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RESUMEN

El ambiente al que son expuestos los organismos durante su crecimiento tiene consecuencias
sobre la vulnerabilidad del consumo de sustancias. Esta investigacion expuso a enriquecimiento
ambiental a ratas Wistar macho durante su crecimiento y evalud su efecto sobre el consumo de
nicotina en condiciones de aislamiento. Las ratas Wistar se dividieron en dos grupos, el grupo en
ambiente estandar (ES) con cuatro ratas por caja (47x33x1cm) y el grupo en enriquecimiento
ambiental (EN) con 8 organismos por caja (75x60x60cm), desde el dia 21 al dia 50 de vida. En el dia
51 y hasta el dia 74 todos los animales fueron colocados en cajas individuales, 5 ratas EN y 5 ratas
ES se les colocd un bebedero con solucidén de nicotina (0.0006%) por 12 horas con alimento ad
livitum. Las 6 ratas restantes consumieron agua potable y alimento ad livitum. Al dia 75 los
animales fueron eutanasiados con pentobarbital sddico (60mg/kg), se extrajo el cerebro y se corté
a 40 micras, se seleccionardn los cortes correspondientes al nldcleo acumbens core y shell para ser
procesado por la técnica de inmunohistoquimica a AFosB. Los resultados muestran que no se
encontraron diferencias significativas en el consumo de nicotina de los animales que crecieron en
ambiente estandar (ES 8.0026+0.2541 mg/kg/dia) y en ambiente enriquecido (EN 8.1907+0.2407
mg/kg/dia), pero se encontraron diferencias en el consumo respecto a la edad, la pubertad
presentd el mayor consumo en ambos grupos (1ES 9.9131+0.5438 mg/kg/dia, 2ES 9.0549+0.4663
mg/kg/dia, 1EN 9.1583+0.5438 mg/kg/dia y 2EN 9.1301+0.4917 mg/kg/dia), en comparacién con
la adultez (3ES 6.6825+0.3493 mg/kg/dia, 4ES 6.3599+0.3694 mg/kg/dia, 3EN 7.4344+0.4054
mg/kg/dia y 4EN 7.0399+0.3482 mg/kg/dia). Los resultados de la inmunohistoquimica no son
concluyentes, lo que indica que hay factores individuales que contribuyen a la acumulacién de
AFosB y no solo la cantidad de nicotina consumida. En conclusién podemos ver que el consumo de
nicotina es mas alto durante la pubertad que durante la adultez, ademds de que el efecto
protector del enriquecimiento ambiental sobre el consumo de nicotina desaparece al aislar a los
animales, por lo tanto en necesario mantener las condiciones de enriquecimiento ambiental para

usarlo como agente protector al consumo de nicotina.

Palabras clave: adiccion, nicotina, enriquecimiento ambiental, AFosB



INTRODUCCION

El tabaquismo es la causa de muerte del 8.4% de todas las muertes en México, se
relaciona con enfermedades tales como cancer de pulmén, accidentes cerebrovasculares,
neumonia y la enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC; Pichdn-Riviere et al.,
2013), la raiz de este problema de salud es el ingrediente activo del tabaco, la nicotina,
gue es la responsable de la adiccidn y por lo tanto del tabaquismo, sin embargo no todas
las personas que fuman se convierten en adictos, lo que evidencia la participacion del
ambiente en distintas etapas de vida asi como de la genética. Bien se sabe que en la
pubertad ocurre el primer contacto con la nicotina llegando a consolidarse hacia la
adultez, pero es durante la infancia, la pubertad y la adolescencia donde los humanos se
exponen mayormente a ambientes y experiencias diversas que forman su personalidad y
dejan una huella bioldgica, considerandose como un periodo de mayor plasticidad y de
prevencion al consumo excesivo de sustancias. Es por esto que la presente tesis se enfocd
en averiguar como el ambiente en que se desarrollaron nuestros modelos animales afecta
el consumo de nicotina y por lo tanto la composicién del nicleo acumbens el cual esta

relacionado con el consumo desmedido de sustancias.



ANTECEDENTES

Dependencia a sustancias

El manual diagndstico y estadistico de los trastornos mentales (DSM-V, 2014) considera la

dependencia como un grupo de tres o mas de los sintomas enumerados a continuacién,

gue aparecen en cualquier momento dentro de un mismo periodo de 12 meses.

a)

b)

f)

g)

Tolerancia: necesidad de recurrir a cantidades crecientes de la sustancia para
alcanzar la intoxicacion (o el efecto deseado) o una notable disminucién de los
efectos de la sustancia con su uso continuado a las mismas dosis, en el caso de
fumadores, estos suelen consumir mas de 20 cigarrillos al dia, una cantidad que les
hubiera producido sintomas de toxicidad cuando empezaron a fumar.

Abstinencia: cambio de comportamiento desadaptativo, con concomitantes
cognoscitivos y fisioldgicos, que tiene lugar cuando la concentracion en la sangre o
los tejidos de una sustancia disminuye en un individuo que ha mantenido un
consumo prolongado de grandes cantidades de esa sustancia. Después de la
aparicion de los desagradables sintomas de abstinencia, el sujeto toma la sustancia
a lo largo del dia para eliminarlos o aliviarlos normalmente desde que se despierta.
Aumento en el tiempo de exposicidn a la sustancia

El sujeto puede expresar el deseo persistente de regular o abandonar el consumo
de la sustancia.

Es posible que el sujeto dedique mucho tiempo a obtener la sustancia, a tomarlay
a recuperarse de sus efectos.

En algunos casos de dependencia de sustancias, todas las actividades de la
persona giran virtualmente en torno a la sustancia. Importantes actividades
sociales, laborales o recreativas pueden abandonarse o reducirse debido al
consumo de la sustancia

También puede ocurrir que, a pesar de reconocer la implicacién de la sustancia en
un problema tanto psicoldgico como fisiolégico, la persona continde consumiendo

la sustancia.



En el caso de la tolerancia esta se puede deber o bien a cambios funcionales en los lugares
de unién de la sustancia (por ejemplo, disminucién del numero de receptores) o bien a un
aumento de la capacidad del organismo para metabolizarla y eliminarla. Los efectos de la
tolerancia se pueden condicionar al lugar donde se administra la sustancia, y se presentan
de manera completa solo cuando la droga se administra en este contexto (Redolar, 2008).
Ademas se produce en determinado momento una sefial de intoxicacién, que se convierte
en un “feedback” negativo para seguir consumiendo, lo cual se convierte en un poderoso
mecanismo que protege a muchos individuos del consumo abusivo (Ahmed y Koob, 2005

En Pereira, 2008).

La pregunta clave en el estudio de la adiccién es porque algunos individuos hacen la
transicién de uso casual de la droga al uso compulsivo (adiccién), mientras otros no lo
hacen y por qué la recaida es tan comun independientemente del tiempo transcurrido
desde pasado el consumo de drogas (Chao y Nestler, 2004). Han surgido diversas teorias

del porque se desarrolla la adiccién, las cuales se describiran a continuacion.

La teoria hedonica caracteriza la transicion a la adiccidn en términos de estados afectivos,
positivos y negativos, experiencias del individuo. El principio basico de esta teoria se basa
en la vision tradicional de la adiccion, donde la ingesta inicial de alguna droga resulta en
un estado afectivo positivo (euforia o placer) pero tras el cese de la droga, se produce una
reaccion de retirada y anhedonia o disforia y la necesidad de aliviar estos efectos
negativos podria ser la base del elemento compulsivo de la adiccién (Chao y Nestler,

2004).

Teoria de los procesos oponentes, habla de los procesos de duelo de euforia y disforia
medidos en una escala heddnica, donde se eleva el punto de ajuste heddnico, por lo cual
la misma cantidad de droga tiene efectos heddnicos mds débiles y mds secuelas negativas
cuando de retira la droga. La transicion desde el estado heddnico positivo inicial a un
estado heddnico negativo que va en aumento, sefala al individuo a un espiral de
desregulacién homeostatica de las vias de la recompensa en el cerebro, lo que resulta en

el desarrollo de la adiccion y la vulnerabilidad a la recaida (Chao y Nestler, 2004).



|ll

La teoria de la sensibilizacion al incentivo establece una distincion entre el “gusto” por la
droga y el “querer“la droga. Esta teoria propone que el exceso de querer la droga y el
incentivo excesivo unido a estimulos asociados con la droga impulsa la busqueda

compulsiva, el consumoy la recaida. (Chao y Nestler, 2004).

La teoria basada en el aprendizaje propone una fuerte exposicidon repetida de la droga
estd asociada con recuerdos particularmente fuertes, mediada por los cambios inducidos
por la droga en regiones de recompensa del cerebro. En respuesta, el consumo de drogas
es una respuesta aprendida a estimulos condicionados, tales como sefales asociadas con

las drogas (Chao y Nestler, 2004).

Lo mds probable es que todas las teorias propuestas tengan razén, como veremos mas
adelante, el sistema neuronal encargado de la adiccién estd relacionado con partes del
sistema nervioso que no solo estan involucradas con el placer, sino también, con el

aprendizaje, la memoria, el displacer y la toma de decisiones.

