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

Objetivo del estudio

Este proyecto se gestd para analizar la adiccién a la nicotina y ver sus efectos en la
produccién del éxido nitrico y serotonina en el sistema nervioso central, utilizando animales
de experimentacion. Para ello valoramos dos tipos generales de variables: la produccion de
oxido nitrico y de serotonina en regiones encefalicas cognitivas y en zonas relacionadas con la
adiccion, tanto en ratones machos como en hembras sometidos a un tratamiento crénico con
nicotina como después de un periodo de abstinencia a la droga. Ademas, mediante el empleo
del raton knock-out para la isoforma neuronal de la sintasa del oxido nitrico, comprobaremos
su influencia sobre el sistema serotonérgico en dichas zonas cerebrales.

El proyecto pretende sentar bases neurobioldgicas de los efectos de la nicotina en el cerebro
por medio del dxido nitrico y la serotonina y la implicacién del sexo en dichos procesos, con
vistas a una actuacion farmacoldgica mas adecuada encaminada a aumentar el éxito de la
deshabituacion tabaquica.

Material y Métodos (sujetos de estudio e instrumentalizacion)

Animales experimentales

Ratones adultos (2 meses) de ambos sexos estabulados en condiciones estandar en el
Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca. Todos los animales se
mantuvieron, manipularon y sacrificaron segln lo establecido
en la directiva del Consejo de las Comunidades Europeas (86/609/ECC, directiva 2003/65/CE)
y la legislacion espanola (RD 1201/2005, ley 32/2007) vigentes para el uso y cuidado de
animales de laboratorio.

Las estirpes de raton empleadas son:

Genotipo silvestre: C57BL/6J homozigotos sin la mutacion.

Knock-out para la NOS 1: B6;12954-Nos1™""" (002633 de los Laboratorios Jackson,

EEUU), homozigotos para la mutacion Nos 7P/ tmiFlh,

Genotipado de los animales

Puesto que los ratones knock-out para la NOS1 (KO) no tienen un fenotipo aparente, se
procedi6 a su genotipado para determinar los homozigotos silvestres (controles),
heterozigotos (cria) y homozigotos para la mutacion (verdaderos —

KO). Para ello se tomd una muestra de la cola bajo anestesia local | .
(lidocaina) en el momento del destete y tras su marcaje e W EH
identificacion individual.

Oligonucledtidos para el genotipado de Nos1"™'"";

oMRO013: 5-CTT GGG TGG AGAGGCTATTC-3' olMRO014:  5-AGG TGA GAT GAC
AGG AGATC-3

olMRO406:  5-TCA GAT CTG ATC CGAGGAGG-3  oMR0407: 5-TTCCAGAGCGCT
GTCATAGC-3

Tratamiento con drogas

Animal experimental: implantacion de mini-bombas osméticas
Alzet mod.2002 (Alza Corp.) colocadas subcutaneamente (Fig. 1).
Las mini-bombas se rellenaron de (-)-nicotina hidrogeno tartrato (BN BRI P
(Sigma N-5260) disuelto en solucion salina isotonica (s. salina, 0.9% Figura 1: Raton tras |la
NaCl); pH 7.0. La dosis (24 mg-kg'dia") se calculéd como la base, y implantacion de una bomba
la velocidad de transfusion fue de 0,53 pl/hora. La implantacion osmética.
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de las mini-bombas se realizé bajo anestesia con isofluorano /0, (Forene®; 2,5-5%). En el dia
14 del tratamiento se sacrificaron los animales destinados a los experimentos de adiccion,
mientras que a los destinados a los experimentos de abstinencia se les retiré la mini-bomba
siguiendo los mismos pasos utilizados para su implantacion y se sacrificaron en el dia 2
posterior a su extraccion.

Animal control: se realizd el mismo tratamiento que en el caso anterior, pero las mini-
bombas se rellenaron con s. salina.

Test comportamental de campo abierto

Esta prueba se llevd a cabo introduciendo al raton en el interior de una caja rectangular
de plastico de con el piso dividido en 15 cuadros. Inicialmente, el animal se situd en el centro
y se permitié que se movieran libremente durante 5 min. En este tiempo se contabilizaron: el
nimero de lineas que cruza, bien con las cuatro patas (cruces completos), o bien con sélo dos
de ellas (medios cruces); las veces que se alza sobre las patas traseras; el nimero de veces
que se asea; la cantidad de defecaciones que realiza; el nimero de sacudidas de la cabeza;
los temblores en las patas, el nimero de retrocesos durante el desplazamiento; las veces que
se rasca; el nimero de veces que pone la cola vertical; y la pilo-ereccion.

Test comportamental del rota-rod

La prueba de rota-rod consiste en una varilla donde se sitGan los ratones y que gira con
una aceleracién constante que va de 4 a 40 rpm en 10 minutos. Nos permitié medir la
coordinacion motora de los ratones a través de dos parametros: el tiempo de estancia en la
varilla, y la velocidad de giro de la varilla en el momento de caer el ratén.

Las pruebas comportamentales/neurofisiologicas se realizaron a PO, que se utilizé como
base, antes de la implantacion de cualquier tratamiento, a P4 (T5), P9 (T10), P14 (T15) y P16
(T17). Sélo el ultimo tiempo se consideraba como abstinencia (Fig. 2).

Figura 2: Linea temporal representando los momentos de implantacién y extraccion de las
bombas osméticas y los dias de evaluacion.

Inmunohistoquimica

Los animales se anestesiaron con una mezcla (3:4) de hidrocloruro de ketamina (Ketolar)
e hidrocloruro de tiacina (Rompun; 1 ul/g peso corporal i.p.). A continuacion se sacrificaron
por perfusion intracardiaca con una mezcla que contenia 4% paraformaldehido y 0.2% acido
picrico en tampon fosfato 0.1 M, pH 7.3, durante 15 min. Los cerebros se diseccionaron y se
cortaron en bloques que se post-fijaron en la misma mezcla durante 2 h a temperatura
ambiente. Los bloques de tejido se crioprotegieron en sacarosa y se congelaron con ayuda de
nitrégeno liquido. Mediante un frigomobil, se obtuvieron series de secciones de 30 pm en
planos coronales de cada bloque.

