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“Se debe saber que, desde el cerebro, y ex-
clusivamente desde el cerebro, surgen nuestros
placeres, dichas, risas y bromas, ademés de nues-
tras penas, dolores, tristezas y lagrimas.

Mediante el cerebro pensamos, vemos y dis-
tinguimos lo feo de lo bello, lo malo de lo bueno,
lo agradable de lo desagradable... También nos
hace delirantes o locos y nos infunde miedo o pa-
vor, sea de noche o de dia.”

(Hipdcrates, siglo V a.C.)

Introduccién

El neuropéptido sustancia P (SP) y su receptor
preferencial, el receptor NK1, se encuentran in-
tensamente expresados en areas cerebrales! im-
plicadas en ciertos desordenes afectivos, y estu-
dios preclinicos y clinicos demuestran que los
antagonistas del receptor NK1 poseen efectos
ansioliticos y antidepresivos?®. Dado que si bien
la afinidad de dichos antagonistas es alta para el
receptor humano resulta ser muy pobre en roe-
dores, por lo que generamos ratones carentes del
receptor NK1 mediante recombinacion homdlo-
ga en células embrionarias pluripotenciales, con
el fin de estudiar la implicacion de la SP en pro-
cesos bioldgicos en raton. Asi, hemos demostra-
do que estos ratones mutantes presentan altera-
ciones en la amplificacion y en la codificacion de
la intensidad de la respuesta de estimulos noci-
ceptivos, tienen abolida la analgesia inducida por
estrés, y ausente la respuesta agresiva a la inva-
sidn territorial, que son todas ellas respuestas bio-
l6gicas de valor relevante para la supervivencia
del animal®. Ademas, en algunos modelos de an-
siedad, como el ensayo “light-dark box” o la se-
paracion maternal los animales carentes del re-
ceptor NK1, mostraron una disminucion de la
respuesta®, lo que sugiere que el receptor NK1
esta implicado en el control de la ansiedad y en
la respuesta adaptativa al estrés.

Existen evidencias que sugieren que la SP
puede, ademas, ejercer un papel importante en
mediar las propiedades motivacionales de las
drogas de abuso. La inyeccion i.c.v. de SP pro-
duce estimulacién psicomotora’ e induce con-
dicionamiento de preferencia de plaza (CPP)8.
El receptor NK1 est intensamente expresado
en el nacleo accumbens, basalis, amigdala y
en el hipotalamo?, regiones cerebrales del sis-
tema dopaminérgico mesocorticolimbico impli-
cadas en el refuerzo positivo de los recompen-
santes naturales y las drogas de abuso. En el
estriado dorsal y ventral, el receptor NK1 se en-
cuentra localizado exclusivamente en las gran-
des neuronas colinérgicas, colocalizando con
receptores dopaminérgicos D2 y D5, que cons-
tituyen el 1-3% de la poblacion neuronal del
nucleo®.

La administracion repetida de drogas de abu-
SO cOMo opiaceos y psicoestimulantes causa un
ndmero de respuestas adaptativas en el cerebro
gue pueden eventualmente contribuir al desarro-
llo de la adiccién1®L, La sensibilizacién locomo-
tora consiste en un progresivo y persistente au-
mento de las propiedades psicomotoras de las
drogas con las sucesivas administraciones inter-
mitentes. Esta sensibilizacion conductual depen-
de de la facilitacién en la transmision glutamatér-
gica y dopaminérgica en el prosencéfalo basal, y
se ha sugerido que es de fundamental importan-
cia en los aspectos motivacionales de la droga-
diccién, busqueda compulsiva de la droga y re-
caidas'>18,

El objetivo del presente estudio fue investigar
si la eliminacion del gen que codifica el receptor
de SP podia afectar a los sistemas motivaciona-
les y a los procesos adictivos. Para ello se estu-
di6, en primer lugar, la conducta motora 'y el CPP
inducido por morfina, asi como el condiciona-
miento de aversion de plaza, el sindrome de abs-
tinencia y la sensibilizacion locomotora. Poste-
riormente, los estudios se extendieron a otras
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drogas de abuso y al recompensante natural co-
mida para determinar si los efectos observados
con morfina eran especificos de dicha droga o
bien se trataba de un mecanismo comdn de la
via de recompensa. Por ultimo, se examind el
sustrato neurobioldgico de las alteraciones ob-
servadas mediante la destruccion selectiva de las
neuronas NK1*, utilizando la neurotoxina SP-sa-
porina inyectada estereotdxicamente en dos
areas cerebrales: el nacleo accumbens y la amig-
dala.

Métodos

Todos los ensayos de conducta se realizaron
en ratones adultos macho (129/Sv x C57BL/6).
Se usaron dos tipos de animales, los ratones
knockout, que carecen del gen que codifica
para el receptor NK1 (NK17), y los ratones sil-
vestres (NK1**). Todos los resultados se anali-
zaron estadisticamente y su usé una n = 8-14.
Todos los experimentos se realizaron durante la
fase de luz del ciclo oscuridad/luz, entre las 9 a.m.
ylas 3 p.m.