Tabaco, nicotina y farmacocinética

La planta del tabaco (Nicotiana tabacum), pertenece a la familia solanaceae, es originaria
de las zonas costeras del continente americano. El primer contacto que se establecié entre
los europeos y el tabaco fue a partir del descubrimiento de América por los espafioles, ya
gue los antiguos pobladores de América celebraban ritos y ceremonias aspirando el humo
gue desprendian las hojas secas de tabaco dispuestas sobre una gran hoguera (Lopez,
2000). Ademas se han encontrado evidencias arqueoldgicas de aproximadamente 8000
aflos como pipas rusticas utilizadas para quemar sus hojas, también las mascaban o las
bebian, en infusiones o en jugo (Pascual y Vecéns, 2004 en Moreno-Coutifio y Coutino,
2012). Sin embargo fue hacia finales del siglo XIX que comenzé la industrializacion del uso
de tabaco en paquetes de cigarrillos y ya en el siglo XX su consumo se expandio a todo el

mundo (Lépez, 2000).



sse 239,

PRIARELA VEL NICOTL
MAS MINOK_

Figura 1. Planta del tabaco (Nicotiana tabacum) sintetiza nicotina, la cual es responsable de la
adiccion.

El tabaco produce un alcaloide llamado nicotina que se sintetiza en las areas
meristematicas de la raiz (Azcédn-Bieto y Taldén, 2008), esta sustancia es el mayor
componente en el humo de tabaco (Koob y Le Moal, 2006) y es absolutamente requerida
para el proceso de adiccidn, como se ha visto con fumadores de cigarros sin nicotina que
encuentran un refuerzo menor que con cigarros que contienen nicotina (Barret, 2010;
Robinson et al., 2000; Rose, 2006; Rose et al., 2010, en Collins et al., 2012), sin embargo,
también es evidente que la nicotina no es el Unico factor que interviene en el proceso de

adiccion (Collins et al., 2012).

En humanos la nicotina produce efectos de reforzamiento, incluyendo una leve euforia,
incremento de la energia, incremento en la excitacién, reduce el estrés, reduce la
ansiedad. Ademas fumadores de cigarros reportan que fumar produce excitacion,
particularmente con el primer cigarro del dia y relajacion cuando se esta bajo estrés (Koob
y Le Moal, 2006). Razén por la cual la nicotina produce un efecto similar al ansiolitico y

una disminucion en la tensién probablemente relacionado con el decremento del tono



muscular esquelético y la subsecuente reduccién en la tensiéon muscular, lo cual lleva

posiblemente a un efecto analgésico (Koob y Le Moal, 2006).

Respecto a la ingesta de alimentos la nicotina tiene efectos sobre esta, ya que disminuye
el apetito, particularmente el deseo por la comida dulce y carbohidratos, tanto en
humanos como en ratas, esta supresion del apetito es acompafiada de una disminucién de
insulina en sangre, y cambios en la funcidn serotoninérgica, también se ha reportado que

aumenta el metabolismo (oxidacidn de la grasa; Koob y Le Moal, 2006).

A nivel cognitivo, se sabe que la nicotina aumenta la ejecucién en tareas de memoria,
pues el consumo de tabaco provoca un incremento del estado de alerta y mejora el
rendimiento de tareas cognitivas, tanto en personas sanas, como en fumadores y
pacientes con Alzheimer (Picciotto, 1998 en Moreno-Coutifio y Coutifio, 2012), provee
atencidn y cognicidon en animales, asi mismo afecta el aprendizaje, el tiempo de reaccién y
la resoluciéon de problemas en fumadores con abstinencia (Moreno-Coutifio y Coutifio,

2012.)

Consumo de tabaco

En la actualidad existen diferentes formas de consumir tabaco, como en forma de rapé, en
infusiones, o mascarlo, pero la principal forma de consumo es el inhalar el humo
principalmente en cigarros. El acto de fumar, muestra la estrecha asociacion entre los
aspectos sensoriales de fumar (que actuaria como estimulo condicionado) y los efectos
farmacoldgicos de la nicotina (que se podria considerar como el estimulo incondicionado;
Rose y Levin, 1991 en Redolat, et al., 1994). Por lo que se considera que la nicotina actua

como un refuerzo positivo, tanto en animales como en humanos (Redolat, et al., 1994).

La capacidad relativa de estos productos para provocar dependencia o inducir abstinencia
esta en funcién de la rapidez de la via de administracion (fumada, oral o transdérmica) y
del contenido en nicotina del producto consumido (DSM-V, 2014). La nicotina
administrada de forma inhalada actia como un farmaco psicoactivo muy potente con

acciones tanto a nivel central como periférico (efectos cardiovasculares, endocrinos,



gastrointestinales, musculares etc.). Tales efectos dependen de una gran diversidad de
factores como la dosis de nicotina, la topografia de la conducta de fumar, la exposicidén
previa y la tolerancia a la nicotina. Esta forma de administracién es el método mds rapido
y eficiente para administrar nicotina, solo 7 segundos bastan para que la nicotina llegue al
cerebro después de la inhalacién del humo, permaneciendo alli de 15 a 20 mn, sin
embargo las acciones secundarias de la nicotina persisten durante mas tiempo (Redolat,
et al.,, 1994). Los cigarros contienen aproximadamente 10-20 mg de nicotina (Koob, Le
Moal, 2006), siendo el consumo diario de nicotina en humanos en promedio 1mg/kg/dia
(Benowitz y Jacob, 1984 en Dadmarz y Vogel, 2003) y la dosis oral fatal para un adulto es
de 60 mg (Koob y Le Moal, 2006) y a dosis altas induce aversién, malestar e incluso
vomitos y si el animal no puede regular su autoadministracién, ésta le produce aversidn

en lugar de preferencia (Caille et al., 2012, en Pastor et al., 2013).

La via de absorcidn de la nicotina inhalada es a través de los pulmones, donde un 79 a un
90% de la nicotina pasa de la circulacion pulmonar a la circulacion arterial, por lo que
accede al cerebro muy rapidamente, actuando como un agonista de la acetilcolina, siendo
uno de los pocos agonistas colinérgicos que puede atravesar la barrera hematoencefdlica
(Redolat, et al., 1994; Benowitz, 2010 en Pastor 2013). Posteriormente se distribuye via
sanguinea por otros tejidos, como pulmon o higado y ya que el 90% de la nicotina
presente en circulacion sistémica esta libre en el plasma, esto facilita el transporte hacia el
interior de las celulas y su uniéon a receptores especificos. La metabolizacién ocurre
mayoritariamente en el higado, formandose metabolitos sin capacidad adictiva, asi como
de la nicotina no metabolizada (entre un 5 y un 10%) ocurre principalmente a través del
rifion, otras vias de eliminacion son la saliva, el sudor, la leche materna y a través de la

placenta (Zaragoza y Llanos, 1980, Solano y Jiménez., 2002 citados en Martin et al., 2004).

Se ha postulado que cuanto mds rapida es la velocidad de absorcién y entrada en el
cerebro de una droga, mayor es el efecto y el refuerzo positivo que genera, en el caso de
fumar, la rapidez en el aumento de los niveles plasmaticos de la nicotina produce una leve
sensacion aversiva, lo cual lleva al fumador a ajustar la dosis para obtener el efecto
farmacoldgico deseado, reforzando de este modo la autoadministracidn y facilitando el

10



desarrollo de la adiccion (Benowitz, et al., 2009 en Pastor, 2013). Sin embargo el humo de
cigarro no solo contiene nicotina, también componentes tdxicos capaces de provocar
dafios por inflamacion e irritacion, sofocacién, carcinogénesis y otros mecanismos (Samet,
2002) por lo cual se convierte en un grave problema de salud mundial ya que cada afo

mueren en el mundo 6 millones de personas relacionadas con el tabaco (OMS, 2015).

Figura 2. a) Se muestra la ruta que toma la nicotina al ser ingerida por inhalacién. El humo de
tabaco llega a pulmones, después a circulacion pulmonar, circulacién arterial y finalmente al
cerebro. b) Se muestra la ruta por la cual la nicotina via oral llega el cerebro, se absorbe en boca,
estomdgo e intestinos llegando al sistema circulatorio y finalmente el cerebro.

Tabla 1. Muestra las sustancias contenidas en el humo de cigarro (modificado de Samet, 2002).

CONCENTRACIONES DE ALGUNOS AGENTES ACTIVOS
EN EL HUMO DE LA CORRIENTE PRINCIPAL
DEL CIGARRILLO SIN FILTRO

Constituyente del humo concentracién/cigarrillo

Material particulado total 15-40 mg
Monoxido de carbono 10-23 mg
Nicotina 1.0-23 mg
Acetaldehido 0.5-1.2 mg

Cianuro de hidrogeno 110-300 mg
Benceno 20-50 mg

N’nitrosonornicotina 200-300 ng
N’nitrosopirrolidina 0-110 ng
Cloruro de vinilo 1.3-16 ng
Benzo(a)pirina 20-40 ng

4 aminobifenil 2.4-4.6 mg
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En cambio la administracion de nicotina mediante la ingesta de agua potable, se absorbe
en la boca, el estémago y los intestinos, pero no toda se metaboliza en el higado durante
el primer paso (Nesil, 2011; Matta et al., 2007 en Collins et al., 2012). Rowell y
colaboradores (1983), sugiere que menos del 10% del total de la dosis de nicotina es
absorbida intacta del agua bebida por ratones. Por lo tanto, en comparaciéon con la via
intravenosa, la autoadministracion en roedores o la inhalacién en humanos, la tasa de
nicotina consumida via oral que entra en el cerebro es mas lenta y las cantidades son mas

bajas y mas variable (Collins et al., 2012)

La autoadministracion de drogas es un método efectivo para medir directamente la
recompensa causada por drogas (Stairs y Bardo, 2010), por lo cual es una de las formas
mds usadas de evaluar la ingesta de sustancias, por ejemplo Dadmarz y Vogel (2003)
analizaron el consumo de nicotina en tres concentraciones (0.003%, 0.012%, 0.006%) sus
resultados sugieren que el consumo de nicotina a 0.006% es ligeramente mayor
(2.67£1.79 mg/kg/dia) lo que indica una posible preferencia para esta concentracién
(Dadmarz y Vogel, 2003), con un consumo promedio de 1-2 mg/kg/dia, sin embargo las
respuestas individuales a la interacciéon entre nicotina y animal parece estar altamente
individualizado y parece estar determinada por ciertas caracteristicas del animal (Dadmarz
y Vogel, 2003), esto apoya la observacién de que en humanos muchos individuos jévenes
experimentan con drogas, pero no todos se convierten en adictos (Adams et al., 1999 en

Stairs y Bardo, 2010).

