 2010) and blockers of the SK channels
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(Steketee and Kalivas 1990) affect motor responses in rodents. Concretely,
the intra-VTA administration of the channel blocker apamin is able to evoke
significant dose-dependent increases in motor activity in rats through a
mechanism partially dependent on DA. Hence, it is reasonable to assume
that BIC could be exerting a similar effect on VTA DA neurons in experiments
6A and B. Therefore, the ability of BIC to increase the motor activity in rats in
the presence of ethanol (Figure 5.18, left panel) or to prevent the motor
depression in the presence of ethanol and DP (Figure 5.18, right panel) could
be attributed not only to the blockade of GABAA-Rs but also the blockade of
the SK channels in the VTA DA neurons. Although this possibility exists, there
are some controversial points in this reasoning that must be taken into
consideration. As observed in Figure 5.16 and left panel of the Figure 5.18,
17.5 pmol of BIC did not affect the motor activity of the animals, i.e., in
absence of another excitatory stimulus (such as the ethanol-derived ACD),
the blockade of both the GABAa-Rs and the SK channels did not alter the
motor behaviour of the rats. It can be argued, however, that the
administration of 35 nmol ethanol (another neutral stimulus from a
behavioural point of view) in the presence of BIC results in an effective
depolarization of DA neurons as a consequence of the summation of several
depolarizing stimuli (all of them ineffective when presented separately).
Consequently, the combined action of the ACD and BIC could explain the
motor excitation observed on the left panel of Figure 5.18. But, when the
ACD excitatory influence was eliminated (by DP sequestration, right panel of
Figure 5.18), BIC was able to revert, per se, the ethanol-evoked depression of
the motor activity. It is not clear why BIC is now able to increase the motor

activity in the absence of ACD. Only the blocking action of BIC on GABAA-Rs
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could give mechanistic support to the ethanol-evoked motor depression and
its recovery by BIC. Hence, it seems more plausible to assume that the lack of
the depressing effects of ethanol in the presence of DP in animals
pre-treated with BIC are mainly due to its ability to hinder the interaction of
the ethanol-evoked GABA release (suggested in electrophysiological studies)
with GABAAa-Rs, although its additional ability to block SK channels cannot be

neglected.

CONCLUDING REMARKS

Altogether, the present behavioural data are relevant to disentangle the
mechanism of action of ethanol which could present new avenues for the
research about alcoholism aetiology and treatment. Nonetheless, we are
aware that more direct and detailed experiments are necessary to fully
understand this phenomenon. For instance, at present it is not clear if
ethanol inhibitor effect on motor activity can be observed with other drug
doses, since in electrophysiological studies the ethanol enhancement of
GABAergic transmission has been concentration-dependent (Theile et al,
2008; 2009). Moreover, VTA cells seem to exhibit regional differences in
response to different drugs of abuse, including opioids (Ford et al, 2006;
Margolis et al, 2008; 2012) and ethanol (Mrejeru et al, 2015). Consequently,
further studies using more precise analysis than the behavioural ones will be
necessary to explore the specific role of SAL and the non-biotransformed
fraction of ethanol on the activity of the different subpopulation of midbrain

neurons in detail.
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Acetaldehyde sequestration as a novel therapeutic strategy for
preventing alcohol relapse

Alcohol use disorders suppose today a major global health problem
(Andlin-Sobocki and Rehm 2005; Kessler 2005), and alcoholic patients, as
other drug dependent patients, have an extraordinarily high rate of
recidivism for drug use even after long periods of abstinence. Over last
decades, a significant progress has been made in the search of promising
pharmacotherapy for alcoholism (Litten et al, 2012) and, although there are
several medications currently approved to treat alcoholism, they have
important limitations: the effect size is reduced and, globally, compliance by
the patient is very low (Rosner et al, 2010). Therefore, identifying new
pharmacological agents that may be effective in preventing relapse is
considered imperative. The main problem about identifying efficient
treatments against alcoholism is the complex mechanism underlying
ethanol action and the awareness about it. Considering the multifactorial
nature of ethanol effects, a single medication that targets specific receptors
for neurotransmitters and neuromodulators is not expected to lead to
successful treatment (Spanagel and Vengeliene 2013). Indeed, many of the
most of preclinical promising candidates have been unsuccessful in clinical
due to their significant adverse effects on other brain or body functions