Condicionamiento de preferencia de plaza

El ensayo fue previamente descrito por Wise y
Bozarth®°.El aparato de CPP consistié en dos
compartimentos cuadrados de Plexiglas de 15 x
15 x 15 cm conectados por una parte central lla-
mada &rea neutral. Ambos compartimentos eran
tactil y visualmente distintos. El ensayo consta de
tres fases: a) fase de precondicionamiento du-
rante la cual el animal situado en el area neutral
tuvo libre acceso a los dos compartimentos y se
registrd su localizacion durante 18 min; b) fase
de condicionamiento en la que los animales reci-
bieron la droga (o0 comida) en los dias 1, 3y 5,y
la solucién salina en los dias 2, 4 y 6 e inmedia-
tamente después de cada inyeccién se confiné al
animal durante 20 min en un compartimento
asignado previamente, y c) fase de test, que fue
exactamente igual que la fase de precondiciona-
miento (libre acceso a los dos compartimentos
durante 18 min) a las 24 h después de la tltima
inyeccion. La puntuacién de preferencia de pla-
za se expresé como la diferencia en el tiempo de
permanencia dentro del compartimento asocia-
do a la droga durante las fases de test y de pre-
condicionamiento. El tiempo transcurrido en el
area neutral fue proporcionalmente dividido y su-
mado al valor de tiempo de cada compartimento
de condicionamiento. Los movimientos de los
animales fueron captados y analizados con un vi-
deotracking (Smart, Panlab).
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Condicionamiento aversivo de plaza inducido
por naloxona

El protocolo seguido fue el mismo que el CPP
pero con pequefias modificaciones?. Antes de
empezar el condicionamiento aversivo de plaza
inducido por naloxona (CPA) se traté a los ani-
males cronicamente y con dosis crecientes con
morfina (10-50 mg/kg) para inducirles depen-
dencia a la droga opidcea de morfina. La fase de
condicionamiento consistié en el dia 1 en la ad-
ministracion de naloxona (1 mg/kg, i.p.) una hora
después de la inyeccién matinal de morfina y su
confinamiento durante 20 min en el comparti-
mento asignado y en el dia 2 la inyeccion de so-
lucién salina.

Sindrome de abstinencia

Se indujo la dependencia a opiaceos en rato-
nes mediante la administracion de dosis crecien-
tes de morfina cada 12 h durante 6 dias (20-100
mg/kg, i.p.). El sindrome de abstinencia se preci-
pitd una Unica vez en cada animal mediante la in-
yeccion de naloxona (1 mg/kg, i.p.) una hora des-
pués de la ultima inyeccion de morfina. Se
cuantificd el nimero de sacudidas de tronco, sal-
tos, olisquear, temblor de patas, diarrea y ptosis,
entre otros, durante 30 min.

Actividad locomotora

La actividad locomotora bajo condiciones no
estresantes se realizé en campo abierto negro de
30 x 50 x 50 cm con el suelo dividido en 25 cua-
drantes. Después de la inyeccién de la droga o de
la solucion salina se coloc6 al animal en el centro
del campo abierto y durante 10 min se registro su
comportamiento con una camara de video. Al fi-
nalizar la sesién se cuantifico el nimero de lineas
cruzadas.

Respuesta exploradora

La respuesta exploradora en un ambiente es-
tresante se realiz6 en un campo abierto cuyas di-
mensiones eran de 30 x 50 x 50 cm con el suelo
dividido en 25 cuadrantes. El aparato estaba in-
tensamente iluminado (500 lux) y contenia cua-
tro objetos desconocidos por el animal a 20 cm
de cada esquina. Se situaron a los animales indi-
vidualmente en el centro del campo abierto y se
registré su comportamiento con una cdmara de
video durante 5 min. Este ensayo se realizé en
3 dias consecutivos a intervalos de 24 h. Cada
dia se cuantificd el nimero de cuadrantes cruza-
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dos, periodos de aseo, defecacidn, elevaciones y
el nimero de visitas a los objetos desconocidos,
como fue descrito por Maldonado et al?!.

Efecto analgésico y tolerancia a morfina

La tolerancia a morfina se realizé durante 12 dias,
siendo el primero y el Gltimo los dias en los que
se realizaron las curvas dosis/efecto. Durante el
segundo dia hasta el décimo primer dia se inyec-
t6 sulfato de morfina, 10 mg/kg, i.p., a los anima-
les dos veces diarias con intervalos de 12 h. Las
curvas de dosis/respuesta se realizaron median-
te 5 inyecciones de sulfato de morfina con incre-
mentos logaritmicos del 0,15 sobre la dosis acu-
mulada (dosiSnueva = 10215 +109 () — d0oSiSanterior
acumulada)- A 108 30 min de cada inyeccion se de-
terminaron los umbrales nociceptivos mediante
el ensayo de inmersion de la cola.

Estudios de ingesta de etanol

Los animales fueron sometidos a un protocolo
de libre eleccion las 24 h, durante 58 dias (10%
de etanol y agua las 24 h). Cada dia se cambié la
situacion de ambos tubos para evitar que la pre-
ferencia innata del animal por un sitio determi-
nara el resultado. Los animales pasaron por un
periodo en el que fueron expuestos a concentra-
ciones crecientes de alcohol (2, 4, 6, 8, hasta el
10%). Tras estos 58 dias les fue retirado el eta-
nol, y 7 dias después se les reinstaur6 el consu-
mo al 10% durante 4 dias. A continuacion se in-
crementaron las concentraciones de etanol hasta
el 30%, para ver si los ratones eran capaces de
controlar el consumo y reducir el volumen cuan-
do se aumentaba la concentracion de etanol.
Tras esta prueba se evalu6 a los animales en con-
sumo de sacarina.