Existen investigaciones sobre el consumo de nicotina y el estadio de edad de algunos
organismos, Klein y colaboradores (2004) asi como Nesil y colaboradores (2011) han
demostrado que tanto ratas hembras como machos y ratones adolescentes (de 40-42 dias
de edad) consumen mas nicotina que organismos adultos (de 60 dias de edad) al igual que
autoadministrada de forma intravenosa (Levin et al., 2003), en el caso del test de
preferencia de lugar Kota y colaboradores (2007) reportan que los efectos reforzantes de
la nicotina es mayor en ratones adolescentes que en machos adultos (Collins et al., 2012).

También se ha evidenciado que ratas adolescentes son mas resistentes a los efectos
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aversivos de la nicotina que las ratas adultas (Shram et al., 2006, Wilmouth y Spear, 2004

en Pastor, 2013).

En el caso de humanos se ha visto que adolescentes que usan tabaco, presentan a nivel
individual variaciones a la susceptibilidad a la dependencia ya que algunas personas se
convierten en adictos después de un corto periodo de tiempo de la primera exposicién a
productos del tabaco y otros no (DiFranza et al., 2000 en Collins et al., 2012). Sin embargo
los primeros sintomas de dependencia usualmente predice el uso continuado y pérdida de
control, las chicas reportan el desarrollo de sintomas mds rdpido que los chicos (Collins et
al., 2012). Esto es importante porque es durante la adolescencia cuando ocurre el primer
encuentro con la nicotina y esta interaccién en los procesos bioldgicos resulta en efectos
duraderos en la estructura cerebro, la funcién y la vulnerabilidad a la adiccion (Collins et
al., 2012), ademas de que fumar en esta etapa del desarrollo ha sido asociado con una
mayor tendencia a desarrollar dependencia a otras drogas de abuso (Taioli y Wynder,
1991; Breslau y Peterson, 1996; Chen y Millar, 1998, en Pastor, 2013). Se ha visto que el
riesgo de fumar es tres veces mayor entre los familiares de primer grado de los
fumadores, ademds los estudios de gemelos y adopciones indican que hay factores

genéticos que contribuyen en el inicio y la continuacion de fumar (DSM-V, 2014).

A nivel conductual se han evidenciado factores sociales asociados a la adiccion,
principalmente los ambientes adversos en la infancia ya que la experimentacién de estrés
en esta etapa se corresponde con un menor grosor del cortex prefrontal medial en la edad
adulta (Van Harmelen et al., 2010). En animales de experimentacion y en estudios post
mortem del cerebro de personas adictas se ha detectado una disminucién del nimero de
receptores celulares que responden a la droga en las neuronas de la via mesolimbica y se
detectd un aumento de factores de transcripcidén, entre ellos AFosB, que se sabe
intervienen en la remodelacién sindptica (Pérez-Rubio et al., 2011). Por el contrario
factores que parecen proteger de la adiccién a adultos y adolescentes genéticamente
vulnerables o no, como es el control parental, actividades después de la escuela,
actividades sociales y estimulos enriquecedores (Hopfer et al.,, 2003 en Stairs y Bardo,
2010).
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Sistema de recompensa

Las drogas de abuso actian usurpando circuitos neurales en el cerebro que normalmente
controlan respuesta a recompensas naturales como la comida, el sexo y las interacciones
sociales. El mediador mds importante de las drogas de recompensa es el sistema
mesolimbico dopaminergico, compuesto en resumen por neuronas dopaminergicas con
cuerpos celulares en el area tegmental ventral del mesencéfalo, que tiene proyecciones
hacia al prosencefalo limbico en particular al ndcleo acumbens, siendo este circuito ATV-

NAc el responsable del estimulo de recompensa (Chao y Nestler, 2004).

CPE

Hipocampo

@ Dopamina i

Glutamato
@ serotonina Amigdala e
@ GABA

Figura 3. Representacion del sistema de recompensa de rata, se pueden ver las areas mas
importantes involucradas en este circuito, corteza prefrontal (CPF), nicleo acumbens (NAc), area
tegmental ventral (ATV), nucleos del rafe (NR), amigdala e hipocampo. Ademads del tipo de
conexiones entre ellas, proyecciones dopaminergicas desde el ATV hasta el NAc, la amigdala y la
CPF; proyecciones glutamatérgicas desde la CPF al NAc y al ATV, proyecciones de neuronas
gabaergicas del NAc a la CPF y proyecciones serotoninérgicas de los NR hasta el ATV y el NAc.

El sistema de recompensa comienza en el area tegmental ventral (ATV) la cual esta
implicada en la puesta en marcha de Ila sensibilizacién, recibe proyecciones
serotoninérgicas de los nucleos del rafé y manda conexiones dopaminérgicas hacia la

amigdala, la corteza prefrontal y el nucleo acumbens (Redolar, 2008; Cami et al., 2005).
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El nucleo acumbens (NAc) se ha involucrado clasicamente en la integraciéon entre
motivacion y accion motora (interfase limbica-motora; Mongerson et al., 1980 en
Fernandez-Espejo, 2000). Se sabe que participa en procesos diversos como la ingesta, la
conducta sexual, la recompensa, la autoadministraciéon de drogas, la respuesta al estrés
etc. (Groenewegen, et al., 1996; Maldonado-Irizarry, et al., 1995; Stratford y Kelley, 1997,
Damsma et al., 1992; Pfaus, et al., 1990; Robbins y Koob, 1980; Abercrombie et al., 1989;
Schultz, et al., 1992; en Fernandez-Espejo, 2000). Es evidente que su principal papel
neurobioldgico es transferir informacién motivacional relevante para que se codifiquen
actos motores, o en otras palabras, reconocer situaciones de importancia adaptativa para
que el animal desarrolle una conducta motora apropiada (Spanagel y Weiss, 1999 en
Fernandez-Espejo, 2000). El NAc recibe una importante entrada neuromodulatoria, tanto
dopaminérgica como serotoninérgica, que parece desempefiar un papel relevante en el
control del flujo de informacién (Johansson, Hokfelt, 1981; Deutch y Cameron, 1992; en
Fernandez-Espejo, 2000), recibe directamente fibras exitadoras glutamatérgicas de
corteza prefrontal, amigdala e hipocampo, ademds manda axones hacia el ATV de
naturaleza GABAérgica, que silencia las neuronas del ATV e impide que la dopamina se

libere (Linden, 2011).

Este NAc estd dividido en dos zonas diferentes tanto neuroquimicamente como por sus
conexiones: el core conocido también como centro y la shell o corteza (Herkenham et al.,
1984; Zaborsky et al., 1985; Heimer, 1991; Jongen-Rélo et al., 1994; en Fernandez-Espejo,
2000). La shell presenta conexiones de cardcter limbico, recibe importantes entradas
glutamatérgicas desde el hipocampo y la amigdala centromedial, asi como dopaminérgicas
desde el tegmento ventral, serotoninergicas del rafe mediano (Fernandez-Espejo, 2000).
Ademas manda eferencias gabaérgicas hacia el ATV (formando un bucle de control
reciproco), hacia el talamo dorsomedial y la corteza dorsal prefrontal a través del nicleo
palido ventral (Pérez de Cobos, 2006). Mientras que el core es una extensién del estriado
dorsal, de acusado caracter motor, que recibe aferencias glutamatérgicas de la corteza

motora, dopaminérgicas de la sustancia negra y serotoninérgicas del rafe dorsal y

15



presenta conexiones gabaérgicas de salida hacia el palido ventral (Fernandez-Espejo,

2000).

Se cree que el proceso de integracién limbicomotora tiene lugar principalmente en la
Shell, la cual modificaria los patrones de actividad motora del core, a través de la corteza

prefrontal que actia como enlace entre los dos territorios (Fernandez-Espejo, 2000).

.Dopamina
Glutamato ATV NR CPF
‘Serotonina
@ GrBa
NACcS NAcC
Hipocampo Amigdala Sustancia negra

Figura 4. Se muestran las conexiones que proyecta y recibe el nucleo acumbens shell (NAcS) vy el
nucleo acumbens core (NAcS). NR. Nucleos del rafe; CPF, corteza prefrontal; ATV, adrea tegmental
ventral.

