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RESUMEN: (Objetivo, ambito de estudio, sujetos de estudio, instrumentalizacion, resultados,
conclusiones, Méaximo 2.000 palabras.)

Tal y como estaba previsto en esta tercera anualidad, continuamos haciendo experimentos para
1) determinar si la exposicion cronica a cocaina podia modificar la plasticidad neuronal
hipocdmpica en las cepas Lewis y Fischer 344 y afectar a la memoria espacial; y 2) estudiar el
metabolismo cerebral, mediante tomografia por emision de positrones en el animal
pequeiio (microPET), tras la administracion de cocaina a animales adultos expuestos
previamente durante su adolescencia a un agonista cannabinoide. Estos dos objetivos
concretos cubiertos en la presente anualidad tratan de contribuir al objetivo esencial y
general del Proyecto que es el de avanzar en el conocimiento de los procesos
psicobiologicos que pueden estar operando en las alteraciones neuropsicélogicas
inducidas por la cocaina.

1) Estudio del efecto de la administracion cronica de cocaina sobre la plasticidad
neural en el hipocampo y la memoria espacial.

Para llevar a cabo este primer objetivo, complementando los estudios ya descritos en la
anualidad segunda, en los de esta tercera anualidad estudiamos el efecto sobre los posibles
cambios en la densidad de las espinas dendriticas en neuronas de la capa CA1l del hipocampo
después de la administracion crénica de la droga en animales que habian sido sometidos
previamente a una tarea de memoria espacial en el laberinto de 8 brazos, tarea que, como es
sabido, es dependiente del hipocampo.

1.1. Metodologia

Los animales eran machos adultos de ambas cepas que se entrenaron en el laberinto radial de 8
brazos siguiendo tres fases: a) habituacién durante dos sesiones; b) adquisicion de la tarea
durante cuatro sesiones; y c) retencién de lo aprendido a las 24 horas y a las 48 horas desde la
ultima sesion de adquisicién. Antes de empezar estas fases experimentales los animales
recibieron intraperitonealmente durante 16 dias inyecciones de 15 mg/kg de cocaina (grupo
experimental) o de suero salino (grupo control). Después del ultimo dia de retencion ( es decir, a
la finalizacién de la tarea de memoria espacial) los animales se sacrificaron, sus hipocampos se
extrajeron y las neuronas piramidales de la capa CALl se tiflieron mediante el procedimiento de
la tincién de Golgi, a fin de poder cuantificar la densidad de espinas dendriticas y analizar su
morfologia.

1.2. Resultados

Los resultados indicaron que los animales Fischer 344 tardaron mds en aprender la tarea de
memoria y cometieron mas errores que los Lewis, pero el tratamiento con cocaina no mejoré la
realizacién de la tarea en ninguna de las dos cepas. Cuando se evalué la plasticidad neuronal
mediante el analisis de las espinas dendriticas, se comprobé que los animales Fischer 344 tenian
mas nimero de espinas dendriticas en la capa CAl del hipocampo que los Lewis, a nivel basal,
y que el tratamiento con cocaina aumentdé dicho nimero en ambas cepas, especial y
significativamente en la raza Fischer 344. No obstante, después de la exposicion crdnica a esta
droga, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambas cepas en lo que
se refiere al aprendizaje de la tarea espacial. En la Figura 1, que se presenta a continuacion
pueden verse las diferencias en la adquisicién de la tarea de memoria entre ambas cepas y en la
Figura 2 la medicion de la densidad de las espinas dendriticas. Estos resultados se han publicado
en un articulo cientifico (Fole et al., 2011), que cita més adelante en el apartado correspondiente
de este Informe.
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1.3. Conclusiones

En conjunto, estos resultados sugieren que las diferencias en el aprendizaje de la tarea de
memoria espacial que se han encontrado en ambas cepas probablemente obedecen a diferencias
genéticas en si mismas, que no se modifican por la administracién crénica de cocaina. La
exposicién continuada de esta droga, por otra parte, afecta al hipocampo aumentando la
densidad de espinas dendriticas en animales de ambas cepas, pero este aumento no correlaciona
significativamente en términos estadisticos con el aprendizaje de la tarea espacial exhibido por
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ambas razas. No obstante, es interesante decir que, a nivel basal, la cepa Fischer 344 tiene mas
densidad de espinas dendriticas en el hipocampo que la Lewis y que la exposicion cronica a
cocafna aumenté mas esa densidad en la cepa Fischer 344 que en la Lewis. Teniendo presente
que la cepa Fischer 344 mosiré mas déficits en el aprendizaje de la tarea de memoria espacial
tanto a nivel basal como tras la administraciéon crénica de cocaina, la mayor presencia de
espinas dendriticas en el hipocampo de los animales de esta raza apunta a que ciertas
deficiencias en el aprendizaje de tareas de memoria espacial pueden estar relacionadas con un
aumento de la densidad de espinas dendriticas hipocampicas.