Para el marcaje inmunochistoquimico empleamos la técnica de inmunofluorescencia. Los
anticuerpos que se emplearan y sus concentraciones son las siguientes anti-NOS1 policlonal
(IgG ovina, Drs. Emson y Charles, Universidad de Cambridge, UK) diluida 1:10.000; anti-
serotonina (anti-5-HT; 1gG de conejo, #5Z1021de Affiniti) diluida 1:3000, anti-transportador
de 5-HT (IgG de conejo, Zhou et al., 1996) diluida 1:10000. Los anticuerpos contra diferentes
tipos de receptores de serotonina como el anti-receptor 5-HT1A (IgG de conejo, #24504 de
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ImmunoStar Incorporated); el anti-receptor 5-HT2C (IgG de conejo, #24505 de ImmunoStar) y
el anti-receptor 5-HT3 (lgG de conejo, #SP7002P de Acris Antibodies GmbH) no mostraron
marcajes satisfactorios, por lo que no se emplearon para los andlisis inmunohistolégicos.

Andlisis cuantitativo de las secciones procesadas histolégicamente

En cada uno de los grupos experimentales y con cada una de las tinciones, se
determinaron las densidades de neuronas positivas en cada una de las regiones estudiadas, asi
como de cantidad de marcaje positivo para las fibras que contenian serotonina (5-HT) o su
transportador (5-HTT,) tomando planos focales de 0.14 pm? mediante un microscopio confocal
(Leica Microsystems, Mannheim, Alemania). Puesto que la gran cantidad de neuropilo positivo
para 5-HTT hace imposible su analisis mediante técnicas estereoldgicas convencionales, para
su cuantificacion se analizaron los pixeles 5-HTT+ en dichos planos focales mediante el
programa ImageJ.

En el caso del nicleo accumbens (NA) y del caudado-putamen (CP), ambos
pertenecientes al estriado, hemos analizado distintas zonas de esta regién encefalica lo
suficientemente alejadas entre si como para evitar solapamientos anatomicos, y que tuvieran
una correspondencia funcional en respuesta a drogas de abuso.

La determinacién de la densidad de neuronas inmunomarcadas se realizo mediante el
analisis de dos niveles rostro-caudales comparables en cada una de las regiones de estudio
(nivel rostral, N1; y nivel caudal, N2). Dado el pequeio tamaio del NA, se analizo un unico
plano focal en el nivel mas rostral y otro en el mas caudal. Este plano estaba siempre
adyacente a la comisura anterior y ventrolateral a ella (Fig. 3); de esta manera nos
asegurabamos de que no incluiamos otras regiones colindantes al NA, como la sustancia
innominata y, especialmente las islas de Calleja, que contienen gran cantidad de neuronas
productoras de NO. En el caso del CP, se analizaron 2 planos focales en el nivel mas rostral:
rostro-dorsal (RD) y rostral-lateral (RL); y 2 en la zona mas caudal: caudo-dorsal (CD), caudo-
lateral (CL; Fig. 3).

Medial J

Caudal ==t

- Rostral

Figura 3. Localizacion de las zonas analizadas (cuadrados morados) en los niveles rostrales (N1) y caudales (N2) del niicleo
accumbens (NA) y del caudado-putamen (CP). ca; comisura anterior; cc: cuerpo calloso, CD: zona caudo-dorsal; CL: zona
caudo-lateral; RD: zona rostro-dorsal; RL: zona rostro-lateral; RM: zona rostro-medial (modificado de Hof et al., 2000).
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Extraccion de tejido para los ensayos bioquimicos y moleculares

Los ratones se decapitaron, y los encéfalos se diseccionaron en hielo. A continuacion, se
realizaron lonchas de tejido (200 pm grosor) en planos coronales en un criostato y se tomaron
porciones de tejido correspondientes a los caudado putamen, nilcleo accumbens, area
tegmental ventral, hipocampo y nicleos del rafe por medio de un bisturi quirGrgico. Las
muestras se conservaron congeladas a -80° C hasta su procesamiento posterior.

Determinacion de nitratos y nitritos

Las muestras de tejido se pesaron y se homogenizaron en cinco volimenes de tampon
fosfato (pH 7.5) y se centrifugaron a 2000 g durante 5 min a 4°C. El sobrenadante se incubé
2:1 con 0.3 M NaOH durante 5 min y después 3:1 con 5% ZnSO, para conseguir una
desproteinizacién adecuada. La mezcla se centrifugd a 3000 g durante 20 min y los
sobrenadantes se emplearon para las determinaciones de NO'3/NO’; Los nitratos se redujeron
a nitritos por la nitrato reductasa de Aspergillus (Boehringer Mannheim) en presencia de
NADPH y FAD. Los nitritos totales (NO; reducidos y NO; pre-existentes) se evaluaron
espectrofotométricamente a 546 nm, y se consideraron como los metabolitos estables del NO.
Para la preparaciéon de rectas patrén se emplearon soluciones de nitrato y nitrito sédicos.
Para homogeneizar los resultados, las cantidades resultantes se refirieron al peso del tejido
del cual se obtuvieron.

Analisis estadistico

En primer lugar evaluaremos la normalidad y homoscedasticidad de los resultados (test
de Kolmogorov-Smirnov para una muestra). Dependiendo de este analisis, los resultados seran
analizados mediante pruebas paramétricas (ANOVA en la comparacion global intergrupos
aplicando test ad hoc si existen diferencias globales) o no paramétricas (test de Kruskal-Wallis
en la comparacion global intergrupos aplicando el test de Mann-Whitney si existen diferencias
globales para la comparacion entre grupos particulares).

Resultados

Expresion de la NOS1 en el encéfalo del ratén

El analisis de la expresion de la NOS1 en el encéfalo de ratén silvestre muestra que ésta
se localiza esencialmente en células de fenotipo neuronal. Esta inmunolocalizacion se
produce tanto en los ratones macho y hembra control tratados con s. salina, como en los
animales experimentales de ambos sexos a los que se les implantaron las mini-bombas
rellenas de nicotina. Concretamente, en el estriado, dichas neuronas, tienen una morfologia
tipica de las células productoras de NOS1 en
éstas areas cerebrales, es decir, son células con
un soma poligonal o fusiforme con 2-3 dendritas
principales escasamente ramificadas (Fig.4), lo
que coincide con las observaciones realizadas
por nuestro laboratorio previamente. Los
animales KO no poseen ninglin inmunomarcaje
para la NOS1.

