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El desarrollo de estrategias farmacoldgicas destinadas a evitar las
recaidas en el consumo de drogas constituye uno de los retos mas importantes
de la Farmacologia actual. Por esta razon, el conocimiento y caracterizacion de
las vias moleculares y celulares asociadas a las diferentes etapas de la adiccion
permitird identificar dianas farmacoldgicas eficaces que podran reducir los

devastadores efectos que origina el consumo de drogas.

1. Neurobiologia de la adiccion

La adiccién a drogas o sustancias de abuso, también conocida como
dependencia de drogas, se define en la actualidad como un desorden
neuroldgico crénico, con tendencia a la recaida, caracterizado por (a) busqueda
y consumo compulsivo de la droga, (b) pérdida del control sobre el consumo de
la misma, y (c) aparicion de un estado emocional negativo (por ejemplo disforia,
ansiedad, irritabilidad) cuando no se tiene acceso a ésta [1]. La tolerancia y el
sindrome de abstinencia a drogas pueden estar presentes en un sujeto adicto,
pero no son elementos necesarios para la existencia de adiccién. Si es
imprescindible la busqueda persistente y compulsiva de la droga en detrimento

de los placeres naturales [2].

El ciclo de la adiccién comienza con el consumo puntual de la droga, que
ejerce un efecto placentero (reforzador positivo), con lo cual dicho consumo se
prolonga en el tiempo, pasando a ser cronico. Los efectos reforzadores positivos
de las drogas se consideran como una de las primeras etapas de la dependencia
[3]. Adicionalmente, su uso prolongado produce una serie de efectos aversivos,
tanto fisioldgicos como psicoldgicos (reforzadores negativos) si el consumo es
interrumpido, lo cual resulta en el uso crénico de la sustancia de abuso para
evitar la sintomatologia negativa del sindrome de abstinencia [4, 5]. En muchos

casos hay periodos de abstinencia y posteriores recaidas, lo cual pone de relieve
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que esta enfermedad estd presente durante toda la vida del individuo.
Actualmente esta aceptado que diferentes factores de tipo genético y ambiental
contribuyen a la vulnerabilidad para entrar en el denominado ciclo de la

adiccion (Fig. 1) [6, 7].

Acute Reinforcement/Social Drug-Taking

l Figura 1. Fases de la adiccion. El
_}. .
consumo de drogas comienza con
Escalating/Compulsive Use e . .
Binge Drinking el uso inicial de las mismas y sus
Genelic variables l efectos reforzadores agudos. Para
R algunos individuos, el uso pasa a
- T - Isivo y finalmente Il
Conditioning sffecls l Relapse. ser compulsivo y finalmente llegan
L a desarrollar dependencia,
Withdrawal ; . .
sindrome de abstinencia y, en
. l algunos casos, abstinencia
Protracted Withdrawal ... > prolongada. Las recaidas son
'r frecuentes y el ciclo se repite.
Recovary? Tomado de Le Moal y Koob (2007).

Un reto importante de la investigacion neurobiologica actual es
identificar los fendémenos adaptativos neuronales, o plasticidad neuronal, en los
neurocircuitos especificos que median la transicion entre el uso ocasional y
controlado de una droga, y el estado de pérdida de control sobre la busqueda y

consumo de la misma, que es lo que caracteriza a la adiccion.

1.1. Mecanismos celulares y moleculares
La adicciéon es el resultado de cambios adaptativos a nivel celular y
molecular en determinadas neuronas del cerebro causados por la exposicion
repetida a drogas. Estos cambios implican modificaciones en la maquinaria
neuronal, lo cual modifica a su vez el funcionamiento de los circuitos
neuronales en los cuales estas neuronas estdn integradas, teniendo como
consecuencia final el desarrollo del comportamiento que caracteriza el estado

de adiccion [8].
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Las drogas actian sobre determinadas proteinas diana y las neuronas
que las expresan. Puesto que cada droga tiene una estructura molecular
distinta, las proteinas diana sobre las que actiian son también diferentes. La
union de la droga a su diana tiene como consecuencia una serie de cambios a
nivel celular y molecular en la neurona sobre la que actian, incluyendo cambios
en rutas de senalizacion intracelular y en la expresion de determinados factores
de transcripcion, responsables en ultimo término de los cambios adaptativos a

largo plazo observados durante la adiccion (Fig. 2).
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Drug-induced plasticity
might involve production of
RNA- and ribosomal-binding

dianas  sinapticas, que se

localizan en la membrana
celular, producen respuestas por
medio de modificaciones en las

/| proteins to alter mANA stability| rutas de sefializacion
and its translatability y .
intracelular. Estas respuestas
incluyen alteraciones en la
expresion génica, mediadas por
cambios en los factores de
- transcripcion. Tomado de
Nestler (2001).
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1.1.1. Vias de senalizacion intraneuronal

Uno de los fendmenos adaptativos moleculares mejor caracterizado es la
regulacion al alza de la ruta de la adenilato ciclasa (AC)/adenosin-monofosfato
ciclico (AMPc)/protein kinasa A (PKA) en neuronas de varios nucleos del
Sistema Nervioso Central (SNC). La administracion aguda de opioides y de

otras drogas de abuso inhibe esta ruta, mientras que la exposicién cronica a las
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mismas conduce a un aumento compensatorio de los niveles de
AC/AMPc/PKA, el cual podria representar una forma de tolerancia fisioldgica
al consumo cronico de opioides (Fig. 3). La exposicion cronica a opioides
también induce modificaciones en otras rutas de sefializacion implicadas en una
gran variedad de procesos reguladores que incluyen fosforilacion de proteinas

y regulacion de la expresion génica [8-11].

Morphine k ] K*
M
W opicid f. I f.
J\C receptor f i/ ) . )
& (ac L Gio> ;"U j/f ” Figura 3. Esquema ilustrativo
) - e — A :, propuesto para explicar los
} L O ~ Na* efectos del tratamiento agudo con
N ¥ P A— opioides éob're' Flllstmtos nucleos
cAMP - excitability del SNC (inhibiciéon de AC y, por
® 8 tanto, de las subunidades
2 = Regulation of sy
e Aot cataliticas de PKA, que no
Alc P";“H“ cellular procesIea actuaran sobre el factor de
an
h: _ transcripcion CREB, entre otros).
-"u f . . .
P () Las flechas rojas indican los
\F_) P mecanismos adaptativos que se
desarrollan tras la exposicion
' r\';:,'i & . / crénica a opioides. Tomado de
NG e Totery /| Hyman et al (2006).
- (_cres
< * Altered gene
> expression
Nucleus

Resultados recientes indican que, durante el sindrome de abstinencia a
morfina, se produce un incremento en la activacion de la PKA en diferentes
nucleos y areas del SNC [12, 13]. Ademas, se ha podido caracterizar en los
mismos nucleos, la implicacion de diferentes isoformas de la protein kinasa C
(PKC) en los cambios adaptativos observados durante la administraciéon cronica

y el sindrome de abstinencia a morfina [9, 14, 15].
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Las protein kinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK),
miembros de la familia de las protein kinasas activadas por mitégenos (MAPK),
traducen una amplia variedad de estimulos extracelulares en diversas
respuestas intracelulares, y estdn implicadas en diferentes procesos en el SNC,
incluyendo la adiccion a drogas [16, 17]. Asi, numerosos estudios han
establecido que la regulacion de la ruta de las ERKs en las distintas regiones
cerebrales es un factor clave en los procesos de tolerancia y dependencia tras la

administracion de distintas sustancias de abuso [9, 18, 19].

1.1.2. Factores de transcripcion y expresion génica

Existen muchos mecanismos por los cuales la exposicion repetida a
drogas puede alterar la expresion geénica en diferentes regiones del cerebro.
Entre ellos se incluyen cambios en la velocidad de transcripcion de genes,
modificaciones del proceso de maduracion del transcrito primario hasta mRNA
maduro, variaciones del proceso de traducciéon de estos mRNA a proteinas, y
alteraciones en el trafico de proteinas maduras a sus lugares intracelulares de

accion [11].

El factor de transcripcion CREB (cAMP Response Element Binding
Protein) se defini¢ inicialmente como el encargado de mediar los efectos de la
ruta AC/AMPc/PKA sobre la expresion génica. Cuando esta ruta es activada, la
PKA actta fosforilando el residuo de Serina (Ser) 133 de CREB, lo cual provoca
la dimerizacion de este factor de transcripcion. Estos dimeros se unen a la
secuencia CRE (cAMP Response Element), situada en la regiéon promotora de
numerosos genes diana, y modifican la regulacion de la transcripcion de los
mismos. Mds recientemente se ha demostrado que otras protein kinasas, como
las CaMK (Calcium/Calmodulin dependent protein kinases), protein kinasas
dependientes de factores de crecimiento y ERKs entre otras, fosforilan a CREB

en la Ser133 para regular asi la transcripcion de sus genes diana [20-22].
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Muchos genes tienen la secuencia CRE en su region promotora,
incluyendo genes que codifican neuropéptidos, (CRF: factor liberador de
corticotropina, prodinorfina, proencefalina), enzimas encargadas de la sintesis
de neurotransmisores (TH: tirosina hidroxilasa, enzima limitante de la sintesis
de catecolaminas), receptores para neurotransmisores, proteinas de senalizacion

celular y factores de transcripcién (CREB, c-Fos, Jun D) [22, 23].

Las primeras evidencias de que CREB esta implicado en diferentes etapas
de la adiccion provienen de estudios en el locus coeruleus (LC), el principal
nucleo noradrenérgico del cerebro que normalmente regula los estados de
atencion. Esta region se considera un area importante en la dependencia y
sindrome de abstinencia a opioides [8, 10]. Por otra parte, se ha evidenciado que
CREB tiene un importante papel en los procesos adaptativos que se ponen en
marcha tras el consumo crénico de drogas, ya que la expresion de CREB
activada via AMPc-PKA en el nucleo accumbens (NAc, principal ntcleo diana
de las aferencias dopaminérgicas en el sistema de recompensa) causado por el
consumo cronico de drogas disminuye los efectos reforzadores positivos de
cocaina, anfetaminas, opioides e incluso un reforzante natural como es la
sacarosa [24-26]. Se ha postulado que ello es debido a que CREB promueve la
transcripcion del gen de dinorfina en el NAc, la cual se une a receptores
opioides k en las terminaciones de las neuronas dopaminérgicas que provienen
del area tegmental ventral (VTA) e inhibe la liberacién de dopamina (DA) (Fig.
4) [2, 27, 28]. Ademads, también se ha podido demostrar que ratones knock-out
(KO) para el factor de transcripcion CREB en diversos tejidos muestran menor

dependencia y sindrome de abstinencia a morfina [29].
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Figura 4. Esquema
ilustrativo de la
induccion de la
expresion del gen de
dinorfina mediado por

DYN

pre CREB la posterior
W CREBhPK’q‘LAﬂ P % .. estimulzi,ci(')n F de
\-Cocalne N 4 receptores opioides
NAc neuron @ ™ Morphine, enkephalins o en el VTA. Tomado de
Hyman et al (2007).

Los genes de expresion inmediata (IEG) son un tipo de genes cuya
expresion es inducida rapidamente tras la exposicion a determinados estimulos.
En el estudio de la adiccidon son de particular interés las familias de IEG fos y
jun, que codifican factores de transcripcion. La familia Fos incluye c-Fos, FosB,
Fra-1y -2, y AFosB (splicing alternativo del gen de FosB, que pierde una porcion
del extremo C-terminal; [30]). Los miembros de la familia Fos heterodimerizan
con factores de transcripcion de la familia Jun (c-Jun, JunB y JunD) para formar
el complejo AP-1 (Activator Protein-1). Este complejo se une a secuencias
especificas de DNA presentes en la region promotora de distintos genes diana y
acttia como activador o como represor de la transcripcion génica, dependiendo

del lugar especifico de union AP-1 y el promotor en cuestion (Fig. 5) [22].

Drugs: Cocaine,morphine,
mine,alcohol
nicotine and phencyclidine

BIOCARTA

Figura 5. Esquema ilustrativo de
como las drogas inducen Ila
fosforilacion y heterodimerizacién
del factor de transcripciéon AFosB,
Glur2 modificando asi la expresion de sus
7 numerosos genes diana y, por tanto,
la actividad neuronal. Tomado de
Biocarta (consultado el 14/05/2008).

- ' pTh7s
Darpp-32
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La administracion aguda de la mayoria de las drogas de abuso induce de
forma rapida y transitoria la expresion de varias proteinas de estas familias de
IEG. Esta activacion dura de 8 a 12 horas, tras las cuales vuelven al nivel basal
debido a la inestabilidad del mRNA de estos factores de transcripcion, asi como
a la inestabilidad de las proteinas en si mismas. Sin embargo, AFosB es la tinica
proteina de la familia Fos que, tras la exposicion inicial a drogas de abuso, es
inducida sdlo en pequena proporcion. Ademds, en contraste con los demas
factores de transcripcion de esta familia, es una proteina muy estable, por lo
que, tras la administracion cronica de drogas, AFosB se acumula gradualmente
y, después de un cierto tiempo, se convierte en la proteina Fos predominante en
el NAc y otras areas del SNC [31-34]. Adicionalmente, debido a su estabilidad,
una vez inducido, AFosB permanece en estos nticleos durante semanas o meses
después de la interrupcion del consumo de drogas (Fig. 6). Por tanto, la
acumulacion de AFosB representa un nuevo mecanismo por el cual la
exposicidn cronica a drogas de abuso puede conducir a cambios en la expresion
génica que persisten durante largo tiempo tras el cese del consumo de las

mismas [22].