(Leggio et al, 2010; Spanagel and Vengeliene 2013).
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6.4. EVALUATION OF THE D-PENICILLAMINE EFFICACY
IN ETHANOL RELAPSE-LIKE DRINKING FROM AN
OPERANT SELF-ADMINISTRATION PARADIGM

e Expression of the ADE phenomenon

Decades of research support the hypothesis that animal models,
concretely the rat animal model of alcoholism, constitute an excellent
platform for screening and developing pharmacological treatments for this
disorder (Belin-Rauscent et al, 2015; Bell et al, 2012; Bossert et al, 2013;
Ciccocioppo 2013; Vengeliene et al, 2014). Importantly, these models have
been used to test medications that are currently approved for alcoholism

treatment (Heyser et al, 2003; Holter et al, 1997; Walker and Koob 2008).

In this sense, several animal models have been developed to study the
complexity of the human addicted behaviour, allowing us to evaluate some
of its characteristics as, loss of control over drug taking, compulsive drug
seeking, impulsivity or relapse (Heyne et al, 2000; Spanagel 2000; Spanagel
and Holter 2000; Spanagel and Kiefer 2008).

Two main procedures have emerged to assess the relapse-like behaviour
(one of the differentiating characteristics between drug use and addiction):
the reinstatement and the ADE model (Le and Shaham 2002). Although the
reinstatement model has been useful to evaluate drug seeking and relapse
(Rodd et al, 2004b; Shaham et al, 2003; Spanagel 2003) with predictive
validity (Bachteler et al, 2005; Katner et al, 1999), in this procedure the

reinstatement is performed under drug-free conditions. Therefore, this
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model lacks of face validity, given that this condition differs from human
typical relapse (Conklin and Tiffany 2002; Marlatt 1990; Sanchis-Segura and
Spanagel 2006).

The alternative approach to evaluate relapse-like behaviour consists of
the introduction of forced deprivation periods in animals with voluntary
long-term access to the drug. After these deprivation periods, animals show
a transient increase in the intake when the drug is reintroduced. In the case
of ethanol, this phenomenon is called Alcohol Deprivation Effect (ADE)
(Le Magnen 1960; Sinclair and Senter 1968). In contrast to reinstatement
model, the ADE can be considered as a real model of relapse because it
allows the individual to self-administer ethanol after a period of forced
abstinence (Le and Shaham 2002; Sanchis-Segura and Spanagel 2006),
showing face validity (Larimer et al, 1999), but also construct validity
(Spanagel and Zieglgansberger 1997; Spanagel and Holter 2000; Spanagel
and Kiefer 2008; Spanagel 2009). Consequently, the ADE model is considered
as a preclinical paradigm. In spite of its disadvantages, such as, the relevance
of the deprivation length to determine the appearance of the ADE
phenomenon. Moreover, although it is a very robust phenomenon in rats,
inconsistent results have been obtained in mice or hamster (Sinclair and
Sheaff 1973; Spanagel 2003; Vengeliene et al, 2014). Finally, another
relevant drawback is that there is not any direct assessment of psychological

processes (Sanchis-Segura and Spanagel 2006).

Based on this body of evidence, previous studies of our research group
selected the ADE model to evaluate the efficacy of DP to prevent the alcohol

relapse-like drinking in a four-bottle non-operant paradigm. Thus, Orrico and

211



Discussion

colleagues (Orrico et al, 2013) showed that this ACD sequestering agent,
subcutaneously and intra-pVTA administered, was able to prevent the ADE.
Moreover, DP in combination with naltrexone (NTX) was able to overcome
the preclinical limitations of NTX alone, i.e., the delayed ADE after

continuous opioid receptor blockade (Orrico et al, 2014a).