Autoadministracion de drogas

Utilizando cajas de condicionamiento (modelo
ENV-307, MedAssociated, EE.UU.) los animales
fueron primeramente sometidos a una sesion de
aprendizaje operante utilizando leche condensa-
da, y aquellos que alcanzaron el criterio de al me-
nos 100 recompensas recibidas fueron canula-
dos en la vena yugular externa. Tras 48 h de
recuperacion postoperatoria, los animales se si-
tuaron en las cajas operantes durante 90 min
diarios, donde la pulsacién de la palanca activa
resulté en la administracion de 0,2 mg/kg de
morfina 0 0,65 mg/kg de cocaina (0,65 ml/min)
seguido de 10 s de inactivacion de la palanca
para prevenir sobredosis??.

Sensibilizacién locomotora a las drogas

El procedimiento de sensibilizacion utilizado es
una modificacion del descrito por Martin et al?2.
Los animales fueron habituados a las cajas de ac-
tividad locomotora durante 3 dias y posterior-
mente inyectados crénicamente con dos dosis
diarias de morfina (15 mg/kg, i.p.), cocaina (10
mg/kg, i.p.) o salino durante 15 dias, ensayando-
se la actividad locomotora aguda tras la primera
inyeccion y posteriormente cada 3 dias. Finaliza-
do el tratamiento los animales descansaron du-
rante 5 dias, y a las 24 h fueron inyectados de
nuevo con las mismas dosis anteriores y ensaya-
da su actividad locomotora.

Lesiones estereotaxicas

Bajo anestesia de halotano (Rhodia Ltd) se co-
locd a ratones macho (6 a 8 semanas de edad)
C57B6 x SV/129 en el aparato estereotaxico (mo-
delo 900 small animal stereotaxic, KOPF Instru-
ments). Se realizd una ablacion selectiva de las
neuronas que expresan el receptor NK1 median-
te inyecciones bilaterales de la neurotoxina SP-sa-
porina, SP-SAP (Advanced Targeting Systems),
1 pl 106 M. Este conjugado neurotéxico se une
Unicamente al receptor NK1 e induce la muerte
especifica de las neuronas que lo expresan (nd-
cleo accumbens: AP + 1,20 mm, ML + 1,00 mm,
DV - 4,20 mm; amigdala: AP — 1,46 mm, ML +
2,80 mm, DV -4,80 mm). Los animales control re-
cibieron inyecciones bilaterales de la toxina sapori-
na individualmente, SAP (Advanced Targeting Sys-
tems), 1 pl 10% M o de la SP (Sigma), 1 pl 10% M
bajo las mismas condiciones. Tras 5 semanas
poslesion se monitorizé la actividad locomotora y
el CPP inducido por morfina, asi como la localiza-
cién y la extension de la lesion mediante inmu-
nohistoquimica usando los anticuerpos para el re-
ceptor NK1, NeuN, GFAP y ChAT.

Resultados

Andlisis de los efectos de morfina en animales
carentes del gen NK1

Inicialmente se estudi6 la conducta motora de
los ratones mutantes en campo abierto y su res-
puesta exploratoria, resultando ser indistinguibles
del grupo de animales silvestres (fig. 1A,B). Sin
embargo, mientras que los animales silvestres
mostraron la ya descrita estimulacion motora in-
ducida por morfina, los animales mutantes no
mostraron efectos psicoestimulantes incluso a
dosis altas (fig. 1C).
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Fig. 1. Ausencia de incremento de la actividad locomotora en animales NK1-/- tras la administraciéon de morfina

A. Conducta de los ratones NK1-/-en el laberinto de cruz elevado. El tiempo transcurrido en los brazos abiertos y el nd-
mero de visitas al brazo abierto fueron similares en ambos genotipos. Los datos son la media + ESM analizados usan-
do two-way ANOVA y Dunnett's test, n = 10 por grupo.

B. Respuesta exploratoria de animales NK1-/-y silvestres en campo abierto en condiciones estresante de iluminacion
y conteniendo objetos desconocidos. Los valores representan el nimero de visitas a los objetos desconocidos (media
+ ESM). El nimero de lineas cruzadas por el animal silvestre fueron: dia 1, 116,2 + 20,9; dia 2, 89,7 + 13,9; dia 3, 80 + 26;
y para el NK1-/- fueron: dia 1, 111,6 + 10,4; dia 2,113 £+ 7,2; dia 3,123 + 13. El nimero de elevaciones, aseos y de-
fecaciones fue similar en ambos genotipos. * p<0,05 versus el mismo grupo el dia 1 (Dunnett’s test, n = 10).

C. Respuesta motora a la administracion de morfina en animales silvestres (linea continua) y en NK1-/- (linea discon-
tinua), en condiciones no estresantes. El nimero de lineas cruzadas del campo abierto se midieron tras la inyeccion
de 3 dosis de morfina. Los valores representan la media + ESM (n = 6), **p<0,002, *p<0,05, versus grupo salino del
mismo genotipo, T p<0,001 versus tipo silvestre recibiendo el mismo tratamiento. Los datos se analizaron usando el
test t de Student bilateral.