Acute
Sires Figura 6. Esquema ilustrativo de la

Acute Fras acumulacién gradual de AFosB frente a

la induccién rapida y transitoria de
Chronic Fras

(AFosB isoforms)
: administracion de sustancias de abuso

otras proteinas de la familia Fos tras la

t 2 6 S 12 (grafica superior). Diferentes isoformas
de AFosB (35 — 37 kDa) también son

Chronic inducidas, aunque en baja proporcion,
Accumulating tras la administracion aguda de drogas,

AFosB isoforms .
=== = pero persisten en el cerebro durante

largos periodos debido a su estabilidad
, SR 555 T (grafica inferior). Tomado de McClung
—— e RERL LTI d et al (2004).

Time (days)
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En la actualidad se han identificado numerosos genes con la secuencia
AP-1 en su region promotora. Los mds estudiados han sido genes que codifican
péptidos del sistema opioide enddgeno, como los de proencefalina y
prodinorfina [35, 36]. Otras proteinas cuya expresion esta regulada por Fos/AP-
1 son algunas enzimas encargadas de la sintesis de neurotransmisores, como es
el caso de TH [37]. Se ha sugerido también el gen de CRF como una diana
potencial de la familia de factores de transcripcion AP-1, a pesar de que aiin no
se ha podido caracterizar la unién del dimero Fos/Jun en esta secuencia. La via
propuesta para la activacion de la expresion de este gen durante la adiccion
seria a través de CREB, cuya expresion es a la vez inducida por c-Fos, ya que
contiene la secuencia AP-1 en su regién promotora [36]. En resumen, las
sustancias de abuso provocan cambios a largo plazo en los circuitos neuronales
que median en la adiccion. Estos cambios estan causados a su vez por
modificaciones en las rutas de sefializacion intracelular, que conducen a un
aumento de la actividad de factores de transcripcion en la region reguladora de

sus genes diana (Fig. 7) [38].

Daily .
Drug Use Withdrawal
-
l l . Stage 1: acute drug effects
Stage 2: transition to addiction Figura 7. Cambios en la
B stage 3: end-stage addiction expresion  génica en las

diferentes etapas de la adiccion.
Tomado de Kalivas y Volkow
(2005).

Change in Gene Expression

2. Circuitos neuronales implicados en la adiccion
La adiccion implica plasticidad a largo plazo en la actividad de circuitos
neuronales que regulan dos estados emocionales opuestos: disminucion de la

funcion del sistema de recompensa, y aumento de la estimulacién del sistema
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anti-recompensa, también denominado sistema cerebral del estrés, que es el
responsable de los estados aversivos que aparecen cuando el sujeto no tiene

acceso a la sustancia de abuso [1].

El principal objetivo de investigacion de la neurobiologia de la adiccion
en las ultimas décadas ha sido el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico o
sistema de recompensa, que es el responsable de los efectos reforzadores
positivos de las drogas, ya que hay evidencias de que todas las sustancias de
abuso activan este circuito, incrementando asi la liberacion de DA. Ademas, se
ha propuesto un importante papel del sistema opioide enddgeno en los efectos
reforzadores positivos de las drogas, independientemente de la accion de la DA
[39], lo cual sugiere que existen multiples vias que, paralelamente, estan

implicadas en estos procesos [40].

©0=£ Dopamina
0= Opioid paptids
B Meotinic recaptor

Figura 8. Circuitos neuronales implicados en la adicciéon. NAc: ntcleo
accumbens; VTA: area tegmental ventral. AMG: amigdala; PFC: cortex
prefrontal. Tomado de Nestler (2001).

Mas recientemente, se han identificado otras areas cerebrales implicadas
en los efectos reforzadores de las drogas y relacionadas con la amigdala (AMG)
[41]. A este sistema se le ha denominado amigdala extendida, e incluye no sélo

al nucleo central de la amigdala (CeA), sino también al ntcleo de la estria

12



Cristina NUfiez Parra Introduccion

terminal (BNST) y a una zona de transicion localizada en la corteza (shell) del

NAc (Fig. 8) [40].

Los sustratos neurologicos y mecanismos neurofarmacoldgicos
implicados en los efectos emocionales aversivos que aparecen durante el
sindrome de abstinencia a drogas pueden implicar la interrupcion de los
procesos desencadenados en los circuitos neuronales encargados de mediar en
los efectos reforzadores positivos de las mismas. Por ejemplo, se ha
comprobado que durante el sindrome de abstinencia agudo a drogas se

produce una elevacion en el umbral del placer en estos sistemas [42].

Recientemente se ha postulado que los sistemas neuroquimicos
encargados de la respuesta del organismo al estrés podrian estar también
implicados en los procesos adaptativos que se ponen en marcha en el SNC para
restaurar la funcién normal del mismo durante el consumo crénico de drogas.
La regulacion del sistema cerebral del estrés, que incluye tanto al eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) como a la amigdala extendida, y cuyo
comun neurotransmisor principal es CRF, estd alterada durante Ila
administracion crénica de sustancias de abuso, teniendo como resultado un
aumento en la liberacion de hormona adrenocorticotropa (ACTH),
glucocorticoides (GC) y CRF hipotaldmico y extrahipotaldmico durante el
sindrome de abstinencia a la mayoria de drogas [42, 43]. Ademads, dicho
sindrome también incrementa la actividad de las vias norarenérgicas que
inervan al CeA y al nucleo paraventricular hipotaldmico (PVN, localizacion
principal de neuronas de CRF en el hipotalamo) [44, 45], disminuyendo a su vez
los niveles funcionales de neuropéptido Y (NPY) en la amigdala extendida [46].
Todos estos procesos parecen ser, en parte, los implicados en los efectos
emocionales negativos que se desencadenan durante el sindrome de

abstinencia, lo cual le confiere al CRF un importante papel en el incremento de
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la autoadministracién de drogas de abuso asociado con la dependencia, como

se comentara posteriormente.

2.1. Via mesocorticolimbica

En la pasada década, la mayoria de estudios sobre adiccién se han
realizado en el sistema mesocorticolimbico, que incluye especialmente a las
neuronas dopaminérgicas del VTA que inervan al NAc y al cortex prefrontal
(PFC). Ademas de la DA, en el sistema mesocorticolimbico también se ha
descrito el importante papel de otros neurotransmisores/neuromoduladores en
los efectos reforzadores positivos de las drogas. Entre ellos se encuentran los
y-aminobutirico (GABA), glutamato,

péptidos  opioides, el 4&cido

endocannabinoides y serotonina (Tabla 1) [40].

Tabla 1. Sustratos neurobioldgicos que median en los
efectos reforzadores positivos de las drogas.

Drug of abuse

Neurotransmitter

Site

Cocaine and
amphetamines
Opiates

Nicotine

9 -
A% Terrahydrocanna-
binol

Alcohol

Dopamine
y-aminobutyric acid
Opicid peptides
Dopamine
Endocannabinoids
Nicotinic acetylcholine
Dopamine
y-aminobutyric acid
Opicid peptides
Endocannabinoids
Opicid peptides
Dopamine
Dopamine

Opioid peptides
y-aminobutyric acid
Endocannabineids

Nucleus accumbens
Amygdala

Nucleus accumbens
Ventral tegmental area

Nucleus accumbens
Ventral tegmental area
Amygdala

Nucleus accumbens
Ventral tegmental area

Nucleus accumbens
Ventral tegmental area
Amygdala

Tomado de Koob y Le Moal (2008)

El VTA recibe numerosas inervaciones glutamatérgicas, GABAérgicas,
colinérgicas y noradrenérgicas. La mayoria de las aferencias glutamatérgicas
provienen del PFC y el BNST, y provocan un aumento en la liberacion de DA.

La principal inervacion GABAérgica del VTA proviene del NAc y de
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interneuronas del VTA, inhibiendo asi la liberacion de DA. También son
inhibitorias las aferencias serotoninérgicas que provienen del nucleo del rafe
hasta el VTA. Las aferencias noradrenérgicas que inervan al VTA provienen del
LC, y se ha observado que la actividad de las neuronas dopaminérgicas del
VTA parece depender de la duracion de la activacion de sus receptores

noradrenérgicos [47].

Nicotine 4
Alcohol T M
Opiat e,
Pees gg{ﬂgs Glutamate inputs
(e.g., from cortex)
. Alcohol
VTA : Opiates R
interneuron — — 3 ‘/ PCP
Alcohol - ? ‘Wzl Stimulants ‘;/
= +
s
Nicotine P DA—>
Gluta_mate\ cannabinmU
inputs
(e.g., from
amygdala [ ;
PPT/LDT) L VTA | | Nac |

Figura 9. Esquema simplificado de que muestra la convergencia de
los efectos agudos de las diferentes drogas de abuso sobre el
circuito VTA-NAc. Las distintas sustancias, a pesar de sus
diferentes mecanismos de accién, provocan un aumento de DA en
el NAc. Tomado de Nestler (2005).

En la actualidad hay evidencias suficientes de que todas las drogas
convergen en un circuito neuronal comun en este sistema (Fig. 9). Cada
sustancia administrada de forma aguda activa la transmision dopaminérgica
desde el VTA hasta el NAc y el PFC, de forma directa o indirecta [48]. Los
estimulantes, como la cocaina, bloquea la recaptacion de DA. Por otra parte, los
opioides y el etanol actian inhibiendo interneuronas GABAérgicas del VTA, lo
que a su vez desinhibe a las neuronas dopaminérgicas del VTA y por tanto se
incrementa la liberacion de DA, mientras que la nicotina actta sobre receptores

colinérgicos de las propias neuronas dopaminérgicas estimulando asi la
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liberaciéon de este neurotransmisor. El mecanismo de accion de los
cannabinoides aun no esta totalmente clarificado, pero se ha postulado que
actian estimulando receptores CB1 en el VTA, inhibiendo la liberacion
presindptica de GABA y aumentando asi la liberacién de glutamato [47].
Ademas, otras sustancias, como la nicotina o el etanol parecen activar los
sistemas opioide y endocannabinoide enddgenos en este circuito neuronal,
como demuestran experimentos en ratones KO para los receptores
cannabinoide y opioide en los que se reducen los efectos agudos de distintas
sustancias de abuso [5, 48, 49]. En el caso de los opioides, estos pueden actuar
sobre tres tipos de receptores en el SNC, denominados p, 8 y x. Pero se ha
comprobado que es fundamentalmente su interaccion con receptores opioides p

la que parece mediar en sus propiedades reforzadoras [50].

La DA liberada acttia sobre receptores D: de las neuronas del NAc, la
PFC y la AMG, que estan acoplados positivamente a proteinas Gs, activando asi
la ruta del AMPc/PKA/CREB vy, por tanto, la expresion de importantes genes
implicados en la adiccion, como los de c-fos o prodinorfina. El papel de los
receptores presinapticos D2 ha sido ampliamente estudiado mediante la
administracion de agonistas y antagonistas de los mismos y ha dado lugar a
resultados muy complejos. Estudios de imagen (PET, tomografia de emision de
positrones) han revelado que la administracion cronica de etanol, cocaina,
metanfetamina y heroina disminuye el nimero de estos receptores [28, 51].
Muy recientemente también se ha postulado un papel importante de los
receptores Ds en la dependencia de drogas. Mediante la administracion de
antagonistas selectivos de estos receptores se ha comprobado su implicacion en
los efectos reforzadores positivos de las drogas, en el consumo crénico de las
mismas, y en las recaidas inducidas por estrés o estimulos asociados a la

sustancia de abuso [52].
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Al igual que la administracion aguda de todas las sustancias de abuso
provoca un aumento de la transmision dopaminérgica desde el VTA al NAcy el
PFC, también todas ellas provocan cambios neuroadaptativos comunes en este
sistema tras su administracién cronica. Después del uso continuado de
sustancias de abuso, se produce un desequilibrio en este circuito neuronal, lo
cual se puede considerar una respuesta homeostatica a la activacion continua
de este sistema (Fig. 10). Estos cambios adaptativos a nivel del PFC conducen a
alteraciones que reducen el control del comportamiento y la toma de decisiones
(hipofrontalidad), lo cual resulta en adaptaciones negativas en el aprendizaje
asociado al consumo de drogas, existiendo por tanto un solapamiento entre las

areas implicadas en la adiccion y en la memoria [50].

Durante el consumo crénico de cocaina, opioides, anfetaminas, nicotina y
otras drogas, se produce un incremento en los niveles de TH en el VTA, pero
bajo determinadas condiciones experimentales, en las terminales de estas
neuronas a nivel del NAc, la actividad de esta enzima decrece, lo cual podria
estar relacionado con la disminucién de la funcién dopaminérgica que se
observa tras el consumo cronico de estas sustancias [48]. También se ha

comprobado que el consumo crénico de determinadas sustancias, como
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cocaina, puede sensibilizar al sistema mesocorticolimbico, lo que se traduce en
una mayor transmision dopaminérgica en respuesta a la droga en cuestién o a

cualquier estimulo relacionado con la misma [53, 54].