Figura 4: Imagen de estriado
de ratén realizada con
microscopia confocal. Se
observa la morfologia poligonal
(flechas) o fusiferme (punta de
flecha) de los somas de las
neuronas que contienen NOS1.

Expresion de la 5-HT y el 5-HTT en el encéfalo
del ratén

En el encéfalo del raton, el marcaje 5-HT+ se visualiza en somas de los nlcleos del rafe,
asi como en muy escasas fibras en el encéfalo, siendo mas abundantes en el bulbo olfatorio
principal. Este patrén de inmunolocalizacion de la 5-HT tiene lugar tanto en los ratones
machos y hembras silvestres como KO de ambos sexos, independientemente del grupo
experimental analizado (Fig. 5).

Al contrario de lo que ocurre con la inmunolocalizacion de 5-HT, el 5-HTT se visualiza en
una gran cantidad de neuritas por todo el encéfalo, tanto en los ratones silvestres de ambos
sexos como en los KO machos y hembras, y en todos los grupos experimentales analizados
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(Fig. 5). Ademas, en ninglin caso se observa colocacion de esta proteina con la NOS1 en las
regiones analizadas.

A e g Ry all Vi B Figura 5: Imagen de estriado de raton
e = realizada con microscopia de
&4 epifluorescencia. No se ohserva marcaje
1 positivo para serotonina (5-HT; A). Por el
! contrario, existe una gran cantidad de
4 neuropilo marcado para el transportador de
5-HT (5-HTT; B). Barra de escala: 2 mm.

Puesto que los animales KO no poseen la NOS1, los resultados de la cuantificacion de las
neuronas productoras de NO se centran en la cantidad de células NOS1+ en los animales
silvestres. Por otra parte, dado que apenas hay neuropilo positivo para 5-HT en las zonas
analizadas, y los anticuerpos contra los receptores de serotonina empleados no mostraron un
marcaje especifico, slo se pudo analizar el sistema serotoninérgico en dichas zonas mediante
visualizacion del 5-HTT.

Nucleo accumbens

Los animales silvestres sometidos a la adiccion a nicotina no muestran alteraciones ni en
la densidad de neuronas que expresan NOS1, ni la densidad de pixeles 5-HTT+, comparados
con su grupo control tratados con s. salina. Esta igualdad en las densidades se produce tanto
en el conjunto de todo el NA, como en las dos regiones analizadas de este nicleo Ademas, no
existen diferencias entre los machos y las hembras en dichas densidades en ninguno de los
grupos experimentales. Al igual que en los ratones silvestres, tampoco hay cambios en la
densidad de los pixeles 5-HTT+ entre los ratones KO adictos a la droga y sus controles con
mini-bombas rellenas de s. salina, asi como tampoco existen diferencias sexuales en dicha
densidad, ni en la totalidad del NA, ni en ninguna de las regiones analizadas. Asimismo,
tampoco existen divergencias en dichas densidades de pixeles 5-HTT+ entre los animales
silvestres y KO, ya sean machos o hembras.

Al analizar el efecto del estrés y de la abstinencia a la droga tampoco se observan
cambios ni en el patrén de marcaje de NOS1, en los ratones silvestres, ni de 5-HTT en los
animales silvestres ni KO en ninguna de las condiciones analizadas.

Caudado Putamen

En el CP, el tratamiento con nicotina no afecta a la densidad total de neuronas positivas
para NOS1 ni a la densidad de pixeles 5-HTT+, ni en los machos ni en las hembras silvestres.
Ademas, en los ratones KO tampoco existen cambios significativos al valorar la densidad total
de pixeles 5-HTT+, entre los ratones adictos a la nicotina y sus controles tratados con s.
salina, independientemente del sexo del animal. Asimismo, en estos grupos experimentales
no existen diferencias sexuales, ni en los silvestres, ni en los KO. Sin embargo, al analizar por
separado las distintas regiones del CP, se observan diferencias regionales en el contenido de
células marcadas para NOS1 en las hembras silvestres. Ademas, la densidad de pixeles 5-HTT+
en los machos KO también es diferente dependiendo del area analizada. Dichas diferencias
regionales se eliminan con el tratamiento con nicotina.

Al analizar el efecto del proceso de extraccion de las mini-bombas, se comprueba que los
machos silvestres tratados con s. salina, dos dias después de retirarles la bomba contenian
una mayor densidad de pixeles 5-HTT+ que las hembras sometidas al mismo tratamiento. Es
mas, dicha diferencia se produce de manera especifica en la zona RL, mientras que el resto
de las zonas analizadas no muestran diferencias sexuales. Por el contrario, no se observan
dichas diferencias en la densidad de las neuronas NOS1+ (Fig. 6).
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Células NOS1 en las zonas anallzadas del caudado putamen de Fibras 5-HTT en las zonas anallzadas del caudado putamen de
los animales sllvestres en condlclones de abstinencla de s. sallna los machos sllvestres en condliclones de abstinencla de s. salina
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Figura 6. Densidad de células que contienen NOS1 (A) y de fibras 5-HTT positivas (B) en el caudado pulamen de los machos y
las hembras silvestres en condiciones de “abstinencia de s. salina”. Mientras que no hay diferencias sexuales en la densidad de
neuronas NOS1+ (A), sl se producen en la densidad de fibras 5-HTT+ (B). Asl, la zona rostro-lateral (RL) muestra una densidad
de fibras marcadas para 5-HTT significativamente mayor en los machos que en las hembras. Sin embargo, no hay diferenclas
sexuales significativas ni en la zona rostro-dorsal (RD), ni en la zona caudo-dorsal (CD), ni en la caudo-lateral (CL). * p < 0,05,

Por otro lado, al analizar el efecto de la abstinencia a la droga se comprueba que no hay
alteraciones en la densidad total de pixeles 5-HTT+ ni en la de células NOS1+ en ninguno de
los grupos experimentales analizados. Sin embargo, al analizar las distintas regiones del CP
por separado, se comprueba que la abstinencia a la nicotina provoca una redistribucién de las
neuronas que contienen NOS1 en los machos silvestres: aunque no se producen alteraciones
significativas en ninguna de las regiones de los ratones abstinentes a la droga comparados con
sus animales abstinentes de s. salina, estos cambios leves son suficientes para provocar dichas
diferencias significativas (Fig. 7).