La accion estimulante motora de morfina pue-
de estar ligada a sus propiedades reforzantes?®,
por lo que se estudio la capacidad recompen-
sante de morfina utilizando el CPP. A la dosis de
1 mg/kg, morfina no indujo CPP en ninguno de
los dos genotipos, pero a las dosis de 3 mg/kg los
animales silvestres mostraron una clara prefe-
rencia por el compartimento asociado a la droga
gue no estuvo presente en los mutantes NK1+
(fig. 2). Estos datos indican que los animales ca-
rentes del receptor NK1 no son capaces de re-
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gistrar los efectos reforzantes positivos que indu-
ce morfina, por lo que nos preguntamos si serian
capaces de registrar los efectos negativos de su
ausencia cuando fueran dependientes de la dro-
ga. En el ensayo de aversion de plaza los anima-
les silvestres mostraron una clara aversion por el
compartimento asociado al sindrome de absti-
nencia inducido por naloxona, mientras que los
mutantes mostraron una menor evitacion por el
compartimento que fue estadisticamente signifi-
cativa (fig. 3).
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Fig. 2. Ausencia de preferencia de condicionamiento de plaza inducido por morfina (3 mg/kg, s.c.), en animales NK1-/-
comparado con silvestres. A) Tiempo transcurrido en el compartimento asociado a la droga durante el precondicio-
namiento (barras blancas) y en la fase de test (barras negras). Los valores representan la media + ESM, ***p<0,001,
versus grupo salino del mismo genotipo, T p<0,02, versus grupo silvestre recibiendo el mismo tratamiento. B) Dife-
rencia entre los tiempos transcurridos durante el postcondicionamiento y precondicionamiento en el compartimento
asociado a la droga. Los datos fueron analizados con el test de Dunnett’, n = 12 para el grupo de morfina, n = 10 para
el grupo de salino.
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Fig. 3. Efecto de la administracion de naloxona (1 mg/kg) sobre el ensayo de aversion de plaza condicionada en ani-
males mutantes y silvestres. A) Representa el tiempo de permanencia en el compartimento asociado al sindrome de
abstinencia durante la fase de precondicionamiento (barra gris) y durante la fase de test (barra negra). Cada barra re-
presenta la media = SEM del tiempo de permanencia para cada grupo experimental (n = 6 silvestres, n = 10 mutan-
tes). B) Representa los datos expresados en puntuacion de preferencia de plaza, score, para ratones silvestres (barra
gris) y mutantes (barra negra). ***p<0,001, diferencias significativas entre los dos genotipos bajo el mismo tratamiento
(test t de Student)
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Fig. 4. Efecto del condicionamiento inducido por comida sobre el ensayo de preferencia de plaza condicionada en ani-
males NK1-/-. Representa el tiempo de permanencia en el compartimento asociado a la comida durante la fase de
precondicionamiento (barra gris) y durante la fase de test (barra negra) en animales condicionados a comida. Grupo
FD animals deprivados de comida, grupo FS animals saciados de comida. N = 8, * p<0,05 diferencias significativas
entre el grupo control y los grupos condicionados (test t Student).

Con el fin de descartar que la ausencia de CPP
pudiera deberse a deficiencias de aprendizaje y
memoria, se realizaron una serie de experimen-
tos en los que se usé el recompensante natural
comida en dos estados motivacionales de los ani-
males, a saber animales saciados y animales de-
privados de comida. En ambos estados y en am-
bos genotipos se establecio preferencia de plaza
a comida indicando que los efectos observados
con morfina parecen ser especificos para esta
droga y no son consecuencia de alteraciones en
otros sistema cerebrales (fig. 4).

Se estudiaron los signos somaticos de la absti-
nencia morfinica, en animales dependientes, de-
sencadenados mediante la administracion del
antagonista opiaceo naloxona. Los animales reci-
bieron dos inyecciones diarias de dosis crecien-
tes de morfina (20-100 mg/kg) durante 5 dias.
A los 60 min de la ultima inyeccidn se les admi-
nistro naloxona (1 mg/kg), observandose que
todo el rango de sintomas clésicos de abstinen-
cia estaba presente en ambos genotipos, excep-
to la conducta del salto, que s6lo se manifesté en
los animales NK1+*. El salto esta considerado el
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componente motor dominante del sindrome de
abstinencia, y por ello existieron diferencias esta-
disticamente significativas en la puntuacion glo-
bal del sindrome (fig. 5), lo que sugiere que los
animales mutantes presentan una atenuacién de
la abstinencia morfinica. Estos resultados son
consistentes con los previamente descritos utili-
zando antagonistas NK1 (i.c.v.) en ratas®.

Los experimentos de autoadministracion de-
mostraron que los NK17- se administran menos
morfina que los NK1**, a pesar de que se admi-
nistran mucha maés leche condensada, es decir,
los animales mutantes no adquirieron respuesta
operante para obtener inyecciones intravenosas
de morfina pero si para obtener comida? (fig. 6).
Estos datos sugieren claramente que la recom-
pensa opiacea requiere que la funcionalidad de
la transmision SP-érgica se encuentre intacta.