En estudios de imagen (PET) con cerebros de adictos humanos se ha
podido constatar que, tras largos periodos sin consumir o durante el sindrome
de abstinencia a drogas, se produce una disminucién en los receptores D2, asi
como un descenso en la actividad de la PFC [55]. Se ha sugerido ademas que la
disminuciéon de la funciéon de los neurotransmisores implicados en la
recompensa tras el consumo de drogas, podria estar relacionada con el estado
motivacional negativo asociado con el sindrome de abstinencia agudo y podria
desencadenar cambios bioquimicos a largo plazo que contribuirian a los
sintomas de la abstinencia y a las recaidas (Tabla 2).

Tabla 2. Neurotransmisores implicados en los efectos
emocionales aversivos durante el sindrome de abstinencia a

drogas.
Neurotransmitter Functional effect
| Dopamine “Dysphoria”
1 Serotonin “Dysphoria”
| y-Aminobutyric acid Anxiery, panic atracks
1 Neuropepride Y Antistress
1 Dynorphin “Dysphoria”
1 Corticotropin-releasing factor Stress
1 Norepinephrine Stress

Tomado de Koob y Le Moal (2008).

Por tanto, la exposicion aguda a drogas provoca un aumento en la
actividad del sistema de recompensa y también del sistema cerebral del estrés.
Cuando el consumo pasa a ser cronico y se llega al estado adictivo, se produce
una disminucion de la actividad del sistema mesocorticolimbico mientras que el
sistema del estrés pasa a estar hiperactivado. La abstinencia prolongada se
caracteriza por la vuelta al estado normal de la actividad del sistema de

recompensa, pero el sistema cerebral del estrés presenta una hiperactividad
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residual, que parece ser la responsable de las recaidas en el consumo durante

esta fase (Fig 11) [5].
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Figura 11. Esquema representativo de la transicion desde el consumo inicial de la droga, hasta
la adiccidn y la abstinencia. Tomado de Koob y Le Moal (2001).

2.2.Sistema cerebral del estrés

Existen numerosos estudios que indican que todas las drogas de abuso,
ademds de provocar cambios adaptativos en el sistema de recompensa,
producen alteraciones en el sistema cerebral del estrés [43, 56, 57]. Estas
modificaciones persistentes en este circuito, ya sea a nivel de los sistemas de
neurotransmisores, a nivel de receptores o a nivel hormonal, pueden
representar mecanismos neuronales compensatorios para restablecer la funcion
homeostatica en presencia de drogas. Las alteraciones en el sistema cerebral del
estrés podrian contribuir significativamente al estado emocional negativo
caracteristico del sindrome de abstinencia agudo a drogas asi como a la elevada
sensibilidad frente a estimulos estresantes, pudiendo ser ambas situaciones
causantes de la mayor vulnerabilidad a la recaida durante la abstinencia a

drogas en humanos [50, 58, 59].
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El CRF es liberado por dos regiones cerebrales diferentes pero
conectadas entre si y que forman lo que se ha denominado Sistema Cerebral del
Estrés. El Sistema Cerebral del Estrés hipotaldmico esta formado por el eje
HHA, donde las neuronas de CRF localizadas en la regién parvocelular del
PVN regulan la liberacion de ACTH por la hipofisis y la secrecion de GC por la
corteza adrenal. En el Sistema Cerebral del Estrés extrahipotaldmico las
neuronas de CRF estan localizadas en el CeA y en el BNST e inervan al LC,
incrementando su actividad, lo cual resulta en un aumento de la liberacién de
NA, que a su vez aumenta la actividad del BNST y CeA. Por otra parte se ha
comprobado que existe una interconexiéon funcional entre las neuronas de CRF
del PVN vy el bucle noradrenérgico ventral, que comprende al nticleo del tracto

solitario (NTS) y el drea ventrolateral del bulbo (VLM) [28].

El Sistema Cerebral del Estrés pude contribuir tanto a la vulnerabilidad
al consumo de drogas en las primeras fases de la adiccién, como a la
vulnerabilidad a la recaida tras el consumo croénico. El eje HHA parece tener
mas importancia en el inicio del consumo de sustancias de abuso y el
mantenimiento de este comportamiento, mientras que el sistema del estrés
extrahipotaldmico parece tener mas implicacion en los aspectos motivacionales
adversos durante la abstinencia prolongada (ansiedad, disforia, etc) y en la

recaida en el consumo debido al estrés [28].

2.2.1. Sistema de CRF hipotalamico

El PVN hipotaldmico, que constituye el dpex del eje HHA (Fig. 12),
comprende dos regiones, la regiéon magnocelular, cuyos neuropéptidos mas
importantes son la Arginina-Vasopresina (AVP) y la oxitocina (OT), y la region
parvocelular, que es la principal localizacion de las neuronas de CRF
hipotaldmico. Ademads, en esta ultima region también se sintetiza y libera AVP.

Este neuropéptido tiene la capacidad de potenciar la accion del CRF sobre la
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adenohipdfisis para la liberacion de ACTH, y por lo tanto también estd

implicado en las respuestas del eje HHA ante estimulos estresantes [60-62].

(  ACTH .

¥

Adranal glands
~ | Corisal
Kidneys

Matabolic | 4
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Figura 12. Representacion del eje HHA. En
situaciones de estrés, el PVN libera CRF, lo
cual provoca la secrecion de ACTH por la
hipdfisis. La ACTH es transportada hasta la
glandula adrenal donde estimula la liberaciéon
de GC. La liberacion de GC ejercen un efecto
de retroalimentaciéon negativo sobre el PVN y
la hipofisis, disminuyendo la liberacion de
CRF y ACTH. Tomado de
http://www.montana.edu (15/05/2008).

La region parvocelular del PVN se puede subdividir a su vez en

diferentes regiones (Fig. 13). La zona medial parvocelular (mdp) envia

proyecciones de CRF a la eminencia media induciendo asi la liberacion de

ACTH y GC, mientras que otros grupos neuronales que estan localizados en las

areas dorsal parvocelular (dp) y ventral parvocelular medial (mpv) envian

proyecciones a otras zonas del hipotalamo, a ntcleos bulbares y la médula

espinal, de forma que influencian las respuestas del sistema nervioso autébnomo

[63].
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Figura 13. Esquema de las subdivisiones del PVN:
dp, dorsal parvocelular; mpd, zona dorsal del area
medial parvocelular; mpv, zona ventral del area
parvocelular medial; pm, subdivisién
magnocelular posterior; 3V, tercer ventriculo.

Numerosos estudios en modelos animales y en humanos han puesto de
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manifiesto la implicacion del eje HHA en diferentes etapas de la adiccion. Los
elevados niveles de GC en plasma debidos a una hiperactividad de dicho eje
durante el estrés cronico aumentan la sensibilidad del sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico a los efectos reforzadores de drogas como los
psicoestimulantes, incrementando asi el riesgo de desarrollar adiccion [64]. Este

efecto es mediado por los GC, que actian sobre el VTA y estimulan la liberacion

de DA [64-67].

Trabajos previos de nuestro grupo de investigacion han descrito un
aumento de los niveles plasmaticos de corticosterona tras la administracion
aguda de morfina [44], asi como tras el sindrome de abstinencia inducido por la
administracion de naloxona [68], lo que implica un aumento de la actividad del
eje HHA. Ademas, en otros estudios se ha puesto de manifiesto la alteracion de
numerosas rutas de sefializacion intracelular y de la expresion génica en el PVN
durante el consumo agudo y cronico de morfina, asi como durante el sindrome
de abstinencia. Asi, se ha podido constatar un incremento en la expresion de c-
Fos en el PVN tras la exposicion aguda a morfina [69], mientras que, durante la
exposicion cronica a la misma, la expresion de esta proteina baja a su nivel
basal, y vuelve a aumentar durante el sindrome de abstinencia a morfina
inducido por la administracion de naloxona [70-72]. Por otra parte, se han
caracterizado varias de las rutas de protein kinasas implicadas en el aumento de
la expresion de este factor de transcripcion en el PVN durante el sindrome de
abstinencia a morfina. Se ha podido demostrar que la administracion cronica
de un inhibidor de la PKC (calfostin C) inhibe parcialmente el aumento de la
expresion de c-Fos tras la administracion de naloxona a ratas dependientes de
morfina. Resultados similares se obtuvieron tras la administracion cronica de
un inhibidor selectivo de la PKA, el HA-1004, y un antagonista de los canales de
calcio tipo L, la nimodipina [13, 14, 70, 73]. Todo ello indica la gran complejidad

de los cambios celulares y moleculares observados durante la dependencia de
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morfina a nivel del eje HHA.

Con respecto a la expresion de CRF y AVP durante la exposicion cronica
y sindrome de abstinencia a opioides, estudios previos de nuestro grupo de
investigacion han puesto de manifiesto que durante el tratamiento cronico con
morfina se produce una disminucion de los niveles de mRNA para CRF en el
PVN, mientras que no se observan cambios en los niveles de mRNA para AVP.
Treinta minutos después de la administracion de naloxona a ratas dependientes
de morfina se produce una disminucién ain mayor en los niveles de mRNA
para CRF, mientras que los niveles de mRNA para AVP no se ven alterados [74,
75]. Sin embargo, en otros estudios no se observaron cambios en los niveles de
mRNA para CRF en el PVN durante la exposicidn crénica de opioides [76, 77], o
se observa un aumento de los mismos [78, 79]. También se han obtenido datos
dispares tras el sindrome de abstinencia a morfina, ya que frente a resultados
indicando una disminucién de los niveles de mRNA para CRF [75], también se

han descrito otros en los que no se observan cambios en dichos niveles [77].

2.2.2. Sistema de CRF extrahipotalamico

Como se ha comentado anteriormente, la amigdala extendida incluye al
CeA, BNST y a una zona de transicion localizada en la corteza (shell) del NAc, y
recibe inervacidon procedente de otras estructuras del sistema limbico, como el
hipocampo, la amigdala basolateral (BLA) y el hipotdlamo lateral. Este sistema
envia proyecciones, entre otras regiones, al VTA, a varios ntcleos
noradrenérgicos (LC, NTS y VLM) y al hipotdlamo lateral [5]. Las regiones de la
amigdala extendida contienen elevadas cantidades de terminales de CRF,
cuerpos celulares y receptores, y forman parte de lo que se ha llamado Sistema

Cerebral del Estrés/CRF extrahipotalamico (Fig. 14) [40].
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Figura 14. Representacion esquematica de la amigdala extendida
junto con otros circuitos neuronales implicados en la adiccion.
Tomado de Le Moal y Koob (2007).

Numerosos estudios han demostrado la implicacion del sistema de CRF
extrahipotaldmico en la regulacion de las respuestas asociadas con el miedo y el
estrés [80]. Se han relacionado los nucleos de la amigdala extendida y sus
sistemas de neurotransmisores con los efectos reforzadores positivos del
consumo de drogas, asi como con los efectos reforzadores negativos asociados
al sindrome de abstinencia a las mismas. La administracién de antagonistas de
receptores D1 tanto en el NAc, como en el CeA y en el BNST es particularmente
efectiva en el bloqueo de la autoadministracion de cocaina [81, 82], aunque su

papel no esta totalmente definido.

Durante el sindrome de abstinencia a alcohol, opioides,
tetrahidrocannabinol (THC) y cocaina se produce una hiperactivacion del
sistema de CRF extrahipotalamico, con un aumento en la liberacion de CRF en
el CeA y BNST de animales dependientes [45, 83-85]. De esta forma, la amigdala
extendida podria ser el circuito neuronal responsable de los efectos negativos
sobre el sistema mesocorticolimbico producidos por el estrés, y que hacen que

el adicto consuma la droga de forma compulsiva [40]. En la actualidad hay
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evidencias suficientes que sugieren que la liberacion de CRF por el CeA juega
un papel fundamental en la autoadministracion de sustancias de abuso, como

etanol [83], heroina [40], cocaina [86] o nicotina [40, 87].

El NPY también ha sido implicado en los procesos adaptativos
neuronales asociados con la adiccion. Este neuropéptido es muy abundante en
areas implicadas en la dependencia de drogas, como la AMG entre otras [88], y
sus efectos agudos suponen una supresion de las respuestas a la ansiedad y
también sedacion [89]. En el contexto de adiccion, el NPY se debe considerar
como un inhibidor de la actividad neuronal [90], y se ha sugerido que el NPY y
CRF podrian tener acciones antagonicas en la regulacion de las respuestas ante
el estrés [89]. Asi, se podria especular que durante el sindrome de abstinencia, y
quiza durante largos periodos sin consumir drogas, junto con el aumento en la
actividad de CRF habria una disminuciéon en la actividad del NPY, de forma
que se potenciaria de este modo la contribucion del sistema cerebral del estrés

extrahipotaldmico a la alostasis en el sistema de recompensa [5].