Células NOS1 en las zonas anallzadas del caudado putamen de Células NOS1 en las zonas analizadas del caudado putamen de
los machos sllvestres en condiclones de abstinencla de s. sallna los machos sllvestres en condiclones de abstinencla de nicotina
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Figura 7. Densidad de células que contienen NOS1 en el caudado-putamen (CP) de los ratones machos silvestres “abstinentes”
de s. salina (A) y de nicotina (B). En el CP de los machos silvestres "abstinentes” de s. salina no hay diferencias regionales en el
contenido de las neuronas NOS1+ Por el contrario, los machos abstinentes de nicotina muestran una mayor densidad de
neuronas nitrérgicas en la zona rostro-dorsal (RD) que la zona caudo-dorsal (CD) y la caudo-lateral. RL: rostro-lateral * p < 0,05.

Anélisis de la produccién de NO en el encéfalo del raton
Ntcleo accumbens
Los animales silvestres tratados con s. salina muestran diferencias sexuales en la

cantidad de los metabolitos estables del NO en el NA: los machos tienen una menor liberacion
de NO que las hembras (Fig. 8).
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Metabolitos estables del NO en machos y hembras
sllvestres tratados con s, salina durante 14 dfas
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Asimismo, al comparar el contenido de metabolitos estables del NO entre los animales
silvestres y los ratones que carecen de NOS1, se observa que los machos silvestres poseen una
menor concentracion de NO, /NO;3” que los machos KO, mientras que no hay diferencias entre
las hembras de ambos genotipos. Ademas, no existen diferencias sexuales en la produccién de
NO en los KO tratados con s. salina (Fig. 9).

Metabolitos estables del NO en machos silvestres
y KO tratados con s. salina durante 14 dlas

Metabolitos estables del NO en hembras slivestres
y KO tratadas con s. salina durante 14 dfas
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Figura 9. Contenido de metabolitos estables del NO en el niicleo accumbens de los ratones silvestres (++) y knock-out (KO)
tratados con solucién salina durante 14 dias. Los machos silvestres contienen menor cantidad de NOy y NO2 que los KO (A).
Sin embargo, las hembras no muestran diferencias en la cantidad de metabolitos estables del NO entre ambos genotipos (B).
*p<0,05.

Fs decir, tanto en los animales silvestres como en los KO tratados con nicotina, la
concentracion de los metabolitos del NO en el NA no cambia de manera significativa con
respecto a los animales tratados con s. salina ni en los machos ni en las hembras. Sin
embargo, el tratamiento crénico con nicotina produce alteraciones sutiles en la liberacion de
NO, de tal forma que “elimina” las diferencias sexuales en la cantidad de los metabolitos del
NO que se observan en los ratones tratados con s. salina.
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Caudado Putamen

En el CP de los ratones silvestres tratados durante 14 dias con s. salina el sexo es
determinante en la produccién de NO: en los machos es mayor que en las hembras (Fig. 10).

Metabolitos estables del NO en machos y hembras
sllvestres tratados con s. salina durante 14 dfas

'%“__ 3

o

n*',,'g 30 Figura 10: Contenido de los metabolitos
2 3 26 estables del NO en el caudado-putamen de
89 5 los machos y las hembras silvestres tratados
cd con s. salina. Los machos muestran una
8 g 1 concentracién de NOs y NOz mayor que las
LTS hemb(r)a&(B}.

£ o *p< .

(] E ¥

2 e

§ o

Bde?

Cuando nos centramos en el efecto de la presencia/ausencia de NOS1 para evaluar el -NO
producido en controles (ratones tratados con s. salina durante 14 dias) se demuestra que en
los machos silvestres este neurotransmisor es mayor que en los KO, pero en las hembras no
hay diferencias entre ambos genotipos (Fig. 11). Ademas, en los animales KO no existen
diferencias sexuales en la concentracion de los metabolitos del NO, al contrario que en los
ratones silvestres sometidos a este tratamiento.

Metabolitos estables del NO en machos silvestres Metabolltos estables del NO en hembras silvestres y
y KO tratados con s, salina durante 14 dfas B KO tratadas con s. salina durante 14 dfas
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Figura 11. Contenido de metabolitos estables del ‘NO en el caudado putamen de los ratones silvestres (++) y knock-out (KO)
fratados con solucion salina durante 14 dias. Los machos silvestres contienen mayor cantidad de NOy y NOz que los KO (A).
Sin embargo, las hembras no muestran diferencias en la cantidad de metabolitos estables del NO entre ambos genotipos (B).
*p<0,01.

El estudio del CP de los ratones silvestres tratados con nicotina no revela diferencias
sexuales significativas en la produccion de los metabolitos del NO. Es mas, esta produccion es
similar entre los ratones silvestres y los KO que carecen de la enzima NOS1, tanto en los
machos como en las hembras. Ademas, tampoco hay diferencias sexuales en la concentracion
de los metabolitos estables del NO en el CP de los ratones KO.



SECRETARIA GENERAL DE

MINISTERIO POLITICA SOCIAL

DE SANIDAD

Y POLITICA SOCIAL DELEGACION DEL GOBIERNO
PARA EL PLAN NACIONAL
SOBRE DROGAS

El analisis del efecto de la droga en el CP indica que los animales silvestres tratados con
nicotina muestran un descenso en la liberacion de NO en esta zona encefalica, con respecto a
los que solo recibieron tratamiento con s. salina. Si bien dicha disminucion no llega a ser
significativa en las hembras (p= 0,07), si lo es en los machos (Fig. 12). Ademas, de la misma
forma que en el caso del NA, las inyecciones con nicotina eliminan las diferencias sexuales
observadas en los animales que fueron tratados sélo con s. salina.

Metabolitos estables del NO Metabolitos estables del NO

AN en machos silvestres B en hembras silvestres
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Figura 12. Contenido de los metabolitos estables del NO en el caudado putamen de los machos (A) y las hembras silvestres (B).
En los machos tratados con s. salina hay una mayor cantidad de NOy y NOz que en los inyectados con nicotina. Por el
conltrario, las hembras no sufren alteraciones significativas en la liberacion de NO debidas al tratamiento con la droga. * p < 0,05.