A pesar de la pérdida de los efectos reforzantes
de morfina, sus propiedades analgésicas no se
encuentran alteradas en los animales mutantes.
Las curvas dosis/efecto utilizando los ensayos de
placa caliente e inmersion de la cola son idénticas
en ambos genotipos. Asi mismo, no existen dife-



PARTICIPACION DE LA SUSTANCIA P EN LOS MECANISMOS DE RECOMPENSA

rencias en cuanto al establecimiento de toleran-
cia a dicho efecto analgésico (figs. 7 y 8).

Se realizaron, ademas, experimentos bioqui-
micos encaminados a dilucidar las posibles alte-
raciones en receptores cerebrales y genes de ex-
presion temprana. Mediante ensayo de union de
3H-DAMGO a membranas cerebrales se estudié
el nimero y la afinidad de los receptores opioides
W, no encontrdndose diferencias significativas en-
tre ambos genotipos (NK1**: Bmax: 0,16 + 0,037
pmol/ug de proteina, Kd: 6,12 + 1,73 nM; NK1*:
0,12 + 0,01 pmol/ug de proteina, Kd: 4,4 +£0,5 nM).
Asi mismo, tampoco se encontraron diferencias
entre genotipos en la funcionalidad de este re-
ceptor opioide, evaluado mediante medida de la
actividad adenilatociclasa y la produccién de
adenosinmonofosfato ciclico, en condiciones ba-
sales o después de tratamiento agudo, crénico o
en abstinencia inducida por naloxona (fig. 8).

Debido al papel de los receptores dopaminérgi-
Ccos en la recompensa opiacea®®, también estu-
diamos la expresion de los receptores D1y D2 me-
diante hibridacion in situ. De nuevo, no existieron
diferencias significativas entre genotipos indican-
do que su expresion en NK1* esta inalterada.

Finalmente, los cambios plésticos a largo pla-
z0 que se desarrollan durante el tratamiento con
opiaceos o psicoestimulantes parecen estar liga-
dos con la expresion de genes de expresion tem-
prana, en particular Fos-B y su isoforma trunca-
da AFos-B, en el nlcleo accumbens?. El estudio
semicuantitativo por inmunofluorescencia y pos-
terior analisis en microscopia confocal de AFos-
B reveld el incremento ya descrito de esta isofor-
ma tras el tratamiento crénico con morfina en los
animales silvestres, pero no se observé en los ani-
males mutantes. Este resultado indica que la ac-
tivacion de Fos-B podria estar ligada a la expre-
sion de la recompensa en la dependencia
opiacea?®?7,

Andlisis de los efectos de otras drogas de
abuso en animales carentes del gen NK1

Como se observa en la figura 9, las drogas an-
fetamina (1 mg/kg, i.p.), nicotina (0,5 mg/kg, i.p.)
y cocaina (2,5, 5y 10 mg/kg) indujeron una cla-
ra preferencia de plaza en animales NK1**, Sin
embargo, ni anfetamina ni tampoco nicotina fue-
ron capaces de incrementar el tiempo de perma-
nencia en el compartimento asociado a la droga
en animales NK1* (fig. 10). Por el contrario, el
CPP para la droga cocaina se mantuvo intacto y
la autoadministracion de esta droga es similar en
los animales mutantes y silvestres (fig. 11).
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Fig. 5. Medida de la intensidad del sindrome de absti-
nencia a opiaceos tras la administracién de naloxona a
ratones dependientes de morfina. El sindrome de abs-
tinencia se precipit6 una Gnica vez en cada animal me-
diante la administracion de naloxona (1 mg/kg, i.p), una
hora después de la Ultima inyeccion de morfina. Se eva-
luaron durante los siguientes 30 min los principales sig-
nos somaticos de abstinencia. A) Representa la pun-
tuacion en la conducta de salto en ratones silvestres
(barra gris) y ratones mutantes (barra negra). B) Re-
presenta los datos expresados en puntuacion global del
sindrome de abstinencia. N = 10, *p<0,05, diferencias
significativas entre ambos genotipos.

Con respecto a la droga etanol, los animales
NK1, utilizando un protocolo de autoadminis-
tracion de 52 dias, consumen menos etanol en la
bebida y muestran una menor preferencia que
los animales silvestres (fig. 10).