2.3. Vias Noradrenérgicas

En la actualidad hay numerosos estudios que avalan la importancia de la
funcion noradrenérgica en diferentes etapas de la adiccion. Las neuronas
noradrenérgicas del LC regulan la actividad del sistema dopaminérgico de
recompensa [28]. Por una parte, ejercen su accién sobre el VTA, donde
estimulan la liberacion de DA mediante el estimulo de receptores ou-
adrenérgicos [91], pero ademads también regulan la funcién de el PFC, de forma
directa mediante la liberacion de NA, y también de forma indirecta induciendo
la liberacion de DA procedente de las neuronas del VTA [92]. Cuando la
liberacién de NA es bloqueada en el PFC también se atenta la liberacion de DA,
mientras que cuando el bloqueo de la liberacion de NA en esta region es

crénico, se produce un mecanismo compensatorio en el sistema dopaminérgico
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a través de un aumento de afinidad de los receptores dopaminérgicos
postsindpticos [93]. Este proceso resulta en un aumento de la sensibilidad a

drogas mediante el incremento de los niveles de DA en la sinapsis [28].

La administracion de agonistas az-adrenérgicos es capaz de bloquear la
autoadministracion de etanol [94]. Adicionalmente, en ratones KO para los
receptores ou-adrenérgicos no se ha observado la autoadministracion de cocaina
o morfina que presentan los ratones silvestres [95]. Igualmente, en estudios de
preferencia condicionada de plaza (CPP) realizados con morfina se ha
observado que la preferencia es bloqueada por la administracion de
antagonistas a1 y agonistas o2 (que inhiben la liberacion de NA mediante la
activacion de receptores presindpticos), mientras que es incrementada por la
administracion de antagonistas a2 [96, 97]. Todos estos datos indican que los
efectos reforzadores positivos de las drogas de abuso son de alguna manera

dependientes de la funcion noradrenérgica [28].

Varios estudios también apoyan la implicacion del LC en la tolerancia y
dependencia a opiodes. Uno de los primeros estudios realizados en monos
demostré que la electroestimulacion de las neuronas del LC producia los
mismos sintomas que el sindrome de abstinencia a opioides. Ademas, el
sindrome de abstinencia a morfina provoca un aumento del turnover de NA y
de la actividad de TH en el LC, asi como un aumento del metabolito cerebral de
la NA (3-metoxi-4-hidroxifeniletilenglicol, MHPG) en las areas cerebrales

inervadas por este nucleo, como son el cdrtex y el hipocampo [98].

En los ultimos anos se han realizado numerosos estudios sobre la
importancia de la regulacion del sistema cerebral del estrés por ntcleos
noradrenérgicos bulbares, dandosele gran relevancia a la NA como

neurotransmisor modulador de estos circuitos y a la estrecha relacion NA-CRF
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en los procesos adictivos (Fig. 15) [28, 56, 68, 99, 100].

Cerebral Cortex

Figura 15. Diagrama
simplificado de los sistemas
noradrenérgicos mas

importantes: el LC y el
sistema A1l/A2 (VLM/NTS) y
sus interacciones con las
neuronas de CRF del PVN
o hipotaldmico. Tomado de
A PVN < poitary Dunn y Swiergiel (2008).
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El LC (grupo celular Ae) es la mayor fuente de proyecciones
noradrenérgicas que inervan al BNST y CeA [56], siendo el ntcleo mas
ampliamente estudiado para establecer la relacion CRE-NA. Se sabe que el
estrés induce la liberacion de NA en el BNST [101], asi como en el CeA [102],
estimulando a su vez la liberacion de CRF en el CeA [103]. El PVN hipotaldmico
recibe la mayor parte de aferencias noradrenérgicas por parte del NTS (grupo
celular Az), que inerva fundamentalmente a la region parvocelular. En menor
proporciéon, el PVN también recibe una pequefia inervacion noradrenérgica
procedente del LC, que proyecta fundamentalmente a la zona periventricular. A
nivel wultraestructural, varios estudios han confirmado la inervacidon
noradrenérgica de las neuronas de CRF del PVN [104, 105], y ademas se ha
podido demostrar la presencia de receptores aui- y oe-adrenérgicos en dichas
neuronas [106]. En la actualidad es ampliamente conocido que la liberacion de
NA estimula a las neuronas de CRF para activar el eje HHA [100, 107, 108].
También hay evidencias que apuntan a que las neuronas de CRF del PVN
inervan a sistemas noradrenérgicos bulbares [109]. Todos estos datos parecen
indicar que existe un bucle NA-CRF, en el que la NA estimularia la liberacion
de CRF en el CeA, el BNST y el PVN, y a su vez el CRF procedente de estos
nucleos estimularia la liberaciéon de NA por las areas bulbares noradrenérgicas

(Fig. 16) [56].
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Feed-Forward CRF-NE-CRF

Stress System
Figura 16. Diagrama describiendo

Forebrain el sistema de feedforward por el
{BNES:'Ie'APVN} Brainstem cual el CRF podria estimular la

actividad noradrenérgica bulbar,

la cual a su vez estimularia la
actividad de los sistemas de CRF
cerebrales cerrando asi el bucle
CRF-NA. Tomado de Koob (1999).

Tras la administracion aguda de morfina se ha podido constatar un
aumento en el turnover de NA en el PVN hipotalamico [44, 99], al igual que
durante el sindrome de abstinencia inducido por la administracién de naloxona
[68]. Concomitantemente, se ha observado una importante expresion de c-Fos
en las neuronas noradrenérgicas del NTS tras la administracion aguda de
morfina, asi como durante el sindrome de abstinencia a la misma, lo cual indica
un aumento de la actividad de este nucleo [69, 71, 72]. Paralelamente, también
se ha podido constatar un incremento de la actividad enzimatica de TH y del
turnover de NA en el PVN hipotaldmico tras el sindrome de abstinencia a
morfina, junto con un aumento en la liberacion de GC y ACTH [68, 73]. Estos
resultados sugieren un incremento de la actividad en el NTS tras la exposicion a
opioides, que a su vez actuaria induciendo la activacién del eje HHA mediante

la estimulacion de las neuronas de CRF de la region parvocelular del PVN.

El efecto de la NA sobre las neuronas de CRF hipotaldmicas parece estar
mediado por receptores a-adrenérgicos, aunque no se ha descartado un papel
para los receptores adrenérgicos tipo . Estudios previos de nuestro laboratorio
han puesto de manifiesto que la administracion de antagonistas de receptores
ai-, az- y B-adrenérgicos bloquea el aumento en la liberacion de corticosterona
tras la administracién aguda de morfina [44], asi como tras el sindrome de
abstinencia [108]. También se ha podido constatar que la administracion de

estos antagonistas bloquea el aumento en la expresion de c-Fos observado en la
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region parvocelular del PVN durante el sindrome de abstinencia a morfina [71].
Estos resultados parecen indicar que la inervacidon noradrenérgica estd
implicada en las modificaciones que se producen en el eje del estrés durante el
sindrome de abstinencia a morfina. Un resumen de los circuitos neuronales
involucrados en los efectos reforzadores de las sustancias de abuso viene

recogido en la Fig. 17.
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Figura 17. Circuitos neuronales asociados con los efectos reforzadores positivos tras la
administracion aguda de sustancias de abuso, y los efectos reforzadores negativos durante la
dependencia. Tomado de Koob y Le Moal (2008).

3. Estrés y Adiccion

En los ultimos anos, numerosos estudios han puesto de manifiesto una
estrecha relacion entre el estrés y las diferentes fases del ciclo de la adiccion. La
exposicidn a situaciones estresantes en alguna etapa de este ciclo parece
empeorar la enfermedad adictiva, aumentando los componentes tipicos de la
dependencia de drogas: la vulnerabilidad al consumo, la busqueda compulsiva

de la sustancia de abuso, la ansiedad por la autoadministracién y las recaidas

6, 57, 110].

Se ha comprobado que tanto el estrés como la adiccion a drogas afectan a

los mismos circuitos neuronales, no sdlo al sistema del CRF, sino que ademas
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varios estudios han puesto de manifiesto que el sistema mesocorticolimbico,
principal mediador de los efectos reforzadores positivos de las drogas, también
estd implicado en las respuestas al estrés. A este respecto se ha comprobado que
ante situaciones estresantes aumenta la liberacién de DA por las neuronas del
VTA [65], y también durante el estrés cronico se producen cambios en la
morfologia de las dendritas de la PFC [111, 112]. Concomitantemente, también
los cambios moleculares asociados con el estrés en el circuito
mesocorticolimbico son semejantes a los observados durante la dependencia de
drogas, de forma que tras el estrés cronico aumentan los niveles de AFosB y la
fosforilacion de CREB en el NAc entre otras areas cerebrales [6, 113]. Todos
estos datos indican que tanto el estrés como las drogas afectan de manera
similar a las vias de recompensa y a través de los mismos mecanismos

moleculares [6].

Es ampliamente conocido que el eje HHA es el principal sistema
neuroendocrino implicado en el estrés y que ademas sufre modificaciones en su
funcion durante la exposicién a drogas. Ante un agente estresante, el PVN
libera CRF para estimular la secrecion de ACTH por la hipofisis, que a su vez
activa la liberacion de GC por la glandula adrenal. La respuesta del eje HHA es
similar ante la exposicién aguda a muchas sustancias, como cocaina, opioides,
etc [40, 43]. Tras el consumo cronico de las mismas la respuesta de este sistema
puede variar. Mientras que durante la exposicion prolongada a opioides,
alcohol y nicotina se desarrolla tolerancia a este efecto, el consumo crénico de

cocaina mantiene elevada la actividad del eje HHA [114-117].

El estrés, a través de la activacion del eje HHA y la liberacion de GC,
influye directa o indirectamente en numerosas areas cerebrales, incluidas las
neuronas dopaminérgicas, que poseen receptores para GC (GR) [118]. La

interaccion de los GC con el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico puede
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tener gran relevancia en la autoadministracion/vulnerabilidad al consumo de
sustancias de abuso. Ante situaciones agudas de estrés, el eje HHA incrementa
la liberaciéon de GC, que actiian estimulando las neuronas dopaminérgicas del
sistema mesocorticolimbico, lo que tiene como resultado un aumento de la
sensibilidad a los efectos reforzadores de las drogas. Cuando la exposicion al
estrés es cronica, los niveles de GC se mantienen elevados durante largo
tiempo, lo cual dafia el sistema de feed-back negativo en el hipocampo
mediante una disminucién en el nimero de GRs. Esto produce un incremento
prolongado en la secreciéon de GC y un aumento en la liberaciéon de DA en el
NAc, lo cual explica la elevada sensibilidad a determinadas sustancias
observada en adictos, incluso semanas después de que cese la situacion
estresante [7]. Apoyando esta hipotesis, se ha comprobado que Ila
administracion aguda de cortisol en humanos precipita la ansiedad por el
consumo de drogas [119], al igual que la exposicion a agentes estresantes [120].
Ademas, la administracion de corticosterona a ratas que muestran una baja
respuesta ante nuevos estimulos, ha demostrado inducir y mantener la
autoadministracion de anfetaminas [121, 122]. Por otra parte, la adrenalectomia
y el bloqueo de GRs, (y también de CRF), tienden a suprimir la
autoadministracion de drogas en ratas [123, 124], y a disminuir los niveles de
DA en el NAc [66, 67]. Estos resultados sugieren que las hormonas y
neurotransmisores relacionados con el estrés pueden estar implicadas en el
aumento de la liberaciéon de DA y por tanto en los efectos reforzadores positivos

y en la autoadministracién/consumo de sustancias de abuso [6, 7].

Durante el sindrome de abstinencia se produce un incremento en la
actividad del eje HHA, pero las concentraciones de ACTH y corticosterona o
cortisol vuelven a sus niveles normales en ratas o humanos respectivamente
[43]. Sin embargo, la presencia de un agente estresante durante el sindrome de

abstinencia a opioides o psicoestimulantes mantiene elevada la actividad del eje
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HHA [125, 126]. Este hecho parece indicar que tanto la hipersensibilidad de los
adictos al estrés como la vulnerabilidad a las recaidas en el consumo estarian
relacionadas con las alteraciones de la respuesta del eje HHA al estrés durante
el sindrome de abstinencia [6]. Sin embargo, el papel del CRF hipotaldmico
durante el sindrome de abstinencia no estd aun totalmente clarificado, aunque
hay datos que parecen indicar su relevancia en los estados afectivos negativos
asi como en los sintomas fisicos que aparecen durante el sindrome de
abstinencia a opioides, ya que la administracién de antagonistas del receptor de
CRF bloquea la ansiedad y los estados aversivos del sindrome de abstinencia a

morfina, ademds de atenuar su sintomatologia [127-129].

En cuanto al sistema de CRF extrahipotaldmico, diversos estudios le
confieren un importante papel en las recaidas en el consumo ante situaciones
estresantes. Varios estudios han demostrado, mediante el uso de modelos
animales, que la exposicion aguda al estrés puede restablecer la busqueda
compulsiva de varias drogas, como opioides, psicoestimulantes, etanol y
nicotina [130-133]. Ademas, la inactivacion de las proyecciones de CRF desde el
CeA al BNST bloquea las recaidas en el consumo de cocaina inducidas por el
estrés [134, 135]. Iguales efectos produce la administracion de antagonistas del
receptor de CRF tipo 1 (CRF1R) en el BNST, pero no en el CeA o en el NAc [130,
136]. Estos datos sugieren que serian los CRF1R localizados en el BNST los que
mediarian en las recaidas en el consumo de drogas inducidas por estrés. Sin
embargo los antagonistas del CRFIR no bloquean la recaida en el consumo
inducida por estimulos relacionados con droga [137, 138]. Estos datos indicarian
que la estimulacion del sistema de CRF extrahipotalamico inducida por estrés
desde el CeA hasta el BNST, y la activacion de los CRFIR del BNST

desencadena la recaida en el consumo de drogas [6].
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Por otra parte, se ha localizado CRF en las neuronas del VTA de animales
control y expuestos a cocaina ante una situcion estresante, aunque el origen de
este CRF es desconocido [139]. Ademas de CRF, en los animales expuestos a
cocaina se libera glutamato y DA ante situaciones estresantes, pero la liberacion
de estos dos neurotransmisores depende del CRF, ya que la administracion de
antagonistas de receptores de CRF tipo 2 (CRF2R), pero no de antagonistas de
CRFI1R atentia la liberacion de ambos neurotransmisores, asi como la recaida en
el consumo de cocaina ante situaciones estresantes [139, 140]. Estos estudios
sugieren que el CRF es un importante mediador en la actividad de las neuronas

dopaminérgicas, especialmente tras el consumo de sustancias de abuso [6].