Tratamiento crénico con nicotina y control motor
Previamente al comienzo de la administracion de nicotina (T1; animales naif) no se

observaron diferencias en la coordinacion motora entre ninguno de los grupos, ni machos ni
hembras, ni animales KO para la NOS1 (Figura 13).
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Figura 13: Velocidad méaxima en el Rota-rod
en animales naifa T1 (siluacion basal).

o

Machos Hembras

No obstante, durante los periodos de tratamiento avanzados (T10, T15) y abstinencia
(T17) se observé una mejor coordinacion motora de los machos silvestres (WT) respecto de los
KO, con independencia del tratamiento; estas diferencias no se hallaron entre las hembras
(Fig. 14). Sin embargo, tras la eliminacion de la droga (T17) las diferencias sélo eran
estadisticamente significativas entre los machos controles, pero no en los tratados con
nicotina. Esta diferencia es claramente un dimorfismo sexual: la ausencia de 6xido nitrico
implica cambios en el control motor (diferencias WT-KO), y esta diferencia también se ve
acusada en los machos tratados con nicotina. En definitiva, la presencia de NOS1 se traduce
en una mejoria en el control motor, que se ve agudizado en un tratamiento crénico con
nicotina, que desaparece en el periodo de abstinencia. Hay que resaltar que las diferencias
en el control motor no son debidas al tratamiento con la droga, si no que aparecen solo con
ella y en los ratones que genéticamente no producen dxido nitrico neuronal. Por lo tanto,
este hallazgo es importante desde el punto de vista terapéutico: el uso de nicotina
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prolongado no parece alterar el control motor, lo que lo haria “no desaconsejable” en usos
terapéuticos pro-colinérgicos, en patologias donde pudiera necesitarse, como en déficits
generalizados del sistema colinérgico.

Estos resultados difieren completamente de lo hallado por nosotros (Weruaga et al.,
2002) y por otros autores (Caldarone et al, 2008; Faraday et al, 2003) al utilizar vias de
administracion no-continuas. A diferencia de lo observado en esos tipos de administracion de
la droga (mediante pinchazos continuados) en nuestros experimentos con bombas subcutaneas
no se hallaron diferencias en el patrén de locomocion general ni en las medidas de ansiedad
en ninguno de los sexos, ni en el periodo de abstinencia.

B Machos Salino (WT)

3071 [ElMachos Nicotina (WT)

B Hombras Sallno (WT)
[ElHembras Nicotina (WT)
I8 Machos Salino (NOS1)

[M Machos Nicotina (NOS1)
[FlHembras Salino (NOS1)
[JHembras Nicotina (NOS1)

%

Figura 14, Velocidad méxima
en el Rota-rod durante el
tratamiento y abstinencia.

Méaxima velocidad de rotacion (rpm)
z
[l

Ello no obstante, observamos un mayor nimero defecaciones en los machos KO que en
los machos silvestres, en los controles (“tratados” con solucion salina) a T5 y T10; estas
diferencias no existian en el mismo tipo de animales pero que fueron tratados con nicotina.
De esta manera se refuerza el papel ansiolitico de la nicotina, pero también con un marcado
dimorfismo sexual -s6lo en machos- y con dependencia de la produccién de éxido nitrico (Fig.
15). Resumiendo, la nicotina podria servir de ansiolitico en aquellos sujetos machos y que no
tuvieran grandes cantidades de éxido nitrico, pero no en los sujetos estandar.

Campo abierto

Defecaciones (mediz)

Figura 15. N.° de defecaciones en el
campo abierto durante el tratamiento y
abstinencia.
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El éxido nitrico no parece ejercer efectos sobre los parametros estudiados, salvo en la
reactividad emocional frente al estrés (defecaciones) al inicio del tratamiento con nicotina y
en la prueba de rota-rod, la cual podria estar influenciada por la importancia de este
neurotransmisor en la induccion de long-term depression (LTD) en el cerebelo.

Estas consideraciones apuntan a que la administracion constante y continua de nicotina
ejerza efectos en la locomocién y reactividad emocional diferentes a otras vias de
administracion, como la administracion discontinua (intravenosa o subcutanea), con un
dimorfismo sexual.

3. CONCLUSIONES Y PROSPECTIVA

Se ha comprobado que el NO- contribuye a la sensibilizacion a diversas drogas, como la
cocaina, modificando la neurotransmision dopaminérgica (Balda et al., 2009). Ademas, se ha
demostrado que los ratones KO, contienen una menor cantidad de neuronas TH+ en el area
tegmental ventral que los animales silvestres, por lo que la regulacién de la “via del placer-
recompensa” estaria afectada (Balda et al., 2009). De hecho, se ha comprobado que estos
ratones tienen una menor sensibilidad a la cocaina (Balda et al., 2009). Es mas, en la rata se
ha demostrado que la nicotina estimula la produccion de NO en el hipocampo (Fedele et al.,
1998). Por el contrario, los estudios en ratones demuestran que el estrés produce una
disminucion la cantidad de células NOS1+ asi como de la produccion de NO en el hipocampo
(Palumbo et al., 2007), lo que esta en general de acuerdo con nuestros resultados.

Diversos estudios han demostrado que la NOS1 modula la depresion inducida por estrés
crénico, asi como diversos comportamientos inducidos por estrés, afectando de manera
especifica al sistema serotonérgico (Zhang et al., 2010). Es mas, se ha comprobado, que en el
ratén, los nlcleos del rafe contienen neuronas NOS1+; aunque no existen muchas células que
co-expresen 5HT, hay una moderada red de fibras positivas a NOS1 en el rafe (Fu et al.,
2010). De hecho, se ha comprobado que los ratones KO para la NOS1 tienen afectado dicho
sistema (Tagliaferro et al., 2003). Por lo tanto, la carencia de NOS1 podria estar afectando al
sistema serotonérgico a nivel de los nicleos del rafe y no sélo en los nicleos del estriado
estudiados.

En el ratén, existen terminales positivos al factor liberador de corticotropina (CRF; Fu et
al., 2010). El CRF es un elemento clave en la ruta de activacion del eje hipotalamo-hipofisis-
glandulas adrenales, que esta implicado a la respuesta al estrés. Se ha postulado que el CRF
en los nicleos del rafe afectaria a los disparos de las neuronas serotonérgicas de dichos
nlcleos (Price et al., 1998; Kirby et al., 2000; Lowry et al., 2000). Por lo tanto, los cambios
en el sistema serotonérgico debidos al estrés de las operaciones para provocar la abstinencia
puede ser consecuencia de un cambio en dichas neuronas positivas a 5HT del rafe, y no tanto
a un cambio a nivel del hipocampo o del area tegmental ventral.