2) Estudio del metabolismo cerebral mediante microPET tras la administracion de
cocaina a animales adultos que habian sido expuestos previamente en su adolescencia
a un agonista cannabinoide.

Como ya se ha dicho, siguiendo lo indicado en la Memoria del Proyecto en su
momento, en esta tercera anualidad ha sido de nuestro interés estudiar si la exposicion a
cocaina modificaba el metabolismo cerebral de la glucosa, en cuanto indicador indirecto
de la actividad neuronal, en animales adultos que, en su adolescencia, habian sido
expuestos a un agonista cannabinoide sintético, el CP 55,940. Ademas, este estudio
complementaba los realizados en la primera y segunda anualidad.

2.1. Metodologias:

Como en el caso de las anualidades anteriores, para llevar a cabo el presente trabajo, se
trataron animales de ambos sexos con 0,4 mg/kg i.p de CP 55,940 (un agonista sintético de
los receptores CB1 de cannabinoides) desde la edad de 28 dias postnatal a la de 38 dias
postnatal (11 dias de tratamiento en esa etapa de la vida de los animales que es similar al
inicio de la adolescencia en humanos) y a sus correspondientes controles con la solucion
vehiculo empleada para disolver el agonista CP 55940. Después de finalizar este
tratamiento, se dejé que los animales se hicieran adultos sin ningtin otro tipo de
intervencion experimental y al llegar a la edad de 100 dias se les implant6 un catéter en la
vena yugular, Tras siete dias de recuperacion post-operatoria, los sujetos se expusieron a la
cocaina (1 mg/kg) o a suero salino antes de someterse el estudio de neuroimagen mediante
Tomografia por Emision de Positrones (TEP; PET en inglés). A tal fin, diez minutos
después de la administracion de la droga o del suero salino, los animales recibieron 2-
deoxy-2-[18F]fluoro-D-glucosa (FDG: 1.99 + 0.24 mCi) y se permiti6 la captacion de la
glucosa durante 35 minutos. Posteriormente, se tomaron imagenes cerebrales tomogréficas
durante 60 minutos que, después, se analizaron estadisticamente mediante la metodologia
de Mapas Paramétricos Estadisticos (SPM).

2.2. Resultados:

En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos tras la cuantificacion de las
imagenes y en las Figuras 3 y 4 imagenes representativas de las tomografias realizadas
sobrepuestas a imdgenes de resonancia magnética para obtener una mayor resolucion
anatomica.
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se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas en el metabolismo cerebral de la glucosa entre los
animales adultos machos expuestos y no expuestos al cannabinoide sintético durante
una etapa de su adolescencia pero, tras la administracion de cocaina, los niveles
metabdlicos de la glucosa disminuyeron en la region del estriado dorsal en los animales
expuestos a vehiculo (VH, en la Tabla 1) en su etapa adolescente, en comparacion con
los expuestos al agonista cannabinoide (CP, en la Tabla 1). En el caso de las hembras,
las expuestas a CP mostraron un metabolismo de la glucosa mayor que el de sus
controles, especialmente en la region de los niicleos septales, pero la administracion de
cocaina anuld esas diferencias porque la presencia de la droga disminuyé el
metabolismo cerebral en los nucleos septales. Los animales hembras de los grupos
controles no mostraron ningun cambio en su metabolismo cerebral de la glucosa
después de la administracion de cocaina.

Tabla 1.
Variables Regions Z. score (max.) Cluster Size*
Males | VH (Saline) > VH (Cocaine) Dorsal Striatum 4.41 75
(Right + Left)
VH (Cocaine) < CP (Cocaine) Dorsal Striatum 4.68 101
(Right + Left)
Females | CP (Saline) > CP (Cocaine) Septal Nuclei 4.79 79
CP (Saline) > VH (Saline) Septal Nuclei 3.82 23
FIGURA 3
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FIGURA 4

Imégenes representativas de los niicleos septales.