Por ultimo, las vias noradrenérgicas también juegan un papel importante
en las recaidas en el consumo de drogas inducidas por el estrés [28]. Se ha
comprobado que la administracion de agonistas az-adrenérgicos en el BNST
inhibe la vuelta al consumo inducida por el estrés [141-143], mientras que las
lesiones en el LC atentan la vuelta al consumo de heroina [142]. Asimismo, la
administracion de antagonistas B-adrenérgicos en el BNST bloquea la recaida en

consumo de cocaina en ratas [144].
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Actualmente esta bien establecido, mediante estudios en modelos
animales y mas recientemente en humanos, que todas las sustancias de abuso
conocidas hasta el momento convergen en un circuito comun: la via
mesocorticolimbica, de naturaleza dopaminérgica [5, 48, 145, 146]. Mas
recientemente se ha propuesto que otras dreas y nucleos también podrian estar
esencialmente implicados en los cambios cronicos asociados con la adiccion.
Dichas areas incluyen, entre otras, al hipotadlamo y al sistema cerebral del estrés
[147]. Desde hace afios es conocido que, en el humano, el estrés es uno de los
factores que contribuye poderosamente al desarrollo y perpetuacion de la
adiccion a diferentes sustancias de abuso. Es este sentido, se ha podido
comprobar que el estrés psicologico favorece el deseo de consumo; ademas, la
activacion que se produce en el eje HHA como consecuencia del estrés
constituye uno de los predictores del uso subsiguiente de drogas [40, 148].
Datos recientes han evidenciado que la actividad neuronal del CRF
hipotaldmico y extrahipotaldmico constituye un importante factor en la

neurobiologia de la adiccion.

Recientemente se ha constatado que la mayoria de drogas producen
alteraciones del eje HHA y del sistema cerebral del estrés, tales como
modificaciones en la liberacion de ACTH y GC, y cambios en la actividad de los
circuitos de CRF y NA [5, 7, 40, 56, 69]. Dichas alteraciones del sistema
hormonal del estrés, de receptores y neurotransmisores, podrian representar
mecanismos compensatorios que tenderian a restaurar las funciones
homeostaticas en respuesta a la exposicion cronica a drogas. Estos cambios
podrian contribuir de forma significativa al estado emocional negativo
caracteristico del sindrome de abstinencia, asi como al aumento de la
sensibilidad a los estimulos estresantes. Ambos factores pueden favorecer la
vulnerabilidad a las recaidas durante los periodos de abstinencia, la cual

constituye uno de los mayores problemas en el tratamiento de la adiccién [1, 7,
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28, 147]. De esta forma, los sistemas cerebrales del estrés contribuirian no solo al
estado emocional negativo asociado con la abstinencia, sino también a la
vulnerabilidad a las circunstancias estresantes observadas en el humano
durante los periodos de abstinencia. Los neurotransmisores/neuromoduladores
implicados en las recaidas provocadas por estrés incluyen CRF, GC y NA,
conociéndose como “sistema anti-recompensa” a los circuitos del sistema

cerebral del estrés [40].

La identificacion de los sustratos neuronales y de los procesos
neuroadaptativos celulares y moleculares que tienen lugar en los diferentes
circuitos especificos que participan en el proceso adictivo vienen siendo las
dianas de la investigacion actual. Los objetivos del presente estudio han sido
investigar los efectos de la administracidon cronica de morfina (como prototipo
de opioide) y del sindrome de abstinencia, en diferentes componentes del eje

HHA, asi como en el grupo celular NTS-A.

e El primer objetivo del presente estudio fue investigar los cambios
transcripcionales y de actividad en el hipotalamo y otras estructuras
cerebrales en ratas dependientes de morfina y durante el sindrome de
abstinencia inducido por naloxona. Para ello, se analizo la secrecion de
corticosterona, la induccion del factor de transcripcion c-Fos y los niveles

de RNA heteronuclear (hnRNA) para CRF y AVP.

e La via de senalizacion de las ERK ha sido implicada en la adiccion [9].
Sin embargo, su posible funcién en la activacion del PVN y NTS-Ax
durante la dependencia de morfina no se ha estudiado en profundidad.
El Segundo objetivo del estudio fue determinar la posible activacion de
ERKi2 durante la dependencia y sindrome de abstinencia a morfina, asi

como su posible implicacion en la expresion génica inducida durante la
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abstinencia. Se analiz6 para ello, en las dreas anteriormente
mencionadas, los cambios en la fosforilacion de ERKs asi como los
niveles de ERKs totales. Se investigd6 asimismo si el sindrome de
abstinencia activa neuronas de CRF en el PVN. Por ultimo, se determino
si la activacion de la via de sefializacion de ERKiz contribuye a la

activacion catecolaminérgica observada en el NTS-Az y/o a la activacion

de las neuronas de CRF en el PVN.

e Nuestro laboratorio ha mostrado previamente que durante el sindrome
de abstinencia a morfina se produce un incremento del turnover de NA
en el PVN [108], concomitantemente con la activacion de las neuronas
noradrenérgicas del NTS-A: (evidenciada por la expresion de c-Fos; [71,
72]). Estas respuestas fueron acompanadas por un incremento en la
actividad enzimatica de TH en el PVN [73]. La regulacion a corto plazo
de la sintesis de catecolaminas se produce mediante la fosforilacion de la
enzima TH, tras lo cual aumenta su actividad enzimatica. En particular,
el aumento en la fosforilacion de Ser31 y Ser40 acelera la actividad de
TH, lo que se traduce en la sintesis de catecolaminas [149, 150]. El Tercer
objetivo del estudio consistid en analizar los cambios en la fosforilacion
de TH, durante la dependencia de morfina, en el PVN y en las neuronas
noradrenérgicas bulbares que lo inervan. Para ello se evaludé en primer
lugar los posibles cambios en la fosforilacion de TH a nivel de Ser31 y
Ser40, asi como la actividad enzimatica de TH. Es bien conocido que la
fosforilacion de TH en cada uno de los residuos de Ser esta asociada con
diferentes vias de senalizacion intracelular. Puesto que el residuo Ser31
de TH es fosforilado especificamente por ERKi2 [150, 151], en el presente
trabajo se analiz¢ si la activacion de la cascada MEK-ERK contribuye a la
fosforilacion de TH en Ser31 observada en nuestro estudio durante el

sindrome de abstinencia. Para ello se investigd el efecto del inhibidor
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selectivo de la activacion de MEK, SL327, sobre los niveles de TH

fosforilada en Ser31.

e Los GC ejercen sus efectos a nivel del SNC no sdlo inhibiendo la
secrecion de CRF en el PVN, sino también modulando los impulsos
neuronales que llegan a este nucleo hipotalamico desde otras vias del
sistema cerebral del estrés [152]. Una importante diana de las acciones de
los GC son las vias noradrenérgicas bulbares del NTS-A:; que
constituyen las aferencias catecolaminérgicas mads importantes que
inervan al PVN [104]. Teniendo en cuenta el importante papel del NTS-
A: en las respuestas del PVN al sindrome de abstinencia, es importante
determinar si la deplecion de corticoides podria modificar las funciones
de la enzima TH en el NTS-A:. Por tanto, el cuarto objetivo fue examinar
los efectos de la adrenalectomia bilateral sobre la expresion génica de
TH, los niveles de immunoreactividad y la fosforilacion (activacion) de la
enzima en dicho ndcleo durante la dependencia de morfina y tras el
sindrome de abstinencia. Finalmente, se analizo también la actividad
enzimatica de TH en el PVN para determinar si el aumento de la misma

que produce el sindrome de abstinencia requiere la acciéon de los GC.
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1. Animales y tratamientos

Se han utilizado ratas macho de 220-240 g al inicio del tratamiento de las
cepas Sprague-Dawley y Wistar. Los animales fueron mantenidos en cajas
transparentes en una habitacion a 22 + 22 C, humedad de 50 + 10% y con un
ciclo de luz oscuridad de 12 h (08:00-20:00 h), y fueron manipulados de acuerdo
a la normativa ética vigente (Directiva de la Comunidad Europea de 24 de
noviembre de 1986, 86/609/EEC y la Directiva Local ES300305440012), teniendo
libre acceso a la comida y al agua hasta el momento de comenzar el

experimento.

La dependencia de morfina se indujo mediante la implantacion
subcutanea de pellets de morfina base (75 mg), uno el dia 1, dos el dia 3 y tres el
dia 5, bajo ligera anestesia con éter. Los animales control fueron implantados
con pellets de placebo (lactosa) en lugar de morfina, con la misma secuencia de
implantacion. El dia 8 se les administré salino s.c. (1 mL/kg) o naloxona (2 6 5
mg/kg) a los animales tratados con placebo o morfina. El peso de de las ratas
fue controlado durante todo el tratamiento para comprobar que la morfina era
correctamente liberada de los pellets. También se cuantifico la pérdida de peso
de los animales durante el sindrome de abstinencia a morfina mediante la
diferencia del peso del animal inmediatamente antes de la administracion de
salino o naloxona y el peso a los 30, 60, 90 6 120 minutos de dicha

administracion.

Para determinar el efecto de la inhibicion de la fosforilacion de ERKs en
los cambios en la expresion de c-Fos y en la fosforilacion de TH en la Ser31 en el
PVN y el NTS, asi como en la actividad del eje HHA, los animales control y los
dependientes de morfina fueron tratados con SL327 (inhibidor selectivo de las

MEK; [153]) 1 h antes de la administracion de salino o naloxona. Este inhibidor
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se disolvi6 en dimetilsulféxido (DMSO) al 100% y se inyectd i.p. en un volumen

de 1 mL/kg a dosis de 100 mg/kg.

2. Adrenalectomia

Para investigar el posible papel de los GC en los cambios en la expresion
génica de TH, en sus niveles de proteina total, su fosforilaciéon y su actividad
enzimatica durante el sindrome de abstinencia, las ratas fueron
adrenalectomizadas mediante una incision dorsal bajo anestesia con
pentobarbital (2 mg/100 g i.p.; Hospira, Hoofddorp, Holanda) y se les implanto
s.c un pellet de corticosterona (25 mg de corticosterona, Sigma Chemicals, St
Louis, MO, mas 75 mg de colesterol) de liberacion mantenida durante 15 dias.
La composicidn de estos pellets fue elegida porque provee de niveles bajos pero
estables de corticosterona. Los animales control fueron sometidos al mismo
procedimiento pero sin extirpacion de la glandula adrenal. Las ratas
adrenalectomizadas recibieron salino al 0.9% en vez de agua para reemplazar la
deplecion de sodio debida a la pérdida de aldosterona por la adrenalectomia.
Cinco dias después de la cirugia se comenzd con el proceso de induccién de

dependencia de morfina.

3. Inmunocitoquimica

Para el marcaje simple de c-Fos, 2 h después de la administracion de
salino o naloxona, los animales fueron anestesiados con una dosis subletal de
pentobarbital i.p. (Nembutal, 2 mg/100 g) y rdpidamente perfundidos via
transaortica con salino y seguidamente con fijador a 4° C (paraformaldehido 4%
en tampon borato 0.1 M). Los cerebros fueron posttijados en fijador durante 3 h
y después puestos en KPBS (tampon fosfato-potasio 0.1 M, pH 7.2) y sacarosa al
10% a 4° C. Mediante microtomo se realizaron cuatro series de secciones

seriadas de 30 pm, que fueron guardadas en crioprotector a -20° C hasta su
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procesado. Después de bloquear el tejido con H20: y suero de cabra (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA), las secciones fueron incubadas en
anticuerpo primario contra c-Fos (policlonal, sc-52, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA; 1:20000) durante 72 h a 4° C. Los antigenos fueron
visualizados mediante el protocolo convencional avidina-biotina-peroxidasa
(Vectastain ABC Elite Kit; Vector Laboratories). La reaccién con 3-3'-
diaminobencidina (DAB; Sigma) fue intensificada con sulfato de niquel y
amonio. Las secciones fueron posteriormente montadas sobre portas

gelatinados y cubiertas.

Para el marcaje de ERKi. fosforiladas (pERKi2), TH fosforilada en la
Serina31 (TH pSer 31), TH fosforilada en la Serina40 (TH pSer40) y los dobles
inmunomarcajes, 60 y 90 minutos después de la administracion de salino o
naloxona, las ratas fueron anestesiadas con una dosis subletal de pentobarbital
sodico (100 mg/kg i.p.) y perfundidas via transadrtica con tampon fosfato (PBS
pH 7.4; ImM NaF), seguido de paraformaldehido (4% en PBS, pH 7.4) a 4° C.
Una vez extraidos los cerebros, se postfijaron en paraformaldehido a 4° C toda
la noche. Se obtuvieron secciones seriadas de 30 pm de grosor mediante
vibratomo (Leica, Nussloch, Alemania) y se guardaron en crioprotector a -20° C

hasta su procesamiento.