Estudio del sustrato neurobioldgico de la
recompensa opiacea en animales NK1+

Habiendo observado que los ratones NK1 ca-
recen de los efectos recompensantes del opiaceo
morfina, nos preguntabamos lo siguiente: ;qué
pasaria si tnicamente una poblacién determina-
da de neuronas, 0 mas concretamente un nucleo
involucrado en los mecanismos de adiccién, no
tuviese el receptor NK1? Por esto, en este apar-
tado, se quiso determinar la localizacién de las
areas cerebrales en las que la SP esté implicada
en la recompensa opiécea.
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Fig. 6. Autoadministracion de morfina y cocaina en ratones NK1-/-. Ay B) Aprendizaje operante: En los experimentos
de morfina los ratones mutantes emitieron mas presiones de palanca (p<0,05;A) y obtuvieron mas recompensa
(p<0,01, B) que los controles silvestres. Estas diferencias no se observaron en el experimento de cocaina. C y D) Au-
toadministracién de morfina (aprox. 0,2 mg/kg/infusion): Los datos representan las sesiones de autoadministracién 7
a 11 donde su respuesta fue estable. Los ratones NK1-/- (n = 4) no se administraron morfina a la dosis que indujo au-
toadministracion en los animales silvestres (n = 5) (efecto de genotipo: p<0,05). Los animales silvestres presentaron
un nivel mas alto de presiones en la palanca activa que los mutantes. E y F) Autoadministracion de cocaina (aprox.
0,65 mg/kg/infusion): los datos representan la autoadministracion en las sesiones 4-7 donde la respuesta fue estable.
Los ratones NK1-/- (n = 5) se autoadministraron el mismo nimero de infusiones de recompensa que los silvestres (n = 5)
y ambos genotipos mostraron una alta respuesta en la palanca activa comparada con la inactiva (p<0,005).
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Fig. 7. Sensibilizacién motora de morfina y cocaina en ratones knockout. A) Respuesta locomotora a morfina. Media
+ SEM de la velocidad de movimiento por los animales NK1-/- y los animales silvestres durante el periodo de habitua-
cion a las cajas de actividad (dias 1-3), administracion de morfina crénica (15 mg/kg, i.p.) o salino (dias 4-19, dos in-
yecciones por dia), y tras una dosis de morfina (15 mg/kg, i.p.) o salino el dia 26. B) Respuesta locomotora a cocaina.
Media + SEM de la velocidad de movimiento por los animales NK1-/- y los animales silvestres durante el periodo de
habituacion a las cajas de actividad (dias 1-3), administracion de cocaina cronica (10 mg/kg, i.p.) o salino (dias 4-19,
dos inyecciones por dia), y tras una dosis de challenge de cocaina (10 mg/kg, i.p.) o salino el dia 26. *p<0,05 vs. NK1-
[-; **p<0,01 vs. NK1-/-; ***p<0,001 vs. saline; #p<0,05 vs. saline; ##p<0,01 vs. NK1-/-; ###p<0,001 vs. salino (Tu-
key post hoc comparisons).
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Fig. 8. Desarrollo de tolerancia a morfina. Los animales recibieron dos inyecciones diarias a intervalos de 12 h de 10 mg/kg
de morfina, i.p. Treinta min después de la primera inyeccién se determinaron sus umbrales nociceptivos térmicos me-
diante el test de inmersion de cola. De cada dosis administrada se calculo el maximo efecto posible expresado en por-
centaje. El fenémeno de tolerancia analgésica se desarrollé6 de manera similar en ambos genotipos. Inserto: Curvas
dosis efecto de analgesia morfinica en animales no tratados (dia 1) y tras desarrollar tolerancia a morfina (dia 12). Las
curvas no muestran diferencias significativas entre ambos grupos de animales (circulo abierto, animales silvestres;

circulo cerrado, animales mutantes).

Para ello se utilizaron animales 129/Sv x
C57BL/6 de primera generacion, y mediante ci-
rugia estereotaxica, se les inyecto bilateralmente
por via i.c.v. el conjugado neurotdxico SP-SAP,
provocando una ablacién selectiva in vivo de las
neuronas que expresan el receptor NK1. Para
ello se utilizaron dos grupos experimentales de
animales diferenciados segun el nicleo lesiona-
do: grupo-NAc y grupo-amigdala, animales lesio-
nados en el ndcleo accumbens o en la amigdala,
n =14y 16, respectivamente.

Tras 5 semanas de la lesion se midieron la ac-
tividad locomotora tras la administracion i.p. de
10 mg/kg de morfina o de solucién salinay el
CPP inducido por morfina (3 mg/kg) o salino. Al
finalizar los estudios de conducta se procedi6 a
la localizacion y extensién de la lesién mediante
técnicas de inmunocitoquimica.

10

En el ensayo del CPP, tras el condicionamiento
a morfina, se observaron diferencias estadistica-
mente significativas entre el grupo-amigdala con
respecto al grupo-control, animales no lesionados,
y al grupo-NAc. Los animales lesionados bilateral-
mente en la amigdala mostraron una disminucién
en el tiempo de permanencia en el compartimen-
to asociado a la droga opiacea a diferencia del gru-
po-control y del grupo-NAc, que permanecieron,
en el dia del test, la mayor parte del tiempo en el
compartimento asociado a la droga (p < 0,05). Los
resultados también se expresaron como “puntua-
cion de preferencia de plaza”, score, donde se
aprecia una disminucion del score en el grupo-
NAc con respecto al grupo-control pero sin ser
esta diferencia significativa (fig. 12).

La actividad locomotora del grupo-amigdala
también se vio alterada tras la administracion de
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morfina (10 mg/kg, i.p.), ya que no se produjo el
aumento de locomocion esperado y si estuvo pre-
sente en el grupo-control y en el grupo-NAc, don-
de en ambos grupos la locomocién aumento.