Algunos estudios han evidenciado que practicamente todas las neuronas principales de la
shell (las espinosas de mediano tamafio), poseen campos dendriticos con entradas
hipocampicas, amigdalinas y prefrontocorticales, sin embargo estas aferencias no estan
solapadas. Las aferencias corticofrontales se distribuyen en los extremos dendriticos,
mientras que las entradas hipocampicas y amigdalinas se sitdan en los tallos proximales
dendriticos. Esta distribucidn indica que las entradas de origen amigdalino hipocampico
pueden cortocircuitar las entradas conticofrontales, pero no al revés, es importante notar
gue la estimulacidn de la corteza prefrontal sin la hipocdmpica o amigdalina no induce la
transicidon del estado bajo al alto. Por lo tanto, parece ser que la actividad hipocdmpica y

amigdalina da paso a las entradas corticofrontales, en concordancia con la disposicidon
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anatémica sindptica ya comentada. Es importante resaltar la necesidad de simultaneidad
entre las distintas aferencias, lo que ha llevado a diversos autores a postular que la shell
del nucleo accumbens actia como un detector de coincidencia (O’Donnell y Grace 1998;
Plenz, Aertsen, 1994 en Fernandez-Espejo, 2000). Una vez que en la shell del NAc se ha
relacionado con una determinada situacién apetitiva o aversiva de valor adaptativo, se
reforzaria la respuesta motora asociada a dicha situacidn adaptativa, probablemente por
medio de la consolidacion de los grupos neurales activos en el core y la CPF, los actos
motores que se programan son instrumentales dirigidos a un fin (Salamone, 1992 en
Fernandez-Espejo, 2000). En resumen la shell del ntcleo acumbens capta situaciones de
importancia adaptativa de forma emocional mientras que el core se encarga de mediar

movimientos en respuesta o busqueda de la situacion.

Un area importante del sistema de recompensa es la corteza prefrontal (CPF), la cual es
parte del l6bulo frontal, y se relaciona con las funciones cognitivas y emocionales mas
complejas (Soriano et al., 2007). La CPF envia proyecciones glutamatérgicas hacia el NAc y
al ATV, mientras que recibe proyecciones GABAérgicas del NAc (Cami et al., 2005).
Ademas desde la corteza dorsal prefrontal se mandan eferencias glutamatergicas al centro
del NAcC vy a la sustancia negra, desde esta ultima, se envian eferencias dopaminergicas
de salida del sistema hacia los sistemas motores piramidal y extrapiramidal (Pérez de
Cobos, 2006). La CPF recibe aferencias serotoninergicas de los nucleos de rafe,
dopaminergicas y gabaergicas del ATV (Carr y Sesack, 2000a en Vazquez, 2008), inerva
neuronas dopaminergicas que vuelven a la CPF y neuronas GABAérgicas que proyectan al

nucleo acumbens (Carr y Sessack, 2000b en Vazquez, 2008).

La principal funcién de las neuronas de la corteza prefrontal es la de excitar o inhibir otras
areas del encéfalo. La corteza prefrontal es una estructura extensamente conectada con
todas las cortezas de asociacion y limbicas. Asimismo, estas conexiones son reciprocas,
por lo que la corteza prefrontal también recibe gran cantidad de aferencias que codifican
distinta informacion. Este patrén de conexiones bidimensional le permite ejercer una
funcién de control y de supervision de gran parte de la actividad cognitiva, conductual y
emocional (Soriano et al., 2007). Por lo tanto la corteza prefrontal es clave en los procesos
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atencionales, de evaluacion cognitiva y de programacion premotora, y constituye un area

de alto grado integrativo.

Sin embargo también existen otras areas del cerebro que intervienen en el sistema de
recompensa particularmente es importante la amigdala para condicionar los aspectos de
la exposicién a drogas, por ejemplo establece asociaciones entre sefales ambientales,
reforzamiento y exposicién a drogas y los sintomas aversivos durante la abstinencia. El
hipocampo es crucial para los recuerdos del contexto de la exposicidon a la droga y la
retirada y el hipotdlamo es importante en la mediacién de muchos efectos de drogas en el

cuerpo (Chao y Nestler, 2004).

En resumen la corteza prefrontal junto con el nidcleo acumbens shell permite fijar la
atencion sobre una determina situacién y valorar su importancia adaptativa, y si esta
accién es acompafiada de una sensacién placentera, dada por la liberacidn de dopamina
del ATV, entonces se buscard la repeticién de la accién relevante por una respuesta
motora por parte del nicleo acumbens core, y se guardara en la memoria gracias a la

accion del hipocampo.

Sintesis de dopamina

La dopamina (DA) es un neurotransmisor del tipo catecolaminérgico sintetizado en el
citoplasma de terminales nerviosos de las neuronas dopaminérgicas, a través de un
aminodcido precursor que es la tirosina. La tirosina es transportada al cerebro y
concentrada en neuronas catecolaminérgicas, donde es hidroxilada en la posicién 3 del
anillo bencilico por la TH, para formar dihidroxifenilalanina (L-Dopa; Elsworth y Roth 1997,
en Silva, et al., 2014). Finalmente, en neuronas dopaminérgicas la enzima descarboxilasa

de aminoacidos aromaticos, descarboxila la L-Dopa para formar DA (Silva, et al., 2014)
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Figura 5. Se muestra la sintesis de dopamina (obtenido de Silva et al., 2014).

La DA se almacena en vesiculas especializadas que se fusionan con la membrana de la
terminal y liberan su contenido una vez llegado el potencial de accién. La DA liberada y
que no es degradada enzimaticamente por la monoamino oxidasa (MAO) o por la catecol
o-metiltransferasa (COMT), puede activar receptores especificos para DA o ser
reincorporada a la terminal dopaminérgica por el transportador de dopamina (DAT;

Elsworth y Roth 1997 en Silva et al., 2014).

Sistema de recompensa y su relacion con las drogas de abuso, especificamente nicotina

Como ya se vio, el NAc y la CPF reciben inervaciones dopaminérgicas provenientes del
VTA, las cuales se activan y liberan dopamina (DA) en respuesta al estimulo de los
recompensantes naturales (Bassareo y Di Chiara 1997, Pfaus et al., 1990 en Silva et al.,
2014) pero también por drogas de abuso. En este uUltimo caso, a pesar que la mayoria de
las drogas adictivas como la cocaina, la anfetamina, los opioides, la nicotina y el etanol
tienen distintos mecanismos de accion, todas estas producen efectos placenteros a través
del aumento de los niveles extracelulares de DA en NAc (Di Chiara e Imperato 1988 en
Silva et al., 2014). La dopamina se libera en estas regiones, donde se difunde por la
hendidura sindptica para unirse a los receptores de las células destinadas y activarlos para

gue realicen su funcidn, una vez liberada, la dopamina no se pierde; la mayor parte de ella
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es devuelta a los terminales axonales mediante la accion del DAT, la dopamina asi

reciclada se almacena otra vez en vesiculas para volver a ser liberada (Linden, 2011).

Una vez inhalado el humo del cigarrillo, la nicotina entra en la circulacién arterial y se
distribuye rdpidamente a todos los tejidos, tardando entre 10-20 segundos en llegar al
cerebro, alli encontrard su blanco; los receptores nicotinicos de acetilcolina. Los
receptores de nicotina asociados a la adiccién son los receptores nicotinicos localizados
principalmente en sistema nervioso central, ganglios del sistema auténomo y glandulas
suprarrenales; se han caracterizado cuatro subtipos (los musculares, los neuronales
sensibles a a-bungarotoxina, neuronales resistentes a a-bungarotoxina y los epiteliales) de
los cuales los resistentes a-bungarotoxina tienen mayor evidencia en la adiccién a
nicotina, estos ultimos forman un pentamero formando un muro que rodea un canal
idnico, estan constituidos por tres subunidades a, (de ellas se conocen 5 subunidades: a2,
a3, a4, a5 ab)ydosB (se conocen 3 subunidades: B 2, B 3, B 4), entre ellas pueden
formar multiples combinaciones para formar el canal, sin embargo es la estructura
molecular a4-B2 la mas frecuente y de mayor afinidad por la nicotina, se ubica en el
hipocampo y ATV de mamiferos, mientras que la subunidad a4 ejerce un poderoso control
de la secrecion de dopamina (Sharma y Vijayaaraghavan, 2008; Markou, 2008;
Thorgeirsson et al., 2008; en Pérez-Rubio et al., 2011). La activacién de los receptores
induce la apertura de canales idnicos para permitir el paso de calcio y sodio al interior
celular originando asi liberacién de dopamina, glutamato y noradrenalina (Markou, 2008;

Saccone, et al., 2007 en Pérez-Rubio et al., 2011).