Después de bloquear el tejido con H2O: y suero de cabra (Sigma), las
secciones fueron incubadas en anticuerpo primario contra pERKi2 (1:1500;
policlonal, sc 7383, Santa Cruz Biotechnology), TH pSer31 (1:400; AB5423,
Chemicon International) o TH pSer40 (1:400; AB5935, Chemicon International)
durante toda la noche. Los antigenos fueron visualizados mediante el protocolo
convencional avidina-biotina-peroxidasa (Vectastain ABC Kit; Vector
Laboratories). La reaccion fue visualizada mediante DAB (Sigma). Las secciones

fueron posteriormente montadas sobre portas gelatinados y cubiertas.
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Para el doble marcaje c-Fos/pERKup, el protocolo para el marcaje de c-Fos
fue similar al descrito anteriormente para el marcaje simple de pERKiz, TH
pSer31 o 40, excepto que la reaccién con DAB fue intensificada con sulfato de
niquel. Se utilizé el mismo anticuerpo mencionado anteriormente a una
dilucién 1:3000 y las secciones se incubaron 36 h. El marcaje de pERKi:2 fue
realizado en segundo lugar con DAB. El mismo protocolo fue utilizado para los

dobles marcajes c-Fos/CRF y c-Fos/TH pSer31.

4. Hibridacion in situ

Las sondas para los hnRNAs de CRF y AVP, asi como para el mRNA de
TH fueron transcritas de plasmidos cedidos por los Drs. T.G. Sherman
(Universidad de Georgetown), A. Ericsson (The Salk Institute) y Z. Coth
(Universidad Semmelweis, Budapest) respectivamente, en presencia de *S-
uridin-trifosfato (DuPont-NEN, Boston, MA, USA). Las secciones de tejido se
montaron sobre portas impregnados con poli-L-lisina para la detecciéon de los
hnRNAs de CRF y AVP, y sobre portas SuperFrost Ultra Plus (Menzel, GmbH,
Braunschweig, Alemania) para el mRNA de TH. Posteriormente se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se digirieron con proteasa K, fueron acetiladas, y
posteriormente deshidratadas. Se pipetearon 100 uL de mezcla de hibridacion
que contenia la sonda marcada con *S-UTP (107 dpm/mL) sobre las secciones y
se dejo hibridar durante toda la noche a 56° C. Posteriormente las secciones
fueron lavadas en SSC 4X, digeridas con ribonucleasa A a 37° C durante 30
minutos, desaladas gradualmente y lavadas en SSC 0.1X a 65-75° C durante 30
minutos. Las secciones fueron reveladas durante 24-48 h y analizadas en
Phosphoimager. Para la visualizacion de los hnRNAs de CRF y AVP, las
secciones fueron incubadas en emulsion nuclear NTB-3 (Eastman Kodak,
Rochester, NY, USA) de 1 a 3 semanas a 4° C, reveladas en el revelador D-19 y

ligeramente tefiidas con cresilvioleta.
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5. Analisis de imagen

Para el andlisis cuantitativo del marcaje de c-Fos las imagenes fueron
capturadas con un microscopio Nikon Eclipse E600 (Nikon Corporation, Tokio,
Japon) acoplado a una camara CCD (AVC-D7CE, Sony, Tokio, Japon), de
acuerdo con el Atlas de Paxinos y Watson [154]. Los nucleos positivos para c-
Fos se contaron mediante el software para Macintosh NIH IMAGE 1.59. Las
subdivisiones del PVN fueron delineadas y el nimero de perfiles positivos
fueron contados tras delimitar un umbral comun a todas las secciones. El
contaje fue realizado a ambos lados del PVN a intervalos regulares y expresado

como la media aritmética y su error estandar.

El andlisis semicuantitativo de los hnRNAs de CRF y AVP se realiz6
mediante densitometria en el programa NIH IMAGE 1.59 sobre las secciones
incubadas con emulsidn nuclear. La densidad dptica de las imagenes invertidas
fue detectada en una escala de grises de 256, bajo idénticas condiciones de
iluminacién usando la funciéon “O.D. no calibrada”. Se calculé la densidad
integrada, que refleja tanto la intensidad de la sefial como en nimero de pixeles
[nimero de pixeles - (media — background)] en cada seccidon. Puesto que el
numero de pixeles esta incluido en cada medida, se tuvo extremo cuidado en
que las areas fuesen equivalentes entre los distintos animales. Para la senal del
hnRNA de CREF, se utilizé un rectangulo de (625 pm - 525 pm) con un aumento
de 10X. Puesto que el hnRNA de AVP estd distribuido en dos espacios
irregulares y adyacentes en el PVN, la senal fue analizada delineando los
bordes de la region parvocelular y magnocelular del PVN. Se escogieron los tres
valores maximos de cada animal y se calculd la media aritmética para obtener

un solo valor de densidad integrada por region y por rata.

El contaje de las neuronas positivas para pERK12, TH pSer31 y TH pSer40

fue realizado mediante un  microscopio DMLB (Leica, Madrid,
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Espafia) acoplado a una camara (Sony 151-AP; Sony, Madrid Espana) mediante
el software Q500MC (Leica). Como area de referencia fue usado un cuadrado
de 129 um de lado sobre la imagen ampliada 20X o 40X. Se analiz6 la porcién
parvocelular a ambos lados del PVN de tres o cuatro secciones correlativas y se
obtuvo la media aritmética para cada animal. Para el NTS también se analizaron
ambos lados de este nucleo en cinco o seis secciones correlativas
correspondientes a los niveles de drea postrema (AP) y obex, y se obtuvo la
media aritmética para cada animal. Las medidas fueron promediadas para cada

grupo experimental en PVN y NTS.

Para el analisis cuantitativo de los dobles inmunomarcajes c-Fos/pERKuy,
c-Fos/CRF y c-Fos/TH pSer3l se us6 el mismo microscopio descrito
anteriormente con una amplificacion de 40X. Las neuronas doblemente
marcadas se identificaron por el depdsito oscuro en el nticleo, correspondiente a
c-Fos, y marrdn en el citoplasma, que identifica a pERKi2, TH pSer31 o CREF.
También fueron analizadas las células marcadas para uno de los dos antigenos
en cada uno de los dobles inmunomarcajes. Se analizaron ambos lados del PVN
y/o del NTS en un cuadrado de 129 um de lado utilizado como area de

referencia.

El analisisis del mRNA de TH en el NTS fue realizado por densitometria
mediante el software Advanced Image Data Analyser (AIDA 3.1) sobre
imagenes escaneadas obtenidas con el programa BASReader (Raytest
Isotopenmessgerate GMBH Straubenhardt, Alemania). Se utiliz6 un cuadrado
de 25 - 25 pixeles. La sefial de hibridacion fue corregida mediante la sustraccion

de los valores de background de tejido no hibridado.
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6. Western blot

Treinta, 60, 90 y 120 minutos tras la administracion de salino o naloxona,
las ratas fueron decapitadas, el cerebro extraido y rdpidamente congelado a -80°
C. Las dreas correspondientes al PVN [155] y el NTS fueron aisladas,
homogeneizadas, sonicadas y centrifugadas. La concentracion de proteinas de
las muestras se analiz6 mediante la técnica del 4cido bicinconinico. Las
muestras, que contenian 40 pg de proteinas, fueron separadas mediante
electroforesis en geles de SDS/poliacrilamida al 10% vy transferidas a
membranas de difluor polivinilideno (PVDF) (Millipore Corp., Bedforf, MA,
USA), que fueron bloqueadas en suero bovino, y posteriormente se incubaron
con los primeros anticuerpos que se describen a continuacién: policlonal anti-
ERK (1:1000; sc-154, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), monoclonal
anti-pERK12 (1:1000; sc-7383, Santa Cruz Biotechnology), policlonal anti-(c-Fos)
(1:2000; sc-52, Santa Cruz), policlonal anti-tTH (frente TH fosforilada y no
fosforilada; 1:1000; AB152, Chemicon International, Temecula, CA), policlonal
anti-TH pSer31 (1:500; AB5423, Chemicon International), policlonal anti-TH
pSer40 (1:500; AB5935, Chemicon International) o policlonal anti-B-actina
(1:1000; #4967; Cell Signalling; Danvers, MA). La inmunorreactividad fue
detectada mediante un kit ECL (Amersham, UK). La intensidad de las bandas
correspondientes a las ERKs totales y fosforiladas (42 y 44 kDa), c-Fos (62 kDa),
tTH y TH pSer31 y pSer40 (60 kDa) y B-actina (45 kDa) se analizo mediante
densitometria utilizando el programa Alpha Imager (Alpha Innotech, Nucliber,

Madrid, Espafia).

7. Medida de la actividad TH
Noventa y 120 minutos después de la administracion de salino o
naloxona, los animales fueron decapitados, se extrajo el cerebro y rdpidamente

se congeld a -80° C. El drea correspondiente al PVN fue aislada [155],
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homogeneizada y centrifugada. La enzima TH cataliza la hidroxilacion de
tirosina para generar L-DOPA 'y agua, wusando como cofactor
tatrahidrobiopterina (BH4). Por tanto la actividad TH se midid mediante la
cuantificacion de agua tritiada producida por la catalisis de [PH]L-tirosina en

funcién de los pg de proteina de la muestra.

8. Radioinmunoanalisis de corticosterona y ACTH

Tras la decapitacion de los animales, la sangre fue recogida en tubos
siliconados conteniendo EDTA al 5%, a continuacion fue centrifugada y se aislo
el plasma, el cual se mantuvo a -80° C hasta su uso para determinar las
concentraciones de corticosterona y ACTH (marcadores de la actividad del eje
HHA). Para ello se utilizaron kits comerciales ('?*’I-corticosterone and '*I-
hACTH radioimmunoassay, MP Biomedicals, Orangeburg, NY, USA), y se
sigui6 el procedimiento habitual, de acuerdo con las instrucciones del

proveedor.

9. Analisis estadistico

Para cada grupo experimental se calculdo la media aritmética y su
correspondiente error estandar (S.E.M.) para realizar el andlisis estadistico de
los datos. Se utilizé un andlisis de varianza (ANOVA) de dos o tres vias. Para
identificar las diferencias entre las medias se utilizo un ANOVA de una via
seguido de un andlisis de Newman-Keuls. Cuando se compararon sdlo dos
grupos experimentales se utilizd el test de la t de Student no pareada. Los

valores de P < 0.05 fueron considerados significativos.

50



V. RESULTADOS




Cristina NUfez Parra Resultados

1. Activacion de la expresion génica de mneuropéptidos
hipotalamicos implicados en el estrés durante el sindrome

de abstinencia a morfina

El sindrome de abstinencia a morfina induce importantes sintomas
somaticos y afectivos, que incluyen la activacién del eje HHA. Para evidenciar
los cambios en la secrecidn, en la actividad y en la regulacion de la expresion
génica en el hipotdlamo de ratas dependientes de morfina y durante el
sindrome de abstinencia, en este primer trabajo hemos determinado la secrecion
de corticosterona, la expresion de c-Fos y los niveles de hnRNA para CRF y
AVP en el PVN de animales control y dependientes de morfina a los que se les
administrd salino o naloxona. El sindrome de abstinencia a morfina indujo un
importante aumento en la liberacion de corticosterona y en la expresion de c-
Fos en el PVN, lo cual muestra la hiperactividad de este nticleo. Ademas,
mediante sondas complementarias a secuencias intronicas de los genes que
codifican para CRF y AVP en las neuronas de la porcion parvocelular del PVN,
se ha podido cuantificar un aumento en los niveles de hnRNA que codifica para
estos neuropéptidos durante el sindrome de abstinencia a morfina. Sin
embargo, en animales control y dependientes de morfina a los que se les
administro salino no se observo cambio alguno en la expresion de CRF o AVP.
Dicho aumento en los niveles de hnRNA para CRF y AVP se localizd en
neuronas que expresan c-Fos en el PVN. Ademas de la activacion de las
neuronas del PVN que liberan CRF a la eminencia media iniciando asi la
activacion del eje HHA, también se ha podido demostrar un aumento en la
actividad de las neuronas del PVN que proyectan al sistema nervioso
auténomo, asi como en las neuronas de la region magnocelular del PVN y en el
nucleo supradptico (SON). A su vez se evidencid un incremento en la actividad
de los nticleos noradrenérgicos que inervan al PVN, como el NTS, asi como en

otras dreas importantes asociadas con la adiccién, como el BNST, el CeA y el
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NAc. En resumen, nuestros resultados indican que durante el sindrome de
abstinencia a morfina se produce una induccion de los genes relacionados con
el estrés (CRF y AVP) a nivel del PVN. Ademas, se pudo confirmar que durante
dicho sindrome existe una activacion neuronal en muchas areas cerebrales,
incluidas areas del sistema limbico funcionalmente relacionadas con el eje

HHA.