A pesar de que las bombas osmdticas son una herramienta experimental que evita el
estrés de la inyeccion (Doucette et al, 2000) no parece ser idénea para simular una
sensibilizacion a la nicotina apropiada, ya que con este método sdlo se producen efectos en la
coordinacion motora (Rota-rod), pero no en la actividad locomotora (campo abierto) y la
reactividad emocional generales (campo abierto). De esta manera, estos resultados apoyarian
el uso de terapias de infusion continua de nicotina (parches transdérmicos, bombas de
infusién) para otras patologias nerviosas en las que fuera necesaria una activacion basal
general del sistema colinérgico.

Balda MA, Anderson KL, Itzhak Y. The neuronal nitric oxide synthase (n(NOS) gene contributes to the regulation of
tyrosine hydroxylase (TH) by cocaine. Neurosci Lett. 2009; 457:120-124.

Caldarone BJ, King SL, Picciotto MR. Sex differences in anxiety-like behavior and locomotor activity following
chronic nicotine exposure in mice. Neurosci Lett. 2008; 439:187-191.
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ARTICULOS PUBLICADOS COMO CONSECUENCIA DE LA ACCION:

(Se adjuntarén tres separatas de cada uno de ellos)

En los siguientes trabajos publicados por el grupo de investigacion aparece expresamente el
agradecimiento al Plan Nacional Sobre las Drogas:

Articulos cientificos:

1. Sexual dimorphic stages affect both proliferation and serotonergic innervation in the
adult rostral migratory stream.
Diaz D., Valero J., Airado C., Baltanas F.C., Weruaga E. *, Alonso J.R.
Experimental Neurology (2009), 216:357-364.
2. Albumin attenuates DNA damage in primary cultured neurons.
Baltanas F.C., Weruaga E*., Valero J., Recio J.S., Alonso J.R.
Neuroscience Letters (2009), 450:23-26.
3. Chemical characterization of Paxé-immunoreactivity periglomerular neurons in the
mouse olfactory bulb.
Baltanas F.C., Weruaga E. *, Murias A.R., Curto G.G., Gémez C., Alonso J.R.
Cellular and Molecular Neurobiology (2009), 29:1081-1085.
4. Types of cholecystokinin-containing periglomerular cells in the mouse olfactory bulb.
Baltanas F.C., Curto G.G., Gémez C., Diaz D., Murias A.R., Crespo C., Erdelyi F.,
Szabo G., Alonso J.R., Weruaga E.
Journal of Neuroscience Research (2011), 89:35-43.
5. Nucleolar disruption and Cajal body disassembly are nuclear hallmarks of DNA
damage-induced neurodegeneration in Purkinje cells.
Baltanas F.C., Casafont |., Weruaga E., Alonso J.R., Berciano M.T., Lafarga M.
Brain Pathology (2011), 21: 374-388.
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6.

Long-lasting changes in the anatomy of the olfactory bulb after ionizing irradiation
and bone marrow transplantation.
Diaz D., Recio J.S., Baltanas F.C., Gomez C., Weruaga E.*, Alonso J.R.* (*contribucion
equitativa)
Neuroscience (2011), 173:190-205.
7. Bone marrow contributes simultaneously to different neural types in the central
nervous system by different mechanisms of plasticity.
Recio J.S., Alvarez-Dolado M., Diaz D., Baltanas F.C., Piquer M., Alonso J.R.,
Weruaga E.
Cell Transplantation (2011), 20:1179-1192.
8. Purkinje cell degeneration in pcd mice reveals large-scale chromatin reorganization
and gene silencing linked to defective DNA repair.
Baltanas F.C., Weruaga E., Alonso J.R., Berciano M.T., Lafarga M.
Journal of Biological Chemistry (2011), 286:28287-28302.
9. Mild cerebellar neurodegeneration of aged heterozygous PCD mice increases cell
fusion of Purkinje and bone marrow-derived cells.
Diaz D., Recio J.S., Weruaga E., Alonso J.R.
Cell Transplantation (2011), en prensa.
10. Changes in the serotonergic system and in BDNF distribution in the main olfactory
bulb of PCD mice before and after mitral cell loss.
Gomez C., Curto G.G., Baltanas F.C., Valero J., O’Shea E., Colado M.l., Diaz D.,
Weruaga E., Alonso J.R.
Neuroscience (2011), en prensa.

Comunicaciones en congresos:

Xl Congreso de la Sociedad Espaiola de Neurociencia.
Tarragona, septiembre 2009.
pp. 170.
pp. 172
pp. 219.
XlIl Congreso de la Sociedad Espafiola de Biologia Celular.
Murcia, diciembre 2009.
Comunicacion oral
VI Congreso Neurociencas de Castilla y Ledn
Avila, septiembre 2010
C1
CO01.3.
C03.1.
C03.3.
XIV Congreso de la Sociedad Espaiiola de Neurociencia.
Salamanca, septiembre 2011,
n° 311-323-CllI-9
n° 309-321-Cl-107
n® 318-330-Cl-121
n° 10614-331-CI-122
7th Forum of European Neuroscience
Amsterdam, julio 2010.
FENS Abstr., vol.5, 052.11, 2010
Tesis Doctorales Relacionadas con el proyecto

Modulacion de la adiccion a nicotina por el sistema nitrérgico: estudio con ratones mutantes.
Tesis doctoral de la Universidad de Salamanca.
Autora: Azucena Rodrigo Murias.
Directores: Eduardo Weruaga Prieto y José Aijon Noguera
Fecha de lectura: 27 de julio de 2011.
Calificacion: Sobresaliente cum laude (unanimidad).
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Tesinas de master relacionadas con el proyecto

Estudio del tratamiento continuo de nicotina en el patrén general de locomocion y
coordinacion motora de ratones machos y hembras.

Trabajo fin de Master en Neurociencias, Universidad de Salamanca.
Autor: Rodrigo Muiioz Castaiieda.

Director: Eduardo Weruaga Prieto.

Fecha de lectura: junio 2011.