Nonetheless, results of clinical studies have revealed that the
translational power of preclinical studies with animal models is not as
satisfactory as it was initially expected. To counter this problem in drug
development, the National Institute of Alcohol Abuse and Alcoholism
(NIAAA) and the Division of Neuroscience and Behavior (DNB) initiated a
Preclinical Medication Efficacy Testing Program to evaluate medications in
three different rodent strains (Litten et al, 2012; Reilly et al, 2014).
Additionally, there is no doubt among researchers that in order to maximize
the translational power of preclinical research it is important to gather
evidence for as many paradigms and different animal models as possible
(Bell et al, 2012). Logically, the translational significance of findings achieved
through the use of different preclinical models requires a rigorous validation.
In this sense, it must be emphasized that the ultimate test related to the
validity of a model is the demonstration of efficacy in the clinical

environment.

According to these recommendations, and in order to re-evaluate the
preclinical efficacy of DP as a potential anti-relapse treatment, the
reproducibility of our previous data was investigated in a different laboratory
(Complutense University of Madrid) and under different experimental

conditions. Concretely, ethanol relapse-like drinking behaviour was
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evaluated measuring the apparition of the ADE but in a self-administration
operant paradigm (experiment 1), a method widely used in preclinical drug

abuse research with face validity towards human drug consumption.

Similarly to home-cage testing, operant procedures allow evaluating the
relapse-like drinking behaviour also using the ADE phenomenon. Indeed, the
results of experiment 1 showed as, after a period of deprivation, animals
experienced the apparition of the ADE phenomenon (Figure 5.19 and 5.20),
in a similar way as we had observed in our previous experiments (Orrico et
al, 2013; 2014a). The levels of the daily ethanol response registered during
the baseline and the post first-deprivation period were similar to those
obtained in previous works using the same paradigm and rat strain
(Figure 5.20) (Alen et al, 2009; Heyser et al, 1998; Lopez-Moreno et al, 2004).
Moreover, this result exposed the specificity of the phenomenon due to the
reinforcing properties of ethanol, since the increase was only presented in

the active lever (Figure 5.19 and 5.20).
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e Re-evaluation of the D-Penicillamine preclinical efficacy as a
potential anti-relapse treatment

As we have showed in this Thesis, DP, an agent that acts removing
ethanol derived-ACD (Kera et al, 1985; Nagasawa et al, 1980) is able to
suppress the activating effects of ethanol on VTA DA neurons. Theoretically,
this agent neither alter any neurotransmitter systems, nor impede ethanol
access to the brain; instead, DP would act preventing the ‘priming’ effect
after ethanol consumption (De Wit 1996; Enrico et al, 2009; Font et al,
2006b; Ludwig and Wikler 1974; Orrico et al, 2013; Peana et al, 2010a; Sirca
et al, 2011). This strategy is conceptually equivalent to that characterizing
the use of vaccines against drug addiction (Shen et al, 2012). Vaccines
prevent the access of the drug to the brain without interacting with any
neurotransmission system, avoiding the usual secondary effects derived
from this interaction. Unfortunately, this alternative has not been focused on

the ethanol, probably due to its physicochemical properties.

As we indicated above, the rationale for the use of ACD sequestering
agents is based on the pivotal role of this ethanol metabolite and its
derivative, SAL, in the expression of the ethanol rewarding properties. This
metabolite is directly related with the activation of the MCLD system
subsequent to the ethanol administration (for review see Correa et al, 2012;
Deehan et al, 2013a; 2013b). Recently, several researches have also
demonstrated the key role of ACD in the relapse-like drinking behaviour.
For example, our group has reported, in non-selected rats, that the ACD
sequestration by DP, subcutaneously and intra-pVTA administered, is able to

suppress the ADE phenomenon (Orrico et al, 2013; 2014a). Additionally,
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Tampier and colleagues (Tampier et al, 2013) and Karahanian and colleagues
(Karahanian et al, 2015) have shown, in an alcohol-preferring line of rats
(UChB), that the blockade of the ethanol metabolism, through the intra-VTA
administration of an antiCAT-coding vector and an ALDH2-coding vector, led

to the inhibition of the ADE.