2. Regulacion de las ERKs durante el sindrome de abstinencia

a morfina en el sistema cerebral del estrés

El aumento de la actividad en el eje HHA durante el sindrome de
abstinencia a morfina es ampliamente conocido. Dicha hiperactividad es
dependiente de los ntcleos noradrenérgicos bulbares que inervan al PVN
hipotaldmico. La ruta de las ERKSs ha sido implicada en los cambios celulares y
moleculares que se desarrollan durante la adiccion a drogas, pero su papel en la
activacion del PVN y el NTS durante la dependencia y el sindrome de
abstinencia a opioides aun no es bien conocido. En este trabajo se ha observado
que se produce una activacion de la ruta de las ERKs, tanto en el PVN como en
el NTS, durante el sindrome de abstinencia a morfina. Se comprobd ademas que
dicha ruta de sefializacion celular esta implicada en el aumento de la expresion
de c-Fos en ambos ntucleos. Se observd que c-Fos se expresaba en neuronas
PERK1.", tanto en el PVN como en el NTS. La administracion de SL327, un
inhibidor de la activacion (fosforilacion) de las ERKs por las MEKs, bloqueo,
parcialmente en el PVN y totalmente en el NTS, el incremento en la expresion
de c-Fos inducido por la administracion de naloxona a ratas dependientes de
morfina.  Concomitantemente, mediante = inmunocitoquimica, = hemos
demostrado un aumento en el nimero de neuronas que expresan CRF en la
porcion parvocelular del PVN durante el sindrome de abstinencia a morfina.

Dichas neuronas expresaban el factor de transcripcion c-Fos. Todos estos
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resultados sugieren que la ruta de las ERKs es necesaria para la activacion de
las areas cerebrales asociadas con el estrés durante el sindrome de abstinencia a

morfina.

3. Regulacion de la fosforilacion de TH en la Serina31 y en la
Serina40 durante el sindrome de abstinencia a morfina en el

PVN y el NTS. Papel de las ERKs

Como ya ha sido comentado, la activacion del eje HHA durante el
sindrome de abstinencia a morfina es dependiente de las proyecciones
noradrenérgicas que recibe el PVN hipotalamico desde el NTS del bulbo. La
regulacion a corto plazo de la biosintesis de mneurotransmisores
catecolaminérgicos se realiza mediante la fosforilaciéon de la enzima TH, lo cual
provoca un aumento de su actividad catalitica. En este trabajo hemos estudiado,
mediante western-blot e inmunocitoquimica, la regulacion transcripcional de
TH mediante la fosforilacion en residuos de Ser especificos durante el sindrome
de abstinencia a morfina. Nuestros resultados demuestran que, durante la
dependencia y el sindrome de abstinencia a morfina, se produce un aumento de
los niveles totales de TH (fosforilada y no fosforilada) en el NTS pero no en el
PVN. Tras la administracion de naloxona a animales tratados crénicamente con
morfina se produce un aumento de la fosforilacion de TH en la Ser31, pero no
en la Ser40 en ambos ntcleos. Estos resultados sugieren que el aumento de la
actividad enzimatica de TH durante la abstinencia de opioides depende de los
cambios en la fosforilacion del residuo 31 de esta enzima, y no en la Ser40.
Adicionalmente, mediante inmunocitoquimica, se observé que c-Fos se
expresaba en neuronas positivas para TH fosforilada en la Ser31 en el NTS,
donde se encuentran los somas de las neuronas noradrenérgicas que inervan al
PVN. Diferentes estudios han propuesto que la tnica ruta de senalizacion

intracelular que fosforila a TH en el residuo de Ser31 es la de las ERKs. En este
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estudio se pudo comprobar que la administracion de SL327 disminuye la
fosforilacion de TH en la Ser31 durante el sindrome de abstinencia a morfina,
tanto en PVN como en NTS. Por tanto, estos resultados sugieren que el
aumento en la actividad enzimatica de TH, y por tanto del turnover de NA en el
PVN durante el sindrome de abstinencia a morfina es dependiente, al menos en

parte, de la ruta de las ERKSs.

4. Influencia de la adrenalectomia en la expresion del mRNA
de TH, su fosforilacion y activacion en el NTS durante el

sindrome de abstinencia a morfina

En este estudio hemos investigado la contribucion del incremento de los
niveles plasmaticos de GC en la regulacion de TH en el NTS. Nuestros
resultados muestran que durante el sindrome de abstinencia a morfina se
produce un aumento de los niveles de mRNA para TH en el NTS, el cual es
atenuado en animales adrenalectomizados que no presentan una elevada
concentracion de corticosterona en plasma. La adrenalectomia también bloquea
el incremento en los niveles de TH total observado previamente durante la
dependencia y el sindrome de abstinencia a morfina. Durante el sindrome de
abstinencia se observé un aumento de neuronas positivas para TH fosforilada
en la Ser31 (activada) en el NTS, en paralelo con un aumento de la actividad
enzimatica a nivel del PVN. Sin embargo, en animales adrenalectomizados el
sindrome de abstinencia a morfina no modific6 el namero de neuronas
positivas para TH fosforilada en la Ser31 en el NTS ni la actividad enzimatica de
TH en el PVN. Estos resultados sugieren que el incremento de GC durante el
sindrome de abstinencia a morfina puede jugar un papel fundamental en la
activacion de las vias noradrenérgicas que inervan al PVN, tanto a nivel

transcripcional como post-transcripcional.
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1. Activacion de la expresion génica de neuropéptidos
hipotalamicos implicados en el estrés durante el sindrome

de abstinencia a morfina

El sindrome de abstinencia a morfina induce una serie de sintomas
afectivos y somaticos que incluyen la activacion del eje HHA, debido a que se
ha demostrado que tanto el sindrome de abstinencia espontaneo como el
inducido por la administracion de naloxona, provocan un incremento en la
liberacion de ACTH y corticosterona [78, 79]. Dicha activacién incluye ademas
un incremento de la expresion de c-Fos (marcador de la activacion neuronal])
en la region parvocelular del PVN [71, 73, 156, 157], junto con una importante
reduccion de las reservas de neuropéptidos en las células neurosecretoras del

PVN, como demuestra el descenso de la inmunorreactividad de CRF [74].

Las neuronas de la region parvocelular del PVN, ademas del CRF,
también tienen capacidad para sintetizar otros péptidos bioactivos que inducen
la liberacion de ACTH. El mas destacado de ellos es la AVP, que potencia la
accion del CRF sobre las células corticotropas de la hipodfisis anterior y esta
implicado en los cambios a largo plazo en la sensibilidad y capacidad de
respuesta del eje HHA ante posteriores estimulos [60-62]. Aunque se ha descrito
que el sindrome de abstinencia a morfina en ratas facilita la respuesta ante el
estrés a corto plazo y que, ademads, atentia el incremento en los niveles de
ACTH ante situaciones estresantes a largo plazo [79, 158], el papel de AVP atun

no ha sido estudiado.

La hibridaciéon in situ con sondas complementarias a secuencias
intrénicas es un método relativamente fiable para detectar cambios rapidos en
la expresion génica [159], ya que hibridan con secuencias del transcrito primario

del RNA (hnRNA) del gen, lo cual permite evaluar cambios rapidos en la
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expresion de CRF [61, 159, 160]. Nuestros resultados demuestran que la
activacion del eje HHA durante el sindrome de abstinencia a morfina inducido
por naloxona implica un aumento de la expresion de CRF y AVP en el PVN
hipotaldmico. Con respecto al efecto de la administracion cronica de morfina
sobre el CRF hipotalamico existen datos contradictorios. En contraste con datos
previos de nuestro laboratorio mostrando una disminucion en los niveles de
mRNA para CRF en el PVN [75], otros estudios no han observado cambios en
dichos niveles en el PVN [76, 77] e incluso se ha descrito un aumento de la senal
del mRNA [78, 79]. Durante el sindrome de abstinencia a morfina nuestro
grupo ha encontrado una mayor caida en los niveles de mRNA para CRF en el
PVN, mientras que otros estudios han descrito que no hay cambios en el
contenido de mRNA para CRF en el PVN [77]. Ademas, se ha sugerido que el
tipo de sindrome de abstinencia a morfina también influye en la expresion de
CRF en el hipotalamo. El sindrome de abstinencia por deprivacién parece ser
menos efectivo en la induccion de la transcripcion de CRF que el inducido por
la administraciéon de naloxona [76]. Nuestros resultados, obtenidos mediante
sondas especificas para secuencias intronicas del RNA de CRF, apoyan la
hipotesis de que la administracion cronica de morfina no activa la sintesis de
CRF en las neuronas de la porcion parvocelular del PVN; sin embargo, la
expresion de CRF en las neuronas del PVN relacionadas con la respuesta al
estrés si estd dramaticamente aumentada durante el sindrome de abstinencia a

morfina inducido por naloxona.

Las neuronas neurosecretoras del PVN contienen unas reservas
significativas de mRNA para CRF en condiciones basales. Pero en la actualidad
se conoce bastante poco sobre las alteraciones en la secrecion, transporte axonal
y regulacion transcripcional y/o post-transcripcional que afectan a los niveles de
mRNA en las neuronas hipotalamicas relacionadas con el estrés. Por ejemplo, a

pesar del fuerte incremento en los niveles y en el numero de células que
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expresan hnRNA tras el estrés inducido por éter, se ha demostrado que no hay
cambios en los niveles de mRNA para CRF comparado con los animales control
[61, 161]. Razones similares pueden explicar las inconsistencias encontradas en
los niveles de mRNA para CRF en el PVN tras el sindrome de abstinencia

inducido por naloxona.

Ademds de CRF, las neuronas de la region parvocelular del PVN
también expresan AVP, que regula la actividad del eje HHA en situaciones
concretas [162, 163]. En contraste con estudios previos que indican que no hay
cambios en los niveles de mRNA para AVP en el PVN tras el sindrome de
abstinencia a morfina [75], en nuestro estudio hemos cuantificado un
incremento en la sefial de hnRNA para AVP en las neuronas neurosecretoras
del PVN. Estos resultados apoyan la utilidad de las sondas especificas para
secuencias intrénicas para el andlisis de los cambios transcripcionales del gen
de AVP, especialmente en el PVN, donde las reservas de AVP en la regiéon
magnocelular del mismo puede limitar la capacidad de detectar cambios en la

expresion de AVP en la region parvocelular.

La induccion de la expresion de c-Fos en el PVN confirma la activacion
neuronal en respuesta al sindrome de abstinencia inducido por naloxona en la
region dorsal de la subdivisién medial parvocelular de este ntcleo [71]. Las
sefiales que pueden poner en marcha la actividad transcripcional y sintética de
las neuronas del PVN durante el sindrome de abstinencia a morfina pueden ser
consecuencia de (a) el empobrecimiento de las reservas de péptidos, (b) la
activacion de las aferencias que reciben las neuronas neurosecretoras del PVN,
y/o (c) desinhibicion basal del PVN. Se ha descrito previamente que el sindrome
de abstinencia a opioides inducido por naloxona tiene como consecuencia un
dramatico descenso en las reservas de neuropéptidos, que son liberados en la

eminencia media [74], aunque los mecanismos que gobiernan estos procesos de
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transcripcion y secrecion en las neuronas del PVN no estan totalmente
caracterizados. El aumento de la actividad de las aferencias noradrenérgicas
que recibe el PVN durante el sindrome de abstinencia a morfina puede ser
también responsable de la regulacion al alza de la transcripcién de los genes de
CRF y AVP. La activacion de las vias noradrenérgicas que inervan al PVN
durante el sindrome de abstinencia a morfina esta bien documentada [68, 71-73,
108], y ademas se ha descrito que la microinyecciéon de NA en el PVN induce la
activacion de los genes de CRF [164] y AVP [165]. Las neuronas de CRF en el
PVN, en condiciones normales, estan inhibidas por neuronas GABAérgicas y de
opioides enddgenos. La suspension de esta accion inhibitoria conduce a una
activacion de la expresion de los neuropéptidos implicados en el estrés [166,
167]. El sindrome de abstinencia a opioides inducido por la administracién de
naloxona tiene como resultado la induccién del mRNA para c-Fos en varias
areas del sistema limbico, como la amigdala basolateral, (BLA), el hipocampo, el
VTA y la amigdala extendida [168]. Estas dreas estan conectadas, de forma
directa o indirecta, con las neuronas hipotaldmicas relacionadas con el estrés.
Por tanto, el papel de estas aferencias del sistema limbico en la activacion de la

expresion de neuropéptidos en el PVN no puede ser descartada.

El mecanismo molecular que conduce al aumento de la transcripcion de
CRF y AVP en las neuronas relacionadas con el estrés del PVN durante el
sindrome de abstinencia a morfina no estd totalmente establecido. Se ha
descrito previamente que el aumento en la transcripcion de CRF y AVP
inducido por el estrés en las células neurosecretoras del PVN es compatible con
la fosforilacién de CREB y la activacion de factores de transcripcion codificados
por IEGs, como los miembros de las familias fos y jun [61, 62]. Apoyando la
implicacion de la via del AMPc/PKA/CREB en la activacion de las neuronas de
la regidn parvocelular del PVN, recientemente ha sido descrito que la inhibicion

especifica de la PKA atentia el incremento en la expresion de c-Fos durante el
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sindrome de abstinencia a morfina [13]. Se ha sugerido la implicacion de CREB
en la regulacion transcripcional de numerosos genes, incluyendo CRF, AVP y c-
fos, y recientemente se ha propuesto como un marcador de la plasticidad
neuronal durante el sindrome de abstinencia a morfina [11, 113]. Estudios en
secuencias temporales de la expresion de neuropéptidos y IEGs en combinacion
con el andlisis de las regiones reguladoras de los genes que los codifican, han
implicado al factor de transcripcion AP-1 en la regulacion del gen de AVP en la
porcion parvocelular del PVN [163]. El gen de AVP contiene secuencias muy
parecidas a las secuencias candnicas CRE y AP-1, las cuales podrian inducir la

transcripcion de AVP durante el sindrome de abstinencia a morfina.