Tras la exposicion inicial a la droga se dan cambios plasticos en el ATV que induciran
adaptaciones a largo plazo en las regiones inervadas por las neuronas dopaminérgicas de
esta region del mesencéfalo (redolar, 2008). A nivel cortical, la exposicién repetida a estas
drogas de abuso, genera cambios neuroplasticos en la CPF que afectan la conducta de los
individuos (toma de decisiones y la motivacién dirigida al cumplimiento de objetivos) y
llevan a favorecer la conducta de consumo compulsivo que es caracteristica de la adiccidon
(Silva et al., 2014), por lo que estos cambios neuroadaptativos y neuroplasticos inducidos
por el consumo crénico de drogas producen lo que se llama hipofrontalidad, que
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compromete las capacidades emocionales y cognitivas de orden superior y por lo tanto, la

capacidad del cortex prefrontal para dirigir la conducta (Corominas et al., 2009)

AFosB

Como hemos visto la exposicidon a drogas provoca cambios a largo plazo en el cerebro, lo
cual causa anomalias conductuales, para comprobarlo se han analizado factores de
transcripciéon como las pertenecientes a la familia Fos que son inducidos rapidamente en
regiones especificas del cerebro después de la administracion de muchas drogas de abuso
(Graybiel et al., 1990; Young et al., 1991; Hope et al.,, 1992, en Nestler, 2008). Uno de
estos factores es AFosB, inducido en las regiones de recompensa del cerebro por la
exposicién crénica a practicamente todas las drogas de abuso, debido a que es una
proteina altamente estable. El consumo repetido de drogas hace que se acumule en
distintas regiones como el NAc, estriado dorsal, amigdala y CPF, manteniéndose elevada
su expresion durante semanas o meses. La acumulacién de AFosB modula ciertas
proteinas que inducen cambios morfolégicos en las neuronas, como la formacién de
nuevas espinas dendriticas y distintas alteraciones de la plasticidad neuronal,
responsables de las alteraciones que se observan en los trastornos adictivos (Pereira,

2008).

Ambiente enriquecido

A finales de 1940, Hebb fue el primero en proponer el ambiente enriquecido como un
concepto experimental, informdé anecddticamente que las ratas que se llevd a casa como
mascotas mostraron mejorias conductuales sobre sus compafieros de camada que fueron
mantenidas en el laboratorio (Hebb, 1947 en Van Praag et al., 2000). En general los
animales en ambientes enriquecidos son mantenidos en encierros y grupos mas grandes
con la oportunidad de tener una compleja interaccion social y el ambiente varia durante el
periodo de los experimentos, en el caso de roedores el ambiente cuenta con tuneles,
material de anidacion, juguetes, entre otros (Van Praag et al., 2000). Todo esto facilita el
incremento de la estimulacién sensorial, cognitiva y motora con respecto a las condiciones

estandar de estabulacion, también cuentan con un incremento de la estimulacion social
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mediante el aumento del nimero de animales por jaula (Nithianantharajal y Hannan,

2006, en Blazquez, 2011).

Se ha reportado que en roedores, el enriquecimiento ambiental que se inicia antes de la
edad adulta, tiene efectos adicionales en el desarrollo del cerebro, comparado con
aquellos obtenidos si el enriquecimiento ambiental inicia en la adultez (Nithianantharajah
y Hannan, 2006, en Blazquez, 2011). A nivel neuronal se ha visto que el enriquecimiento
incrementa el tamafio de cuerpos celulares neuronales y el nucleo, asi como incrementa
las ramificaciones dendriticas y el nimero de espinas dendriticas (Diamond, 2001:
Rosenzweig y Bennett, 1996 en Stairs y Bardo, 2010), incrementa el nimero de capilares
en el cerebro, asi como la actividad metabdlica indicada por el incremento en el niUmero
de mitocondrias (Kolb y Whishaw, 1998 en Stairs y Bardo, 2010), ademas se ve
incrementado el espesor cortical, especialmente en corteza occipital (Diamond, et al.,
1964 en Stairs y Bardo, 2010), incremento en la arborizacidon dendritica sobre espinas
neuronales en nucleo acumbens en ratas (Kolb, 2003 en Stairs y Bardo, 2010). Se han
encontrado diferencias en los niveles de dopamina en el NAc y el putamen caudado entre
ratas sin objetos y con compafieros y ratas sin objetos y sin compafieros (Heidbreder et

al., 2001 en Stairs y Bardo, 2010).

En el caso de la nicotina, las ratas en enriquecimiento y con compafieros son menos
sensibles que las ratas sin objetos y con compafieros a los efectos estimulantes de la
nicotina (Green et al, 2003 en Stairs y Bardo, 2010). Ademas las ratas bajo
enriguecimiento y con companferos son menos impulsivas que las ratas sin objetos y sin
compafieros. La diferencia inducida por el enriquecimiento en la impulsividad podria
resultar de la disminucién de dopamina en CPFm en ratas bajo enriquecimiento y con
compaiieros comparado con ratas sin objetos y sin compafieros (Zhu et al., 2005, en Stairs
y Bardo, 2010) esto sugiere que las ratas en enriquecimiento muestran un nivel mas bajo
de autoadministracion de drogas que las ratas sin objetos y sin compafieros, ya que tienen

un mayor control inhibitorio (Stair y Bardo, 2010).
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Venebra-Munoz y colaboradores (2011) sefiala que ratas macho de la cepa Wistar
mantenidas en condiciones enriquecidas presentaron un menor consumo de nicotina
diaria (0.006%) que los que crecieron en condiciones estandar, lo cual sugiere un papel
protector del ambiente enriquecido en el desarrollo de la adiccién a la nicotina, asi que en
términos generales, el enriquecimiento ambiental es un modelo experimental que ha
mostrado tener efectos protectores ante el consumo, la susceptibilidad y el efecto
reforzante de drogas, asi como reducir los efectos conductuales producidos por las drogas

de abuso (Paez, 2012; Stairs y Bardo, 2010 ).

Si bien resulta dificil transpolar de manera directa los resultados de los estudios de
enriquecimiento ambiental en humanos, existe informacidon que describe cdmo la mejora
en la calidad de vida puede llevar a reducir el consumo de drogas (Pdez, 2012), como en el
caso de la aplicacidon de programas proactivos, sociales y culturales implementados a
jévenes de 12 a 26 anos con adiccidn a inhalantes, los cuales mostraron una mejora en su
calidad de vida, la mitad mostraron una abstinencia completa por 90 dias y el 74% se
mantuvieron en abstinencia a por 180 dias, ademas el 84% regreso a la escuela y el 81%

estuvo libre de problemas legales (Dell y Hopkins, 2011, en Paez, 2012).

Lo cual evidencia el gran papel que juega el ambiente sobre la vulnerabilidad, el desarrollo
y mantenimiento de una adiccion, el Instituto Nacional de Drogas de Abuso de los Estados
Unidos (NIDA) ha sugerido que los factores genéticos y epigenéticos constituyen del 40 al
60% de la vulnerabilidad a la adicciéon (Volkow, 2008 en Pastor, 2013), por lo tanto el
estudio del ambiente donde se desarrolla un individuo puede darnos una idea de como se

coportara el sujeto frente al consumo de alguna sustancia.
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JUSTIFICACION

La Encuesta Nacional sobre Adiciones del 2011 revelaron que un 23.6% de adultos de 18 a
65 afios son fumadores activos, siendo el inicio de consumo de tabaco alrededor de los 14
afos, sin embargo solo un porcentaje de estos, el 7.1%, son considerados como sujetos
con una posible adiccidon lo que sugiere que otros factores como el ambiental influyen en
el tabaquismo. Por lo que es necesario analizar el factor ambiente en las primeras etapas
de vida y su repercusidn en el consumo de nicotina, debido a que durante ese periodo los
organismos son mads susceptibles a adquirir un consumo desmedido de sustancias y

modificar sus estructuras cerebrales.
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HIPOTESIS

Ya que el ambiente enriquecido actia como una proteccidén en contra del consumo
desmedido de nicotina, el aislamiento después de un enriquecimiento ambiental revocara
sus efectos positivos y el consumo de nicotina serd similar en el grupo crecido bajo

enriquecimiento y el crecido en ambiente estandar.

Debido a que el factor de transcripcidon AFosB se expresa en NAc por exposicion a drogas
de abuso entonces los individuos con mayor consumo de nicotina, tendrdn un mayor

numero de células inmunoreactivas a AFosB.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si el enriquecimiento ambiental durante el crecimiento de los individuos
seguido de un aislamiento, modifica el consumo individual oral de nicotina y la expresién

del factor de transcripcién AFosB en el ntcleo acumbens.

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar el consumo de nicotina durante parte de la pubertad y la adultez en ratas Wistar

macho.

Analizar si la exposicion a diferencias ambientales durante el crecimiento altera el

consumo de nicotina y la presencia de AFosB en el nicleo acumbens.

Analizar la inmunoreactividad del factor de transcripcion AFosB en el nucleo acumbens
shell y nucleo acumbens core de los individuos y si existe una relacidn entre este y el

consumo de nicotina individual.
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METODO

Organismos

En total se usaron 18 ratas macho de la cepa Wistar, 16 organismos de 21 dias de vida,
obtenidas del Laboratorio de Conducta Animal de la Facultad de Ciencias de la UAEMéx,
que se mantuvieron en ciclo invertido de luz (12/12), se eligié usar ratas de la cepa Wistar
para reducir los factores genéticos y evidenciar los epigenéticos. Los dos organismos

restantes fueron usados para identificar el nucleo acumbens con la técnica de Nissl.
Los procedimientos fueron aceptados por los comités de ética de UAEMéx.

Diseiio de ambiente enriquecido

Se disefiaron cajas para enriquecimiento ambiental, basada en investigaciones anteriores,
de material acrilico con un tamafno de 75x60x60cm, con orificios para ventilacién, rampas,
plataformas y un comedero, ademdas como parte del enriquecimiento a esta caja se le
agregaron diversos elementos como tuneles, rampas, pelotas, cuerdas, tubos y cajas de
carton etc. todo esto cuidando que no amenazara la salud de las ratas, este material se

cambid cada tercer dia.