Curiously, in spite of the large body of evidence supporting the key
participation of ACD in the ethanol neurobiological actions, there is almost
any study about the ACD sequestering agents as a valid strategy to prevent
relapse. Peana and colleagues (Peana et al, 2010a) demonstrated that the
systemic administration of L-Cysteine (L-cys) (another ACD sequestering
agent) reduced ethanol self-administration and reinstatement of ethanol-
drinking-behaviour, being the first research group suggesting that
ACD-hijacking agents could be a useful strategy. In our previous studies
(Orrico et al, 2013; 2014a) and in this Thesis, we decided to prove the
efficacy of DP for different reasons. First of all, different papers have shown
that this compound is able to suppress some of the ethanol
neurobehavioural effects (Correa et al, 2008; Enrico et al, 2009; Font et al,
2005; 2006a; 2006b; Ledesma et al, 2013; March et al, 2013; Pautassi et al,
2011; Peana et al, 2008). Secondly, DP-ACD adducts have been detected in
the brain (Serrano et al, 2007), while some authors have suggested that L-cys
could have a limited action in vivo (Hirayama et al, 1983; Nagasawa et al,
1980). Finally, DP is currently approved by the Food and Drug Administration
and European Medicines Agency (Cuprimine®, Depen®, o Cupripen®) to treat
Wilson’s disease and rheumatoid arthritis, so if the preclinical studies would

be successful, the approval of a new indication would be simpler.
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Experiment 2 of the present Thesis allowed us to re-evaluate our
previous successful preclinical data with DP but using a different validated
preclinical paradigm, operant self-administration procedure. To this end and
after a forced deprivation period, animals were pre-treated with several
doses of DP prior to being reintroduced into the operant chamber in order to
examine the ability of this drug to curb relapse-like ethanol
self-administration (i.e., the ADE). Although in our previous work (Orrico et
al, 2013; 2014a) the drug was subcutaneously administered by a mini
osmotic pump, due to the short elimination half-life of DP (Orrico et al,
2014b), in the present study we selected i.p. administration given the short
time of the operant session (30 min). The DP doses were selected on the
basis of our previous results (Figure 5.2), and previous works (Font et al,
2006b; Peana et al, 2008). The pharmacological treatment was initiated after
the second deprivation period hence rats had experienced a previous
deprivation phase. Result of this experiment showed that DP, i.p.
administered, was also able to prevent the ADE in Wistar rats using an
operant paradigm. According to our results, altogether, the three doses
tested (6.25, 12.5, and 25 mg/kg) blocked the increase in ethanol response
observed in the saline treated group following the imposed period of
abstinence (Figure 5.21 and 5.22B). Interestingly, animals treated with the
higher DP dose (25 mg/kg) significantly reduced their responding for ethanol,
below the baseline levels (Figure 5.22B). Moreover, DP failed to affect
responses on inactive lever, indicating a lack of nonspecific behavioural

impairment.
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It should be mentioned that high inter-individual differences were
observed in the number of lever responses for ethanol, especially during the
Reintroduction 2 period, which led to a great variability in the daily mean of
responses, as can been observed in the Figure 5.21. So far, it is not clear
which factors, apart from the genetic make-up of an animal, are responsible
for the variability in the relapse-like behaviour observed in rodents
(Vengeliene et al, 2014). In fact, given the great response variability, the
effect of DP treatment on the ADE could not be analysed by a classical mixed
two-way ANOVA (see section 4.2.5). Instead, the number of lever responses
for ethanol obtained in the five days before and after the abstinence period
were collapsed and compared by a paired Student t-test. With this
presentation of the data, the effect of the DP treatment is put in evidence

more clearly as can be seen in the Figure 5.21 (upper panels) and 5.22.