Calificacion: 9,2/10

MODIFICACIONES DE LA METODOLOQiA Y PLAN DE TRABAJO SOBRE
LOS PROYECTADOS Y SU JUSTIFICACION:

Algunos anticuerpos contra los receptores de serotonina no resultaron efectivos, por lo

que se han tenido que probar nuevos anticuerpos dirigidos contra dichos receptores y distintas
metodologias de deteccion de los mismos. Por el contrario, los resultados preliminares que se
han obtenido con los anticuerpos para la deteccion de la NOS1, la 5-HT y el transportador de
5-HT han sido bastante satisfactorios.

OBJETIVOS PLANTEADOS: (Transcribir los del proyecto original)

1:

Comprobar el efecto de la adiccion a nicotina en los ratones tratados crénicamente con
nicotina y de su abstinencia una vez suspendido el tratamiento mediante la realizacién de
test comportamentales.

Analizar los cambios en la produccion de 6xido nitrico cerebral en regiones relacionadas
con la adiccién a drogas de abuso (estriado, nicleo accumbens, area tegmental ventral),
el procesamiento cognitivo (hipocampo) y la principal fuente de serotonina del encéfalo
(niicleos del rafe). Esta valoracién se realizara midiendo los metabolitos estables del 6xido
nitrico (nitratos y nitritos) en ratones con un tratamiento cronico con nicotina y tras
diferentes periodos de cese de la administracién de la droga, para comprobar los efectos
de la nicotina y su abstinencia.

Estudiar la influencia de la nicotina en el sistema serotonérgico en los ratones sometidos a
las condiciones anteriores mediante el anélisis por cromatografia liquida de alta resolucién
de la serotonina y su principal metabolito, el acido indolacético, en dichos centros
cerebrales.

Analizar cualitativa y cuantitativamente las poblaciones celulares implicadas en la
produccién de éxido nitrico y serotonina localizadas en dichas regiones encefalicas en las
mismas condiciones de administracion de nicotina y abstinencia, mediante un estudio
inmunohistoquimico (NOS1; serotonina; transportador de serotonina; receptores de
serotonina 1A, 2C y 3).

Comprobar el contenido de diversas proteinas relacionadas con el sistema nitrérgico
(NOS1) y serotonérgico (transportador de serotonina y receptores de serotonina 1A, 2C y 3)
mediante western-blot en los tratamientos antes mencionados.

Realizar los experimentos propuestos en los objetivos anteriores en la estirpe de ratén
B6;12954-Nos1'™""" | knock-out para la NOS1 para comprobar la influencia de la nicotina
sobre el sistema serotonérgico a través de dicha enzima.

Efectuar dichos estudios en ratones hembras, tanto silvestres como knock-out para la
NOS1. Esto nos permitira valorar la influencia del sexo sobre los sistemas serotonérgico y
nitrérgico en la adiccion y cese del tratamiento con nicotina.

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 afio, y los resultados de dicha
coordinacién con relacion a los objetivos globales del proyecto)
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. Este objetivo se ha alcanzado, utilizando como método para la administracion de nicotina
las bombas subcutaneas. Este método arroja resultados diferentes a los de las inyecciones
con la droga (estudiados previamente por otros autores): se producen efectos en la
coordinacion motora pero no en la actividad motora y reactividad general. Los efectos
sobre la coordinacién motora tienen diferencias sexuales y en relacion a la produccion de
oxido nitrico neuronal, pero no en relacion a una adiccion a la nicotina; es decir, sélo los
machos sin NOS neuronal tienen peor coordinacion motora que los de su mismo sexo
silvestres (genéticamente estandar), con independencia de ser tratados o no con la droga.
Eso si, en periodo de abstinencia esta diferencia sélo se plasma en los ratones controles
(KO vs. Silvestre), pero no en los tratados con nicotina.

Como estos resultados se contradicen con los encontrados por los otros métodos de
administracion empleados por nosotros (en este proyecto) y por otros autores, hemos
decidido realizar controles de la cantidad de nicotina y conitina en sangre. Este
procedimiento se ha convertido en un nuevo “objetivo” que validaria completamente el
uso de bombas osmdticas para otros fines terapéuticos. Sin embargo, no hemos conseguido
hasta el momento resultados satisfactorios en el Servicio de HPLC de la USAL por la baja
muestra. Estamos realizando ensayos para validar esta cuestion utilizando kits comerciales
que detecten nicotina por ELISA, aunque este procedimiento se exceda en planteamiento,
tiempo vy coste del proyecto planteado.

. Algunos de los resultados se presentaron en la primera anualidad. La administracién
continuada de nicotina mediante inyecciones elimina las diferencias sexuales existentes en
el -NO liberado en el cerebro en los animales silvestres. En los ratones KO no hay cambios
en la liberacidon de NO debidos al tratamiento con nicotina, ni en el NA ni en el CP
(caudado putamen); ni hay diferencias sexuales. Es mas, en el NA (nicleo accumbens) de
los ratones tratados con nicotina, la produccion de -NO es menor en los machos silvestres
que en los KO. Por el contrario, en el CP, el tratamiento con nicotina elimina las
diferencias en la liberacién de NO entre los machos silvestres y KO, que se producian
debido al tratamiento con s. salina. Estos resultados sugieren que, en los animales
silvestres, los cambios en la cantidad de metabolitos estables del ‘NO en respuesta al
tratamiento de nicotina podrian deberse a la actividad de la enzima. Resumiendo, el
estrés que producen las inyecciones continuas se manifiesta en una liberacion diferencial
de -ON, siendo mayor en los machos que en las hembras; la nicotina elimina estas
diferencias. Por tanto la accion de la nicotina en el sistema nitrérgico modifica el patron
previamente modificado por el estrés. Ello no depende de dxido nitrico “neuronal”.

No se ha podido realizar la valoracién de nitratos y nitritos en el rafe porque la cantidad
producida en estos nlcleos en el ratén esta por debajo de la capacidad resolutiva de la
técnica, pero si en las otras regiones.

. La consecucion de este objetivo se ha visto retrasada puesto que en el servicio de HPLC de
la USAL no tenian puesto a punto el método de deteccion de la serotonina y sus
metabolitos, aunque disponemos de una parte de las muestras y estamos completando los
grupos experimentales hasta disponer de un nimero de individuos adecuado para poder
realizar los analisis estadisticos. También nos planteamos la posibilidad de realizar estas
mediciones en otros servicios externos, como hemos realizado para otras publicaciones
(Univ. Auténoma de Madrid): los costes de utilizacion (externa), envio de muestras, y
envio de personal sobrepasan la financiacion adjudicada a este proyecto.