Discusion

Los resultados de estos estudios proveen evi-
dencias del papel de la SP en los mecanismos de
recompensa a las drogas de abuso y en la adic-
cién. Los datos fuertemente sugieren que debe
de existir una sinapsis clave en el prosencéfalo
basal (probablemente en la amigdala) entre co-
laterales que liberan SP y las grandes neuronas
colinérgicas que expresan el receptor NK1. Di-
chas neuronas estan implicadas en el aprendiza-
je asociativo y responden a estimulos que desen-
cadenan una conducta operativa aprendida y
recompensante?8-30,

La pérdida de los efectos recompensantes en
los animales NK1*- parece ser un mecanismo
comun para las drogas de abuso morfina, anfe-
tamina, nicotina y alcohol, pero, sin embargo, en
el caso de cocaina no se han encontrado dife-
rencias con los animales silvestres. Existen po-
cos estudios en la literatura que describan una
disociacion entre los efectos conductuales de
morfina/anfetamina y cocaina. Por ejemplo, las
lesiones con &cido iboténico en el ndcleo pedun-
culopontino de rata abolié el CPP para morfinay
anfetamina, pero permanecio intacto el CPP de
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Fig. 9. Actividad adenilato ciclasa tras diferentes trata-
mientos de morfina en animales NK1-/- y silvestres. Las
barras representan niveles de AMPc para cada grupo
experimental. No se encontraron diferencias significa-
tivas.
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Fig. 10. Ausencia de preferencia de condicionamiento de plaza inducido por anfetamina (1 mg/kg, s.c.), y nicotina
(0,5 mg/kg) y presencia en el caso de cocaina (5 mg/kg) en animales NK1-/- comparado con silvestres. Tiempo trans-
currido en el compartimento asociado a la droga durante el precondicionamiento (barras grises) y en la fase de test
(barras negras). Los valores representan la media £ ESM, ***p<0,001, , versus grupo salino del mismo genotipo. Los
datos fueron analizados con el test de Dunnett’, n = 12 para el grupo de morfina, n = 10 para el grupo de salino.
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Fig. 11. Consumo de etanol en animales NK1-/-. A) Los animales mutantes consumen menos etanol desde el dia 4 y
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Fig. 12. Efecto de la administracién de morfina (3 mg/kg) sobre el ensayo de preferencia de plaza en animales silves-
tres tras la inyeccion bilateral del conjugado neurotéxico SP-SAP. A) Representa el tiempo de permanencia en el com-
partimento asociado a la droga durante la fase de precondicionamiento (barra gris) y durante la fase de test (barra ne-
gra) en animales condicionados con 3 mg/kg de morfina. Se observa que la destruccion selectiva de las neuronas que
expresan el receptor NK1 en la amigdala, pero no en el ndcleo accumbens, modifica el desarrollo de condicionamiento
de plaza. B) Efecto de la administracion de morfina (10 mg/kg) en la actividad locomotora de animales silvestres tras

la inyeccion bilateral de SP-SAP.

cocaina®!32, Las lesiones con &cido quinolinico
del &rea prelimbica de la corteza prefrontal elimi-
no el CPP para cocaina sin alterar la respuesta de
morfina y anfetamina®3. Aunque estas dos areas
presentan baja inmunorreactividad para el recep-
tor NK1, estas evidencias confirman que deben
existir rutas separadas que median los aspectos
motivacionales de estos dos grupos de drogas.
Esta novedosa implicacion de la SP en los as-
pectos motivacionales de las drogas podria re-
presentar una nueva ruta farmacolégica para el
control del abuso de drogas. De una parte, que-
da disociado el efecto reforzante del efecto
analgésico de morfina y, por tanto, se podria es-
pecular que la coadministracion de antagonistas
NK1 y morfina, para el tratamiento del dolor cro6-
nico, induciria el efecto analgésico esperado,
pero que, sin embargo, se evitaria/retrasaria la
aparicion de efectos motivacionales (adiccion).
Por otra parte, para el tratamiento de la adiccion
los antagonistas NK1 ayudarian a reducir el sin-
drome de abstinencia y prevendrian las reinci-
dencias por disminuir los niveles de ansiedad y la
relevancia de las sefiales ambientales condicio-
nadas, asociadas a la ingesta de drogas.
Ademas, podriamos especular que si enfer-
medades tan dispares como la depresion, la an-

siedad y la adiccién pueden, al menos en parte,
estar bajo el control del sistema de SP, podria
existir una predisposicion del individuo a padecer
estas enfermedades. Sabemos que las situacio-
nes de estrés en la infancia predisponen a la dro-
gadiccion y depresién en la vida adulta. De forma
gue las presiones ambientales en un cerebro in-
maduro podrian alterar los circuitos de SP para
que el nifio pueda soportarlas y, a la vez, para-
déjicamente, hacerlos vulnerables a sufrir altera-
ciones de conducta en la vida adulta, cuando los
agentes estresantes reaparezcan. Similarmente,
las alteraciones en el sistema de SP durante la
progresién de la adiccion podrian ser responsa-
bles de las recidivas tras las curas de desintoxi-
cacion exitosas.
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DISCUSION

tex affect cocaine- and MK801 but not morphine
and amphetamine-induced reward and psicomo-
tor activation as measure with the place preferen-
ce conditioning paradigm. Behav Brain Res 1998;
97:115-127.

E. AmBrosio: En el estudio con receptores |, el
marcaje lo habéis realizado con el cerebro en-
tero de los animales o con regiones?

C. De FeLiPE: Hemos utilizado membranas de es-
triado, ya que en el raton queriamos hacerlo en
accumbens, pero el tejido no era suficiente.

E. AmBRosio: Sugiero realizarlo mediante autorra-
diografia para tener un mejor estudio de la dis-
tribucién. Cuando se lleva a cabo con membra-
nas, aungue no notéis cambios en la afinidad o
en el nimero de receptores, la autorradiografia
ofrece una visidn mas precisa y quizas comple-
ta de los posibles cambios.