On the other hand, during Baseline 2 (from day 98 to 102) animals were
daily i.p. injected with saline in order to accustom them to the administration
procedure. Animals were also treated on a daily basis with i.p. saline the last
three days of the second deprivation period (see Figure 4.14). This procedure
pretended to prevent the effect of animal manipulation during the i.p
administration on the lever pressing and hence to assure that the measured
DP effect on the ethanol responding was drug specific. As shown in
Figure 5.22, the occurrence of an ADE is observed whenever animals were
(Figure 5.22B) or were not (Figure 5.22A) i.p. injected, indicating a lack of
effect of the administration routine on the lever responding. Accordingly,

responding for ethanol was significantly increased after the first and the
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second deprivation period, when animals received saline (p< 0.0001), as

expected.

Previous studies have suggested that DP effects on alcohol intake could
be due to a change in taste of fluids and food. This phenomenon was
demonstrated for both sucrose and ethanol in rats (Font et al, 2006b) when
DP was i.p. administered at the 50 mg/kg dose. Hence, we cannot fully rule
out the possibility that, at least, part of the preventive effects of DP on ADE
could be produced by an alteration of flavour. Nonetheless, previous studies
have shown that, in animals with a long-term alcohol-drinking history,
ethanol intake during the reintroduction after an abstinence period
remained unaltered either after presentation of a highly palatable sucrose
solution or even after presentation of an adulterated ethanol solution by
quinine (a high aversive bitter taste substance) (Aravich and Sclafani 1980;
Spanagel and Holter 1999; Wolffgramm and Heyne 1991). These results
suggest that ethanol exerts specific effects, independent of nutritional status
or organoleptic characteristics of the solutions offered to the animals (Dole
1986). Moreover, Font and colleagues (Font et al, 2006b) also demonstrated
that DP, after ICV injected, retains its depressing effect on voluntary ethanol
consumption without altering sucrose intake, clearly suggesting that part of
its preventing effects are due to the central sequestration of ACD. In
agreement with this finding, our group showed that the bilateral intra-pVTA
administration of DP is capable to suppress the ADE in a four-bottle non-
operant paradigm (Orrico et al, 2013), suggesting that, as occurred in the
experiments by Font and colleagues, the preventive effects of DP on ADE

could be, at least in part, specific. Moreover, in recent studies, using the
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four-bottle non-operant paradigm, we have observed that DP
subcutaneously administered did not alter voluntary ethanol consumption
neither in rats with a long-term alcohol-drinking history nor in rats with no
previous alcohol experience. Therefore, we can conclude that DP
systemically administered exerts its anti-relapse effects, at least in part, by a

mechanism independent of taste alteration.

Although we previously reported that the acute i.p. administration of DP
at 25 mg/kg does not modify the motor activity of the rats with respect to
the vehicle group (Figure 5.2), in experiment 3 of this study we evaluated the
rearing, horizontal and total activity immediately after the fifth operant
session (in the Reintroduction 2 period) in the group of rats chronically
treated with this dose. As shown in the Figure 5.24, DP treatment did not
alter the horizontal activity neither the rearing nor the total activity, during
the 20 min session. Hence, the possibility of a reduction in the responding for
ethanol caused by a motor impairment provoked by DP could be ruled out. In
experiment 4, the blood ethanol concentrations were determined at the end
of the experiment (sixth day of the Reintroduction 2 period). These
concentrations, which could be considered pharmacologically relevant
(Weiss et al, 1993), showed a positive relationship with the responses
executed (Figure 5.25), ensuring that the delivered reinforcers could be

equated to the number of consumed reinforcers.

In our opinion, the present work demonstrates the robustness of the
reported effect (the DP efficacy to prevent relapse-like drinking effect) and
the validity of attempted replications. As recently discussed (Steckler 2015),

preclinical data reproducibility is, at present, a great challenge for

219



Discussion

Neuroscience. Some authors highlight that insufficient data reproducibility is
a major concern not only in academia but also in pharmaceutical industry.
Particularly, in this latter case, the lack of reproducibility may lead to delays
in drug development (Mobley et al, 2013). Consequently, several
organizations have started to take action and important steps toward
improved data reproducibility have been made (Nature Editorial 2013). In
the present study, we have been able to replicate our previous results in a
different laboratory (Laboratory of Psychobiology, Complutense University of
Madrid) and using a different paradigm, achieving stable and consistent
results (inter-lab reliability) leading to more solid conclusions on the use of
DP as potential new pharmacotherapy in the treatment of alcoholism.
Moreover, we have already assessed the intra-lab reliability in a previous
paper by demonstrating that the therapeutic strategy of combining DP and
NTX shows an adequate anti-relapse preclinical efficacy in long-term
ethanol-experienced rats, being able to overcome some limitations of either

drug alone (Orrico et al, 2014a).