Condiciones de crecimiento de las ratas (dia 21 al 50 posnatal)

Al inicio del experimento las ratas fueron divididas azarosamente en dos grupos con 8
ratas cada uno; el primero denominado grupo estandar (ES) fueron mantenidos en 2 cajas
normales de laboratorio (47x33x19cm) con 4 ratas por caja con sustrato. El segundo grupo
llamado enriquecido (EN), se mantuvo en una caja especial para enriquecimiento
ambiental de dimensiones mayores (75x60x60cm), provista de rampas y objetos a los
cuales los animales tenian acceso, ademas la configuracidon de espacio se cambié cada
tercer dia. Las 16 ratas eran pesadas y marcadas cada tercer dia y contaban con liquido y

alimento ad livitum.
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Figura 6. a) Caja del grupo estandar (ES) b) Caja del grupo enriquecido (EN) se pueden observar
diversos objetos que cambiaron a lo largo del experimento. Las ratas vivieron en estas condiciones
del dia 21 al 51 de vida.

Estimacion de consumo individual de nicotina y agua (dia 51 al 74 posnatal)

En el dia 51 posnatal se colocé por separado a cada una de las 16 ratas en cajas normales
de laboratorio (47x33x19cm) y se eligieron de manera azarosa 5 ratas de cada grupo para
colocarles un bebedero con solucidn de nicotina (0.006%) por 12 hrs durante el periodo
de oscuridad. El consumo diario de nicotina se obtuvo pesando el bebedero al inicio y al
final de las 12 hrs de exposicidon a nicotina. Para estimar la dosis de nicotina diaria

consumida se aplicd la siguiente ecuacién, por lo cual se pesd todos los dias a las ratas.

(0.06 mg/ml) (ml diarios ingeridos de la solucion de nicotina)
peso corporal en kg

Dosis de nicotina diaria (mg/Kg/dia) =
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Las 3 ratas restantes de cada grupo (3 del grupo estandar y 3 del grupo enriquecido) se les
colocéd un bebedero con agua potable durante las 12 hrs de oscuridad, y se obtuvo la
cantidad de mililitros consumidos diariamente, como la diferencia entre el peso inicial del

bebedero y el final, menos 3 ml de perdida por goteo.

Preparacion de nicotina

Diariamente se prepard una solucidn de nicotina al 0.006% (Sigma-aldrich N5260) bajo

normas de bioseguridad, segun Venebra-Mufioz, (2010).

Identificacion del nuicleo acumbens (Nissl)

Para la identificacion de regiones se usaron los cerebros de dos ratas, sin tratamiento
alguno, las cuales se cortaron coronalmente a 40 micras en criostato, desde 0.7 hasta 2.7
mm de Bregma, estos cortes se montaron en laminillas gelatinizadas y se procedié a ser
tratados con la técnica de Nissl. Al finalizar el procedimiento dichas laminillas fueron
analizadas bajo el microscopio con el objetivo de seleccionar los niveles de Bregma
idéneos para la inmunohistoquimica, los cuales fueron de 1.70 a 1.20 mm de Bregma de

acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1998) para el nucleo accumbens.

Figura 7. Corte de nucleo acumbens (1.20 mm Bregma) procesado con la técnica de Nissl. Se
observa el nucleo acumbens core (NAcC), el niucleo acumbens shell (NAcS), los ventriculos
laterales (LV) y el cuerpo calloso (gcc).
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Figura 8. Esquema de niveles seleccionados para el analisis de inmunoreactividad de AFosB, de
acuerdo al atlas Paxinos y Watson (1998). Los cuadros amarillos muestran las areas donde se
tomaron las fotografias para analizar la inmunoreactividad. Ventriculos laterales (LV),cuerpo
calloso (gcc), comisura anterior (aca), forceps menor del cuerpo calloso (fmi), ndcleo acumbens
shell (NAcS), nucleo acumbens core (NAcC).



Eutanasia y preparacion de tejidos

En el dia 75 posnatal los organismos de todos los grupos se anestesiaron con
pentobarbital sédico (60 mg/Kg) y se perfundieron transcardialmente usando solucién
salina (0.9 %) y después paraformaldehido (4%). Inmediatamente se extrajo el cerebro y
se crioprotegid con sacarosa al 10% y 30% por 12 hrs respectivamente. Ya crioprotejido el

tejido, fue cortado a 40 micras en un criostato.

Se seleccionaron los cortes pertenecientes a los niveles de Bregma 1.20 a 1.70 mm para

ser analizados con la técnica inmunohistoquimica a AFosB segin Venebra-Mufioz (2010).

Técnica inmunohistoquimica a AFosB

Los cortes se lavaron 4 veces en PB al 0.1 M por 5 min por lavado en agitacién moderada,
después se colocaron por 5 min en perdxido de hidrégeno al 0.05%, e inmediatamente se
lavaron 4 veces en PB 0.1 M en agitacion moderada. Inmediatamente, los cortes se
colocaron en una solucién con suero de cabra al 3% (MP Biomedicals 1.800.854.0530),
Tritédn X100 (sigma-alcrich t9284) al 0.03% por una hora. Después los cortes se incubaron
con el anticuerpo primario FosB 1:500 (sc-48 Santa Cruz Biotechnology) en una soluciéon
de suero de cabra al 3% y Tritdon X100 0.03% en PB 0.1 M (PBT) por dos dias. Al terminar el
periodo de incubacion se lavaréon 4 veces en PB 0.1 M en agitacién moderada y se
procedid a colocar el anticuerpo secundario biotinilado policlonal anticonejo
(molecularprobes B2770) diluido 1:250 en PBT por 1 hrs en agitacion moderada,
posteriormente a la incubaciéon en el anticuerpo secundario se realizarén 4 lavados con PB
0.1 M en agitacidon constante e inmediatamente se realizaron las reacciones Biotina-
avidina siguiendo las instrucciones del fabricante del Kit ABC (Vectastain Elite PK-4000,
Vector Laboratories, CA, USA) por 1 hrs. Se lavaron 4 veces en PB 0.1 M por 5 min cada

lavado.

La inmunoreactividad se reveld con 3,3-diaminobenzidina (sigma-aldrich d8001) al 0.06% y
0.1 ml de H202 3% diluidos en PB. La inmunoreactividad se resalto al afiadir una solucion

de Niy Co al 1%. Después los cortes se lavaron 2 veces con PB0.1 M por 5 mn. Finalmente

31



se montaron en portaobjetos gelatinizados, se deshidrataron y aclararon en un tren

gradual de alcohol y xilol. Se cubrieron con resina sintética y cubreobjetos.

Figura 9. Corte de nucleo acumbens (1.60 mm Bregma) procesado con la técnica
inmunohistoquimica a AFosB (4x), se observa el ndcleo acumbens core (NAcC), el nucleo
acumbens shell (NAcS), ventriculos laterales (LV) y el cuerpo calloso (gcc).

Conteo celular

Se tomaron fotografias a 40X del nicleo acumbens core y nucleo acumbens shell en las
regiones que muestran los cuadros amarillos en la figura 8. El conteo celular se llevd a

cabo con el programa ImageJ.

Figura 10. Fotografia a 40X del nucleo acumbens core, en el panel a) se observan células
inmunoreactivas a AFosB en color café, en el panel b) se observan células inmunoreactivas
marcadas en rojo por el programa imagel. La comisura anterior (aca) se tomd como referencia
anatémica.
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Analisis estadistico

Las dosis de consumo individual obtenidos diariamente se dividieron en cuatro periodos (6
dias cada uno) para analizar el consumo de nicotina con respecto a la edad de las ratas, ya

sea pubertad o adultez, esto analizado por una ANOVA y un analisis post-hoc.

El comienzo de la pubertad es aceptado a los 40 dias de edad en ratas, antes de esto son
considerados periadolescentes (28-40 dias de edad), después del dia 60 las ratas son
designadas como adultos (lzenwasser, 2005; Spear y Brake, 1983 citados en Nesil et al.,
2011), por lo tanto las ratas crecieron bajo condiciones enriquecidas y estandar después
del destete hasta aproximadamente la mitad de adolescencia, y consumieron nicotina

desde aproximadamente la mitad de la adolescencia hasta la adultez.

| Pubertad | Adultez
a) @ 3 3 ®

Nacimiento Dia 40-42 Dia 60

Crecimiento en ambiente enriquecido

b) PS | o0 estandar |  Consumo de nicotina ®
Nacimiento Dia 21 Dia 51 Dia 75
Destete Eutanasia
Dia 51 al 56,, Dia 57 al 62,,Dia 63 al 68,, Dia 69 al 74,
I —f i —1r ==
C) . Periodo Periodo Periodo Periodo

Nacimiento 1 2 3 4

Figura 11. a) Muestra el estadio de las ratas segun la edad en dias, b) Diagrama general del
experimento, c) los datos obtenidos del consumo de nicotina se dividieron en 4 periodos para su
analisis.