2.3. Conclusiones

Teniendo presente que este estudio se ha realizado en animales adultos expuestos durante una
etapa de su adolescencia a un cannabinoide sintético, los resultados encontrados en los nicleos
septales son especialmente interesantes porque dichas estructuras son la principal fuente de
inervacion colinérgica al hipocampo y, como es sabido, el hipocampo inhibe la actividad
dopaminérgica del estriado ventral, incluido el nicleo accumbens. Este hecho puede indicar que
el mayor metabolismo basal de la glucosa en los nicleos septales de los animales expuestos al
agonista cannabinoide sintético CP 55, 940 (CP) de nuestro estudio podria traducirse en una
hiposensibilidad a los efectos reforzantes de la cocaina en el nicleo accumnes, dada la citada
inhibicién de la actividad dopaminérgica de este nicleo ejercida por el hipocampo. En
consecuencia, serfa necesario en estos animales la presencia de una mayor cantidad de cocaina
para que esta droga tuviera efectos reforzantes y ello podria explicar resultados previos de
nuestro grupo que demuestran que animales hembras adultas expuestas en una etapa de su
adolescencia a CP se autoadministran mas cocaina que sus correspondientes controles (
Higuera-Matas et al., 2008).
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MODIFICACIONES DE LA METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO SOBRE
LOS PROYECTADOS Y SU JUSTIFICACION:

Durante esta tercera anualidad, tampoco hemos hecho ningin cambio en la metodologia
ni en el plan de trabajo proyectado en desde la primera anualidad.

OBJETIVOS PLANTEADOS :(Transcribir los del proyecto original)

Estudiar en animales de razas genéticamente seleccionadas que muestran diferente
vulnerabilidad ante los efectos reforzantes positivos de la cocaina (las cepas Lewis y
Fischer 344):

3) la plasticidad sinaptica, mediante registros electrofisioldgicos en rodajas de hipocampo
para determinar el grado de potenciacion a largo plazo ( LTP) y

4) el metabolismo cerebral, mediante tomografia por emision de positrones en el animal
pequeiio (microPET).

OBJETIVOS CONCRETOS ALCANZADOS: (Ordenar de igual forma que los planteados. En el

caso de proyectos coordinados, el coordinador deberd describir ademas el desarrollo de la coordinacién entre
subproyectos en este aio, y los resultados de dicha coordinacién con relacién a los objetivos globales del proyecto).

Consideramos que los dos objetivos previstos para la tercera y ultima anualidad se han
alcanzado correctamente, por lo que podemos afirmar que:

1) Se ha determinado si la exposicidn crénica a cocaina podia modificar la plasticidad neuronal
hipocdmpica en las cepas Lewis y Fischer 344 y afectar a la memoria espacial; y

2) Se ha estudiado el metabolismo cerebral de la glucosa tras la administracion de cocaina
a animales adultos expuestos previamente durante su adolescencia al agonista
cannabinoide sintético CP55, 940.

APLICABILIDAD Y UTILIDAD PRACTICA DE LOS RESULTADOS EN EL
AREA DE LAS DROGODEPENDENCIAS. (En caso de memoria final)

Al ser un proyecto de investigacion basica, la aplicabilidad y utilizacién de sus
resultados seria posible a medio y largo plazo. De modo mas inmediato, estos resultados
pueden utilizarse para divulgar el avance en el conocimiento sobre las bases
psicobioldgicas de la conducta adictiva a la sociedad en general y, particularmente, a
todos aquellos colectivos especificos que lo requieran.

PATENTES U OTROS RESULTADOS EXPLOTABLES COMERCIALMENTE
QUE SEAN CONSECUENCIA DEL PROYECTO. (En caso de memoria final)

Como se acaba de decir, este es un proyecto de investigacion bésica y, en consecuencia, sus
resultados sdlo podrian dar lugar a productos explotables comercialmente a medio y largo plazo.
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OTRAS SUBVENCIONES O AYUDAS RECIBIDAS PARA ESTE PROYECTO:
origen, cantidad, en qué se aplica

No ha habido otras subvenciones o ayudas para la realizacion de este proyecto

OTRAS CONSIDERACIONES QUE SE DESEE HACER CONSTAR

Damos las gracias al PNSD por la ayuda de investigacion recibida que ha permitido
contribuir a la continuacion en nuestra linea de investigacion y a la formacion de nuevos
doctores.

En esta fecha se remite también por correo electronico, a la direccion

pndinvestigacion@msps la presente memoria.

En Madrid a 15 de Abril de 2012

FIRMA: Emilio Ambrosio Flores