To summarize, the present results can be considered a way for providing
robustness to our previous preclinical data showing that the use of
sequestering ACD-agents such as DP could represent a new and promising
strategy to prevent ethanol relapse. We are aware that, as recommended by
the NIAAA and in order to place DP on a faster track along the pipeline from
preclinical testing to clinical trials, it is imperative to confirm the DP efficacy
in selectively bred high alcohol-consuming rat lines that display the ADE (e.g.,

P, HAD rats).
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AND
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Summary and conclusions

The main goal of the present Thesis has been to explore the mechanism
of action of ethanol using a behavioural approximation, which could present
a step forward in the development of more efficacious pharmacological

treatments for alcoholism.

First, we planned several experiments, to study the possibility that
ethanol could exert two opposite and simultaneous effects on VTA DA
neuron activity. To this end, we analyse one of the most conspicuous
behavioural consequences of DA mesolimbic neuron stimulation, the
locomotor activation. Through the motor behaviour analysis of the animals
after intra-pVTA administration of ethanol, and using adequate
pharmacological strategies to increase or decrease ACD levels, we
investigate: (i) whether the activation of DA neurons after ethanol
administration are mediated by the products resulting from the local
metabolism of ethanol, ACD and/or SAL; (ii) the possible role of the MORs
located in VTA GABA neurons in the activating effect; (iii) whether the
inhibitory effects are triggered by the non-metabolized fraction of ethanol,;
and (iv) the possible implication of the GABAa-Rs as mediators of this

inhibitory action.

Since our experiments showed that ACD is necessary for VTA DA
activation after ethanol administration, the experiments performed in the
second part of this Doctoral Thesis were aimed to analyse the efficacy of a
new therapeutic strategy to prevent alcohol relapse, the use of the ACD
sequestering agent DP. The efficacy of DP was evaluated measuring the
expression of the ADE phenomenon (a preclinical model), from an operant

self-administration paradigm.
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Summary and conclusions

The most relevant conclusions derived from the data obtained in the

present Thesis are:

224

The intra-pVTA administration of ethanol gives rise to two
simultaneous and opposing effects on the VTA DA neuron
activity, reflected as an increase or decrease of rats motor

behaviour.

The administration of a low dose of ethanol (35 nmol), into pVTA,
does not induce any significant change in the locomotor activity
of rats, suggesting that, at this dose, both effects tend to offset

each other.

The by-products resulting from ethanol brain metabolism, ACD
and/or SAL, could be the responsible for the excitation of the DA
neurons in the VTA. In this sense, the increase of the ACD levels
in the VTA, after the administration of an inactive dose of
ethanol (35 nmol), results in an increase of the animals

locomotor activity.

The local blockade of the MORs are able to suppress the
locomotor activation induced by the intra-pVTA administration of
ethanol, suggesting the participation of these receptors in the

ethanol-derived activating effects.



VI.

VII.

Summary and conclusions

Ethanol per se seems to account for the inhibitory effects of the
neuronal activity. Pre-treatments aimed to reduce the ACD levels
in the VTA, allow us to unmask the motor depression elicited by

ethanol.

GABAA-Rs could act as mediator of the depressing effects
produced by the non-metabolized fraction of ethanol. This is
based on several observed evidences: the blockade of these
receptors (i) induces an increase the motor activity in animals
receiving 35 nmol of ethanol, and (ii) prevents the motor
depression produced by the reduction of ACD levels after the

administration of a low dose of ethanol.

The systemic administration of DP is able to suppress the ADE
phenomenon in an operant paradigm, without altering rat basal
activity, suggesting that this compound is effective to prevent

the ethanol relapse-like drinking behaviour.
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