Se graficd el consumo individual diario (mg/Kg/dia) y se obtuvo el valor de correlacién (r),
ademas se procesaron con una ANOVA para determinar diferencias por individuo y una
prueba post-hoc que subagrupo a los organismos (grupos A, B y C) segun su nivel de
consumo. También se aplicéd una t de student para ver si habia diferencias significativas
sobre el consumo de nicotina por grupo (ES y EN). Asi mismo se analizé el consumo de
liquidos tanto de agua como de nicotina (ml/gr/dia) a nivel individual y a nivel grupal con

una ANOVA y una prueba post-hoc, lo que dio como resultado subgrupos (A, By C).
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Respecto al analisis inmunohistoquimico se analizé el nimero de células inmunoreactivas
a AFosB usando una ANOVA y una prueba post-hoc para ver diferencias entre los animales
y entre los grupos tanto del nucleo acumbens core como de la shell, encontrando dos
subgrupos (A y B). Finalmente se graficd el consumo promedio diario de nicotina por
animal y el nimero de células correspondientes a ese organismo, tanto del nucleo

acumbens core como de la shell.

Todo andlisis estadistico se realizd con el programa Statgraphics Centurion XV.
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RESULTADOS

Consumo

Los resultados de la prueba de ANOVA para el consumo de nicotina (mg/Kg/dia) muestra
diferencias significativas durante el avance del experimento (F gs(1)(7,232=9.48 p<0.05). La
prueba post hoc demostré que la ingesta de nicotina en el primer y segundo periodo es
significativamente mayor que el tercer y cuarto periodo tanto en los animales crecidos en

un ambiente enriquecido como los que crecieron en un ambiente estandar.

Consumo de nicotina por periodo

. Pubertad s Adultez i Estandar (ES)
M Enriquecido (EN)
14 -
12 4 B
T 1
gy L0 > = A
hS) - \ ‘
% 8
>4 T -
?D 6 3
E |
4 -
2 -
0 T T T )
1 2 . 3 4
Periodo

Figura 12. Medias * error estandar de la progresién del consumo de nicotina (mg/Kg/dia) durante
el experimento, en los cuatro periodos evaluados.

La prueba de ANOVA sobre el consumo de nicotina a nivel individual mostro diferencias
significativas entre los individuos (F os(1)(s,230=23.38 p<0.05). La prueba post hoc demostro
que los individuos 3 (ES) y 6 (EN) presentaron el menor consumo de nicotina del grupo
experimental mientras que los individuos 2 (ES) y 8 (EN) presentaron el mayor consumo

de nicotina.
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Consumo de nicotina por individuo
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Figura 13. Medias * error estandar del consumo de nicotina (mg/Kg/dia) por individuo.

Sobre el consumo de nicotina por grupo la prueba de t de stundent sefiala que no existen
diferencias significativas entre el consumo del grupo enriquecido y del grupo crecido en

condiciones estandar de laboratorio (t gs5(2)(135=23.38 p >0.05).

Consumo de nicotina por grupo

1R

Estandar Enriquecido

1

1

mg/Kg/dia
O R, N W & U1 OOV N 0 O
L | |

1

Grupo

Figura 14. Se muestran las medias * error estandar del consumo de nicotina analizado por grupo.

El consumo de nicotina (mg/Kg/dia) de cada uno de los individuos fue graficado y se

obtuvo el coeficiente de correlaciéon (r), 9 de los organismos muestran una correlacion
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negativa, siendo la mas evidente en el organismo 8 (r=-0.816), mientras que el organismo

9 perteneciente al grupo crecido en enriquecimiento no tiene correlacion (r=-0.084).

Consumo diario de nicotina
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Figura 15. Consumo diario de nicotina de todos los individuos (mg/Kg/dia), del dia 51 al 74 de vida

Se muestra el coeficiente de correlacion (r).

37



En cuanto a la ingesta de liquidos tanto de nicotina como de agua (ml/gr/dia), la ANOVA
muestra diferencias significativas entre los organismos, (Fos(1)(15367=32.50 p<0.05)., la
prueba post hoc muestra que los individuos 3 (ES) y 6 (EN) presentaron el menor consumo
de liquido, en este caso nicotina, mientras que los organismos 2 (ES) y 8 (EN) que
consumieron nicotina y los organismos 11 (ES), 12 (ES), 13 (ES) y 15 (EN) que consumieron

agua, presentan mayor consumo de liquidos.

Consumo de liquidos por individuo

Estandar (ES)
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Figura 16. Se muestra las medias + el error estdndar del consumo de liquidos tanto agua como la
solucidn de nicotina (ml/gr/dia) de todos los organismos.

Sobre el consumo de liquidos (ml/gr/dia) por grupo, se muestran diferencias significativas
(F.05(1)(3,379=40.13 p<0.05), la prueba post hoc muestra que los animales expuestos a
nicotina tuvieron un menor consumo de liquidos, mientras que el grupo crecido en

ambiente estandar y que consumid solo agua tuvieron un mayor consumo.
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Consumo de liquidos por grupo
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Figura 17. Se muestra las medias + el error estandar del consumo de liquidos tanto agua como la
solucidn de nicotina (ml/gr/dia) por grupo.

Inmunohistoquimica

Debido al delicado proceso inmunohistoquimico algunos de los tejidos se deterioraron, asi
que no fue posible su inclusién para los siguientes andlisis estadisticos. Sin embargo los
tejidos pertenecientes a los animales 13, 14, 16, 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 fueron usados

para el conteo celular y el posterior analisis estadistico.

Agua/Estandar Agua/Enriquecido Nicotina/Estandar Nicotina/Enriquecido

Figura 18. Fotografias analizadas del nucleo acumbens core y de la Shell, de cada uno de los
grupos.

Ndcleo acumbens
core (NAcC)

Nucleo acumbens
shell (NAcS)
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La prueba de ANOVA seiala que existen diferencias significativas respecto al nimero de
células inmunoreactivas del nicleo acumbens core (F gs(1)(11,102)=15.04 p<0.05), la prueba
post hoc mostro que los organismos 3 (ES), 6 (ES), 9 (EN) del grupo que consumié nicotina
y el organismo 14 (EN) del grupo que consumié agua tienen menos células

inmunoreactivas de todos los organismos.

Nucleo acumbens core (NAcC) por individuo
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Figura 19. Se muestran las medias terror estandar del nimero de células inmunoreactivas a AFosB
del ndcleo acumbens core por individuo.
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La prueba de ANOVA seiala que hay diferencias significativas en el nimero de células
inmunoreactivas en nucleo acumbens Shell (F gs(1)(11,102)=15.14 p<0.05), la prueba post hoc
sefiala que los organismos 3 (ES), 6 (ES), 9 (EN) del grupo que consumid nicotina vy el

organismo 14 (EN) del grupo que consumié agua tienen menos células inmunoreactivas.

Nucleo acumbens shell (NAcS) por individuo
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Figura 20. Se muestran las medias terror estandar del nimero de células inmunoreactivas a AFosB
del ndcleo acumbens shell por individuo.
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En cuanto al nimero de células inmunoreactivas del NAcC entre los grupos muestra que
existen diferencias significativas y los organismos que consumieron agua y crecieron bajo
condiciones estandar, presentaron mas células inmunoreactivas en esta drea

(F.Os(l)(1,82)=3-60 p<0.05).

Nucleo acumbens core (NAcC) por grupo

100 +

Células por 6440um?

Células inmunoreactivas a AFosB

Agua/Estandar Agua/Enriquecido Nicotina/Estandar Nicotina/Enriquecido
Grupo

Figura 21. Medias t error estandar de las células inmunireactivas del nucleo acumbens core.

Por otra parte, no existen diferencias significativas en el numero de células

inmunoreactivas del NAcS entre los grupos (F os(1)(1,82)=0.75 p>0.05).

Nucleo acumbens shell (NAcS) por grupo
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Figura 22. Medias * error estandar de las células inmunoreactivas del nicleo acumbens shell.
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Finalmente se reunid la informacion sobre el consumo de nicotina diaria (mg/kg/dia),
junto con el nimero de células inmunoreactivas a AFosB de los animales 1, 2, 3,5, 6, 7, 8,

9, 10, en las dos graficas siguientesdos.

Consumo de nicotina y el nucleo acumbens core (NAcC)
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Figura 23. Medias del consumo de nicotina y el conteo celular del nicleo acumbens core.

Consumo de nicotina y el nucleo acumbens shell (NAcS)
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Figura 24. Medias del consumo de nicotina y el conteo celular del nicleo acumbens shell.
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DISCUSIONES

El analisis sobre el consumo de nicotina por individuo agrupa a los 10 organismos en 3
grupos, el grupo C con el mayor consumo, rata 2 (10.7283+0.5903 mg/kg/dia) y rata 8
(11.1945+0.4663 mg/kg/dia), el grupo B con un consumo medio, rata 1 (8.5981+0.4195
mg/kg/dia), rata 4 (8.4203+0.2611 mg/kg/dia), rata 5 (6.8865+0.4123 mg/kg/dia), rata 7
(7.6441+0.2859 mg/kg/dia), rata 9 (9.1690+0.3246 mg/kg/dia), rata 10 (7.5964+0.4319
mg/kg/dia) y el grupo A con el menor consumo de nicotina, rata 3 (5.3787+0.4565
mg/kg/dia) y rata 6 (5.3492+0.3080 mg/kg/dia), todo los grupos compuestos por
organismos crecidos en ambiente enriquecido y ambiente estandar. Si bien la literatura
seflala que el ambiente enriquecido es un factor protector en contra del consumo
desmedido de nicotina como lo sefiala Venebra-Muioz y colaboradores (2011), debemos
recordar que todos los animales estuvieron aislados durante el consumo de nicotina, lo
gue indica que los efectos positivos del ambiente enriquecido se pierden cuando hay un
aislamiento tanto de objetos como de interaccidén social, lo cual, en este experimento
provocd que no se detectaran diferencias en el consumo de nicotina en ambos grupos ES

(8.0026+0.2541 mg/kg/dia) y EN (8.1907+0.2407 mg/kg/dia).