. Algunos de los resultados se presentaron en las anualidades anteriores. Dado que los
anticuerpos que hemos empleado para la deteccidn de los receptores de serotonina 1A, 2C
y 3 que no han funcionado de manera adecuada, el estudio del sistema serotonérgico se
realizo mediante el analisis del marcaje positivo para la 5-HT y para el transportados de 5-
HT. El tratamiento crénico con nicotina y el estrés son dos factores que alteran el sistema
serotonérgico y nitrérgico de forma diferente en los distintos nlcleos encefélicos
analizados, de forma dependiente del sexo y de la presencia de la NOS1. Es mas, su efecto
es diferente si se presentan de forma independiente (experimentos de tratamiento crénico
a la nicotina y “abstinencia” de la s. salina) o de forma conjunta (experimento de
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abstinencia a la nicotina).

5. Algunos de los resultados se presentaron en la primera anualidad, en localizacion in situ, y
otros en esta anualidad. El alto coste del western blot nos lleva a eliminar grupos
experimentales para este propdsito ya que hemos empleado diversos anticuerpos para la
deteccion de los receptores de serotonina 1A, 2C y 3 que no han funcionado
adecuadamente para la realizacion de dicha técnica. Nos planteamos el un futuro proximo
comenzar el estudio s6lo con muestras de animales silvestres.

6. Este objetivo consistia en estudiar los puntos anteriores en el ratéon deprivado
genéticamente de la NOS1 (KO). Este objetivo se realiza en paralelo en los objetivos 1, 2,
3, 4, pero no para el 5, como se ha mencionado previamente.

7. Este objetivo consistia en estudiar los puntos anteriores entre machos y hembras. Este
objetivo se realiza en paralelo en los objetivos 1, 2, 3, 4, pero no para el 5, como se ha
mencionado previamente.

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

El conocimiento de estos datos es previo a una serie de experimentos en los que se
evaluara la inhibicion farmacoldgica de la NOS1 y del transportador de 5-HT, con una bateria
de sustancias especificas y que servira, a medio plazo, como base para el comienzo de
estudios clinicos en humanos, encaminados a la ayuda en el cese del habito de fumar.

En relacion con los principales resultados obtenidos en este proyecto, podemos obtener
dos grandes recomendaciones, que deberian ser testadas como mas estudios:

a) A pesar de que las bombas osméticas son una herramienta experimental que evita el
estrés de la inyeccion no parece ser idonea para simular una sensibilizacion a la nicotina
apropiada, ya que con este método solo se producen efectos en la coordinacion motora (Rota-
rod), pero no en la actividad locomotora (campo abierto) y la reactividad emocional
generales (campo abierto). De esta manera, estos resultados apoyarian el uso de terapias de
infusion continua de nicotina (parches transdérmicos, bombas de infusion) para otras
patologias nerviosas en las que fuera necesaria una activacion basal general del sistema
colinérgico.

b) La evaluacion terapéutica tanto para proponer terapias conductuales o farmacoldgicas
encaminadas a la deshabituaciéon tabaquica se realizaria en base a la relacion de los
fumadores con perfiles de alto estrés; es decir, en pacientes psiquiatricos con alteraciones
debidas al estrés (con ansiedad en cualquier grado) y fumadores que hayan intentado dejar el
habito varias veces y hayan recaido. Esta recomendacion, bastante intuitiva por parte de los
profesionales de la salud y el plblico general, cada vez tiene mas evidencias bioldgicas, entre
las cuales podemos sumar algunos de los resultados de este proyecto.

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

OTRAS SUBVENCIONES O AYUDAS RECIBIDAS PARA ESTE PROYECTO:
origen, cantidad, en qué se aplica

No existen otras subvenciones especificas para este proyecto.
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| OTRAS CONSIDERACIONES QUE SE DESEE HACER CONSTAR

Durante el transcurso de este Proyecto, ha habido las siguientes incidencias de personal:

Dia. Gloria Gonzalez Curto ha sido contratada con este proyecto hasta el 20 de noviembre
del ano 2009, pero ya no trabaja en la universidad de Salamanca. En 2011 se contrato a
Dia. Estefania Sastre Eleno por tres meses, adquiriendo las mismas responsabilidades.

En el presente afo se contraté a D. Rodrigo Muioz Castaneda para las mismas funciones,
pero presentd baja en el puesto por conseguir un contrato de investigacion predoctoral
bajo mi direccion. Su labor fue tomada por D. David Diaz Lopez hasta noviembre de 2011
por cinco meses.

La Dra. Carmela Gomez ya no trabaja en el Instituto de Neurociencias de Castilla y Ledn.
Actualmente esta contratada como postdoctoral en el Instituto de Investigacion del Cancer
en Salamanca. A pesar de ello, sigue colaborando con el proyecto, fundamentalmente en
la deteccion de elementos serotonérgicos y en la facilitacion de los analisis por HPLC.

El Dr. Fernando Calvo Baltanas ya no trabaja en el Instituto de Neurociencias de Castilla y
Ledn. Actualmente esta contratado como postdoctoral también en el Instituto de
Investigacion del Céancer en Salamanca. A pesar de ello, sigue colaborando con el
proyecto, fundamentalmente en el genotipado de los animales y en la valoracion de
elementos nitrérgicos.

El Prof. Alonso Peiia desempenia el puesto de Director General de Politicas Culturales de la
Consejeria de Cultura y Deportes de la Junta de Castilla y Ledén desde mediados de julio
2011, aunque sigue colaborando en el proyecto de facto.

Dofa Azucena Rodrigo Murias obtuvo el titulo de Doctor en julio de 2011.

Don David Diaz Lopez obtuvo el titulo de Doctor Europaeus en julio de 2011, y fue Premio
Extraordinario de Doctorado.

Don Rodrigo Munoz Castaneda obtuvo su titulo de Master en Neurociencias en julio de
2011.

En esta fecha se remite también por correo electrdnico, a la direccion
pndinvestigacion@msps la presente memoria.

Fdo. Eduardo Weruaga Prieto

En Salamanca, a 8 de marzo de 2012
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