C. Dk Feupe: (Te refieres a otras regiones del ce-
rebro?

E. AmBrosio: No, incluso en ésa. Otra region inte-
resante es también el talamo, en el cual hay
muchos receptores opiaceos.

C. De Feure: Como no queriamos encontrar al-
teraciones, tampoco miramos mucho mas,
porque realmente lo que queriamos era ads-
cribirlo a la sustancia P, y entonces nos gusto
gue no hubiera alteraciones en este receptor
opioide.

E. AmBRosIo: Otra sugerencia es estudiarlo en el
sistema nervioso periférico, ya que la sustancia
P estd muy ligada al control del dolor. Me pare-
ceria interesante que ampliarais ese estudio si
no lo habéis hecho ya.

C. De Fevipe: Si, el estudio de dolor lo tenemos he-
cho, lo publicamos en 1998, y observamos que
no hay alteraciones en el dolor agudo. Sin em-
bargo, en ciertos tipos de dolor o de hiperalge-
sia si que se encuentra alterado. Por ejemplo,
no aparece wind-up espinal tras la estimulacion
nociva, y hemos observado también que hay al-
teraciones en las vias descendentes inhibitorias
del dolor. Claro, lo primero que estudiamos en
este raton fue el dolor.

R. MaLboNADO: Me parece muy curioso la falta
de sobreexpresion de AFos-B en los anima-
les. Sabéis que el grupo de Nestler describe
una correlacion, tedricamente, entre la ex-
presion de AFos-B y las propiedades refor-
zantes tanto de psicosimulantes como de
opiéceos. ;Como explicas esta ausencia de re-
fuerzo con morfina pero esta permanencia

del refuerzo inducido por cocaina si AFos-B
no se expresa?

C. De Feuipe: Los experimentos del Fos-B los hici-
mos s6lo con morfina, la cual no lo incrementa-
ba, pero no los realizamos con cocaina. Diga-
mos que el numero de células que se iluminan
es el mismo, pero la cantidad medida con in-
munofluorescencia y microscopia confocal no
varia en los animales mutantes. En cambio,
existe una gran elevacion en los animales sil-
vestres. Se correlacionaba muy bien con morfi-
na, aunque no hemos llevado a cabo el experi-
mento con cocaina.

R. MaLponapo: El tema de la ausencia de efecto
ansiolitico en los animales choca un poco, vien-
do, por ejemplo, el resultado de A. Zimmer con
el knockout de sustancia P o los resultados que
ti comentabas de los estudios clinicos.

C. De FeLiPe: El efecto ansiolitico en estos ratones
es muy dificil de estudiar. En determinadas
pruebas de ansiedad observamos diferencias,
en tanto que en otras no se aprecia ninguna. Da
la impresion de que tiene que haber alteracio-
nes que sélo se manifiestan cuando realmente
el animal ha estado sufriendo un estrés agudo.
Sin embargo, la exposicion simplemente a un
campo claro o a luz no es suficiente para de-
tectar diferencias.

R. MaLDoNADO: ;Y por qué cuando se hace el
knockout de la sustancia P si que aparece la
respuesta?

C. DE Feuipe: La neuroquinina A o la eliminacion
de las dos, es decir, neuroguinina A y sustancia
P. No lo sé. Ya te digo que los ensayos que he-
mos realizado en ansiedad son controvertidos,
porque unos nos dan diferencias y otros no. Por
ejemplo, en el ensayo de la caja blanca y negra
tenemos diferencias, en cambio en el elevated
plus maze no vemos ninguna diferencia.

C. Faura: Respecto a los receptores opioides, y
dada la relacion estrés y sistema opioide endé-
geno, ;0s habéis planteado estudiar otros re-
ceptores, A o0 K 0 incluso el grado de dimeriza-
cion? En los dltimos afios se esta sugiriendo que
diferencias en el grado de dimerizacion pueden
potenciar o disminuir distintas acciones opioi-
des, como puede ser la tolerancia, etc. Quiza
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estas diferencias de los receptores NK1 podrian
estar modulando otros sistemas.

C. De Feure: No cabe duda que de podria haber
alteraciones, lo que pasa es que si sélo hubiéra-
mos encontrado diferencias con morfina po-
driamos pensar que el efecto es puramente
opioide. Sin embargo, lo obtenemos también
con nicotina, con etanol y con anfetamina. En-
tonces, el efecto no lo podemos adscribir ni al
W ni al A. Parece depender de una modulacion
del sistema global por sustancia P. Puede que
haya también diferencias en otros receptores,
pero la anfetamina no va a estar actuando so-
bre el receptor A, obviamente. Por eso no nos
hemos planteado ese tipo de estudio.

16

M.A. HurLE: Te queria preguntar sobre la falta o
la atenuacion del sindrome de abstinencia en
estos animales, que, sin embargo, desarrollan
tolerancia a la accion analgésica. ;Probasteis si
esto se repite con otras drogas de abuso, como
el etanol, por ejemplo? Llama la atencién el he-
cho de que no tengan aversion de plaza. Pue-
de ser porque disminuye el sindrome de absti-
nencia, pero también podria ser que el nivel de
estrés o de ansiedad durante el sindrome de
abstinencia, y no solamente las alteraciones
motoras, pudiera estar atenuado.

C. De Feuipe: No. No hemos probado nada, la
verdad es que si que podiamos haberlo he-
cho.