Dadmarz y Vogel en el 2003 reportaron un autoconsumo de nicotina al 0.006% en machos
de 2.67+1.79 mg/kg/dia, siendo los datos reportados en esta tesis mayores, ES
(8.0026+0.2541 mg/kg/dia) y EN (8.1907+0.2407 mg/kg/dia), debido a que los animales
estuvieron expuestos a la nicotina por 12 hrs continuas al dia, sin posibilidad de elegir una
u otra sustancia. Ya que se ha reportado que de la dosis consumida via oral solo el 10%
llego al cerebro de los animales (Collins et al., 2012), podemos inferir que solo un 0.8

mg/kg/dia de nicotina llego al cerebro.

Aunque no existieron diferencias de consumo en ambos grupos, si hubo diferencias entre
los periodos de consumo, los periodos 1y 2, que abarcan el final de la pubertad y el inicio
de la adultez, presentaron un mayor consumo de nicotina tanto del grupo crecido en
ambiente estandar, 1ES (9.9131+0.5438 mg/kg/dia) y 2ES (9.0549+0.4663 mg/kg/dia)

como del grupo que crecié en ambiente enriquecido, 1EN (9.1583+0.5438 mg/kg/dia) y
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2EN (9.1301+0.4917 mg/kg/dia), mientras que el consumo del periodo 3 y 4 presentan un
consumo menor en ambos grupos 3ES (6.6825+0.3493 mg/kg/dia), 4ES (6.3599+0.3694
mg/kg/dia), 3EN (7.434410.4054 mg/kg/dia) y 4EN (7.0399+0.3482 mg/kg/dia). Estos
resultados son congruentes con investigaciones ya reportadas como Klein y colaboradores
(2004) y Nesil y colaboradores (2011), que demostraron que tanto hembras como machos
adolescentes consumen mds nicotina que organismos adultos, esto ocasionado porque,
las ratas adolescentes son mas resistentes a los efectos aversivos de la nicotina que ratas
adultas (Shram et al., 2006, Wilmouth y Spear, 2004 en Pastor, 2013), lo cual les permite

consumir mas nicotina sin los sintomas aversivos que cesarian el consumo.

Se calculé la dosis de liquido diario consumido tanto de agua como de nicotina, para ver si
los animales tuvieron una predileccién por alguno de los dos liquidos, los analisis
estadisticos post-hoc agruparon en tres subgrupos a los organismos, el grupo A con menor
consumo, rata 3 (0.0903+0.0077 mg/kg/dia) y rata 6 (0.0891+0.0051 mg/kg/dia), el grupo
B con el consumo medio, rata 14 (0.1529+0.0070 mg/kg/dia), rata 16 (0.1438+0.0034
mg/kg/dia), rata 1 (0.1432+0.0069 mg/kg/dia), rata 4 (0.1396+0.0043 mg/kg/dia), rata 5
(0.1149+0.0068 mg/kg/dia), rata 7 (0.1276+0.0046 mg/kg/dia), rata 9 (0.1523+0.0054
mg/kg/dia) y rata 10 (0.1266+0.0072 mg/kg/dia) y el grupo C con el mayor consumo, rata
11 (0.1770+0.0048 mg/kg/dia), rata 12 (0.2005+0.0090 mg/kg/dia), rata 13
(0.2125+0.0057 mg/kg/dia), rata 15 (0.1953+0.0069 mg/kg/dia), rata 2 (0.1859+0.0095
mg/kg/dia) y rata 8 (0.1865+0.0077 mg/kg/dia) grupo compuesto mayormente por
animales que consumieron agua. Al ser analizado por grupo las pruebas post-hoc
muestran que los animales que consumieron nicotina muestran un menor consumo de
liquidos, NES (0.1348+0.0043 mg/kg/dia) y NEN (0.1364+0.0040 mg/kg/dia) que los
animales que consumieron agua, AES (0.1966+0.0042 mg/kg/dia) y AEN (0.1636+0.0043
mg/kg/dia), lo cual indica que las ratas pueden discriminar entre agua y solucion de
nicotina, tal vez por los efectos aversivos de la nicotina en el organismo lo cual provocaria

un cese en el consumo de liquidos.

El analisis post-hoc del conteo de células inmunoreactivas en el nicleo acumbens tanto
del area core como de la shell, muestra un grupo B con mas células (ratas 13, 16, 1, 2, 5, 7,
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8y 10) y el grupo A con menos células (ratas 14, 3, 6 y 9), recordemos que los animales 3y
6 tuvieron el menor consumo de nicotina del grupo lo cual es congruente ya que el factor
de transcripcién AFosB es inducido en las regiones de recompensa del cerebro por la
exposicidon crénica a drogas de abuso y permanece por largos periodos de tiempo (Pereira,

2008).

Sin embargo el conteo celular por grupo del nucleo acumbens core muestra que el grupo
estandar que consumid agua tiene el mayor numero de células inmunoreactivas a AFosB
(5318 células) que el resto de los grupos AEN (3945 células), NES (41+4 células) y NEN
(4145 células), lo cual indica que los grupos con nicotina tuvieron una menor activacién de
este nucleo por lo tanto una menor mediacién motora. Mientras que el nucleo acumbens
shell no muestra diferencias significativas entre los grupos, lo cual sugiere que los efectos
protectores del ambiente enriquecido sobre la prevencion del consumo de nicotina al que
estuvieron expuestos durante su crecimiento, desaparecid al aislar los animales, por lo
tanto es necesaria una estimulaciéon constante del sujeto para mantener los efectos

protectores del ambiente.

En las dos ultimas graficas vemos que los animales que consumieron menos nicotina (ratas
3 y 6) tienen el menor nimero de células macadas a AFosB, pero la rata 9 que tuvo un
consumo medio también tiene un menor niumero de células marcadas. Mientras que los
animales que tuvieron el mayor consumo de nicotina (ratas 2 y 8) no tienen un nimero de
células elevado. Es claro que aunque los animales pertenecian a una misma cepa, a un
mismo sexo, a una edad y un ambiente controlado, los resultados no parecen ser
concluyentes respecto a lo consumido y a la cantidad de células marcadas para AFosB, lo
cual sugiere que existen otros factores que intervienen en el proceso de consumo de
sustancias y que no fueron analizados en esta investigacién. Ahora si esto ocurrié en
nuestro modelo animal, en el humano se complica el dilucidar cuales son todos los
factores que influyen en la adiccién, podemos afirmar que la adiccion es el resultado del
aprendizaje de vida, la edad de contacto con la sustancia, el nivel de recompensa del
consumo, la consolidacién por medio del aprendizaje, la necesidad de aliviar los sintomas
negativos, la genética, entre otros.
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Por ultimo seria importante analizar el consumo de nicotina a nivel individual en un
ambiente social, en un enriquecimiento ambiental, analizando el consumo de liquidos las
24 hrs del dia, y analizar la cantidad de AFosB en el nucleo acumbens en la adultez, de
ratas expuestas a nicotina durante la pubertad ya que como se sabe el factor de
transcripcion AFosB se acumula en el cerebro naturalmente y por consumo de drogas
actuando como un factor epigenético, al interactuar con la cromatina y asi remodelando
los promotores especificos para la regulacidon de genes que tienen que ver con plasticidad
lo cual lleva a una remodelacién neuronal relacionada con conductas adictivas, de
busqueda y saciedad de la necesidad de consumo, que son importantes en el desarrollo y
mantenimiento de la adiccion, actuando como un factor epigenético. Seria importante
saber que ocurre con esta proteina después de un periodo largo sin consumo y su
manifestacion en la conducta. Al igual que un método de clasificacién a nivel conductual
del organismo para predecir la probabilidad de un individuo a desarrollar una adiccién, y

por lo tanto desarrollar terapias preventivas.
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CONCLUSION

Los datos reportados demuestran que el consumo de nicotina en ratas es mas alto
durante la pubertad y desciende hacia la adultez de ratas macho Wistar, lo que indica que
es durante la pubertad cuando debe existir una mayor estimulacidén para disminuir el
consumo de nicotina y por lo tanto los efectos negativos en la salud, sin embargo es
necesario mantener esa estimulacién durante otras etapas de vida, ya que los efectos
protectores sobre el consumo de nicotina desaparecieron debido a un aislamiento tanto
de objetos como de interaccidon social, por lo que no se mostraron diferencias
significativas entre el grupo expuesto al enriquecimiento ambiental y los animales que se

mantuvieron en condiciones estandar de laboratorio, durante su crecimiento.

La relacién del consumo de nicotina y su relacion con el nimero de células marcadas a

AFosB no es concluyente, por lo cual se puede deber a diferencias individuales.

Por lo tanto la vulnerabilidad a la nicotina difiere de organismo a organismo, influyen
tanto factores genéticos como ambientales, y su analisis son clave para entender la

adicion.
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