El andlisis del marcaje de c-Fos en la porcién parvocelular del PVN
indica un aumento de su expresion tras la administracion de naloxona a ratas
dependientes de morfina, pero no sdlo en las neuronas secretoras de CRF de la
porcion parvocelular del PVN, sino que también hay un incremento en la
inmunorreactividad de c-Fos en la region magnocelular y en el SON. En base a
su topografia asi como a experimentos de doble marcaje, se sabe que estas
neuronas son de naturaleza oxitocinérgica y vasopresinérgica. Tras la
administracion crénica de morfina se ha descrito un aumento de los niveles de
mRNA para AVP [76]. Durante el sindrome de abstinencia a morfina se detecto
un aumento en la liberacion de OT a la circulaciéon portal hipofisaria [169] y un
incremento en la expresion de OT [170] [171] en el PVN y el SON. En contraste a
lo que ocurre en la porcion parvocelular del PVN, la activacion de las neuronas
oxitocinérgicas durante el sindrome de abstinencia a morfina parece ser
independiente de la inervacion catecolaminérgica procedente del bulbo [170,

172, 173].

El tercer grupo de neuronas en importancia en el PVN, aquellas que

proyectan a los centros del sistema nervioso autonomo del bulbo y la médula,
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también muestran un incremento en la expresion de c-Fos durante el sindrome
de abstinencia a morfina inducido por naloxona [174]. Sin embargo, no esta
descrito si esta activacion estd directamente relacionada con el incremento de la
actividad simpadtica descrita durante el sindrome de abstinencia a diferentes
sustancias de abuso. El efecto del sindrome de abstinencia a morfina no se
limita al sistema de CRF hipotaldmico, ya que también se ha sugerido el CRF
extrahipotaldmico estd implicado en los estados de ansiedad y aversion
asociados al sindrome de abstinencia a opioides. La administracion de
antagonistas del CRFIR atentia varios de los sintomas del sindrome de
abstinencia a morfina [175], asi como la recaida en el consumo de heroina
inducida por el estrés, y la preferencia de lugar condicionada por morfina [130].
Por otra parte, se ha propuesto que el CRF desempena un importante papel en
el aumento de la transmisién noradrenérgica inducida por el sindrome de

abstinencia [176].

En conclusién, nuestros resultados indican que se produce una inducciéon
significativa de los genes que codifican para los neuropéptidos implicados en el
estrés, CRF y AVP, en la poblacion parvocelular del PVN durante el sindrome
de abstinencia a morfina. También se ha podido confirmar una activaciéon de
aquellos nucleos noradrenérgicos y del sistema limbico que estan relacionadas
con el eje HHA. Sin embargo, los mecanismos moleculares que conducen a la
transcripcion de estos neuropéptidos durante el sindrome de abstinencia en

sujetos dependientes de morfina son todavia desconocidos.
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2. Regulacion de las ERKs durante el sindrome de abstinencia

a morfina en el sistema cerebral del estrés

Como ya ha sido descrito anteriormente, la exposicion aguda, crénica, y
el sindrome de abstinencia a opioides provocan cambios adaptativos en la
regulacion de diferentes rutas de sefializacion intracelular en distintas regiones
del SNC [8-11]. Asi, se ha podido demostrar un aumento de la actividad de
PKA y PKC durante el sindrome de abstinencia a morfina en el PVN vy los

nucleos noradrenérgicos que lo inervan [13, 14].

Las ERKs, miembros de la familia de las MAPK, traducen estimulos
extracelulares en respuestas intracelulares y estdn implicadas en varios procesos
en el SNC, incluida la adiccién a drogas [16, 17]. En cerebro de rata se ha
demostrado que el tratamiento crénico con morfina regula la actividad catalitica
de ERKi2 de diferente forma en funcidén del area cerebral [177]. Numerosos
estudios han demostrado la importancia de la modulacion de la actividad de la
ruta de las ERKSs en diferentes regiones cerebrales en los procesos de tolerancia,
dependencia y recompensa tras la administracion de drogas [18, 19]. Nuestros
resultados muestran que el sindrome de abstinencia a morfina provoca un
aumento de la fosforilacion de ERKi2 en el PVN y NTS de rata, indicando por
tanto que existe un aumento de su actividad. Ademas, el incremento en la
actividad de las ERKs parece deberse solamente a un aumento en su estado de
fosforilacion, ya que no se observaron cambios en los niveles de proteina total
en ninguno de los dos ntcleos. Esto sugiere que los efectos del sindrome de
abstinencia a morfina mediados por las ERK12 parecen ser consecuencia de la

activacion (via fosforilacion) de estas kinasas.

Este estudio muestra que el tratamiento crénico con morfina no induce

cambios en la actividad basal de las ERKs en el PVN o el NTS. En este contexto,
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estudios recientes [178] también demuestran que el tratamiento crénico con
morfina no altera los niveles de MEKi2 en diferentes regiones cerebrales,
mientras que el sindrome de abstinencia a morfina induce una fuerte
estimulacion de MEK en el cortex frontal y el cuerpo estriado, indicando que el
sindrome de abstinencia a morfina estd asociado con una activacion de la ruta
de las ERKSs. Estos resultados contrastan con otros realizados en otras areas
cerebrales. Por ejemplo, el tratamiento crénico con morfina incrementa la
actividad de ERKi2 en el VTA [179], el caudado/putamen y LC [180], mientras
que disminuye su actividad en el NAc [177], la médula espinal, y algunas otras
estructuras del cerebro de rata. Asi, parece ser que la ruta de las ERKSs estaria
regulada de diferente forma dependiendo de las distintas areas cerebrales, lo
que indica la gran complejidad de las acciones de la morfina a nivel intracelular

[16].

Es conocido que la dependencia y el sindrome de abstinencia a morfina
alteran los niveles y/o la actividad de varios elementos de las rutas de
senalizacion intracelular. Estos cambios adaptativos a nivel molecular implican
alteraciones en la expresion génica y/o en protein kinasas, que son importantes
en los procesos de senalizacidn intracelular y expresion de genes [9]. Las ERKs
son una familia de protein kinasas que fosforilan residuos de serina/treonina y
que se han relacionado funcionalmente con la adicciéon a través de la
fosforilacion de factores de transcripcion, lo cual conduciria a cambios en la
expresion de sus genes diana [9]. El marcaje simple de pERKi2 reveld que la
activacion de estas protein kinasas durante el sindrome de abstinencia a
morfina tiene lugar en la porcién parvocelular del PVN, que es la localizacion
principal de neuronas CREF, y en las neuronas catecolaminérgicas del NTS. Los
resultados del marcaje doble c-Fos/pERKi2 apoyan resultados previos de
nuestro grupo en los que se habia demostrado un incremento de la expresion de

c-Fos en la porcion parvocelular del PVN y en el NTS durante el sindrome de
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abstinencia a morfina [71]. La fosforilacion de las ERKs es una de las vias mas
importantes que induce la expresion de c-Fos. Apoyando esta hipdtesis, la
administracion de SL327 atenud el incremento en la expresion de este factor de
transcripcion inducido por el sindrome de abstinencia a morfina, tanto en el
PVN como en el NTS. Estos resultados sugieren que la activacion de la ruta de
las ERKs podria estar implicada en la hiperactividad de las neuronas de la
region parvocelular del PVN y las neuronas catecolaminérgicas del NTS

durante el sindrome de abstinencia a morfina.

Ademads, nuestros resultados muestran que, durante el sindrome de
abstinencia, la mayoria de neuronas c-Fos positivas en la division parvocelular
del PVN co-expresan pERKi.. El aumento en la actividad neuronal en el PVN
(como indica el aumento en la expresion de c-Fos) podria estar relacionado con
el incremento en la transcripcion del gen de CRF, ya que se observd un
aumento en el numero de neuronas que expresan CRF en la porcion
parvocelular del PVN. La expresion de c-Fos se localizd en la mayoria de
neuronas de CRF. Estos resultados sugieren que la activacion de las ERKs en el
PVN puede contribuir a la activacion de las neuronas de CRF mediante la

expresion de c-Fos.

El aumento en la actividad de las ERKs se traduce directamente en la
fosforilacion de proteinas efectoras citosdlicas que gobiernan funciones
neuronales especificas. La activacion de las ERKi2 en neuronas positivas para c-
Fos en el NTS durante el sindrome de abstinencia a morfina es interesante,
debido a evidencias previas que muestran que durante dicho sindrome la
mayoria de neuronas TH positivas expresan c-Fos en ese ntcleo [71-73]. Se ha
demostrado que la actividad del CRF y noradrenérgica estan incrementadas
durante el sindrome de abstinencia de la mayoria de las drogas de abuso vy,

como ya se ha comentado anteriormente, se ha sugerido la interaccion CRF-NA
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puede ser un mecanismo que se pone en marcha durante el estrés y que
contribuiria al desarrollo de adiccion [40, 56]. Dado que TH es fosforilada en un
residuo de Ser especifico (Ser31) por las ERKs [151], es posible que la activacion
de las ERKs sea el modo mediante el cual se regula TH durante la dependencia
de morfina. Todos estos datos sugieren que el sindrome de abstinencia a
morfina podria estimular la actividad de las vias noradrenérgicas que inervan
al PVN mediante el incremento de la actividad de las ERKSs, lo cual esta de
acuerdo con resultados de otros grupos que muestran el incremento de la
actividad de las ERKSs en el VTA y que, por tanto, contribuiria al aumento en la

expresion de TH inducida por la droga [181].

3. Regulacion de la fosforilacion de TH en la Serina31 y en la
Serina40 durante el sindrome de abstinencia a morfina en el

PVN y el NTS. Papel de las ERKs

Una gran variedad de agentes estresantes estimulan la sintesis de
catecolaminas mediante la regulacion de TH. La regulacion a corto plazo de la
sintesis de catecolaminas tiene lugar mediante la fosforilaciéon de TH, lo cual
incrementa su actividad enzimatica, mientras que la regulacion a largo plazo se
realiza por cambios en los niveles de proteina total [151, 182]. La actividad de
TH esta directamente regulada por la fosforilacion en los residuos de Ser31 y
Ser40 [150, 151]. Los cambios en el estado de fosforilacion de esta enzima estan
intimamente ligados a la regulaciéon de la sintesis de catecolaminas. En
particular, un aumento en la fosforilacion de estos dos residuos de serina

acelera la actividad de TH, estimulando asi la sintesis de neurotransmisor [150].

Como se ha comentado previamente, nuestro laboratorio ha demostrado
que la activacién de las terminales noradrenérgicas que inervan al PVN modula

la respuesta del eje HHA durante el sindrome de abstinencia a morfina. Asi, el
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sindrome de abstinencia pero no la administracion cronica de morfina
incrementa el turnover de NA y la expresion de c-Fos en el PVN,
concomitantemente con un aumento en la liberacion de corticosterona y de la
actividad de las neuronas catecolaminérgicas del NTS (como refleja la expresion
de c-Fos; [68, 71, 72]). Estos efectos fueron inhibidos mediante la administracion
de antagonistas adrenérgicos, lo cual indica que la hiperactividad del eje HHA
durante el sindrome de abstinencia a morfina estd mediada por un aumento en
la actividad noradrenérgica [108]. Adicionalmente, hemos demostrado que el
sindrome de abstinencia a morfina estd asociado con un incremento en la
actividad enzimatica de TH en el PVN [73]. Sin embargo, los residuos Ser de TH
que se fosforilan durante el sindrome de abstinencia a morfina no estan bien

caracterizados.

Los resultados muestran que durante el sindrome de abstinencia a
morfina aumentan los niveles de TH pSer31 en el PVN, concomitantemente con
un incremento en la actividad enzimatica de TH. También se ha observado el
incremento de los niveles de TH pSer31 en el NTS, asi como en el nimero de
neuronas positivas para TH pSer31l. Todos estos datos sugieren que la
fosforilacién de la enzima en la Ser31 puede tener un importante papel
regulador de la actividad de TH durante el sindrome de abstinencia a morfina,
y podria estar directamente implicado en el incremento del turnover de NA que

se produce en el PVN durante dicho sindrome.

Es bien conocido que la fosforilacion de TH en el residuo de Ser40
provoca un aumento considerable de su actividad enzimatica [150]. Se ha
demostrado la relacion entre la fosforilacion de TH en la Ser40, el aumento de
su actividad enzimatica y el incremento de catecolaminas in vivo. Asi, se ha
podido comprobar que la fosforilaciéon de TH en Ser40 en el nucleo estriado

aumenta concomitantemente con un incremento en la actividad enzimatica de
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TH y la biosintesis de DOPA [183]. Sin embargo, también se ha evidenciado la
activacion de TH sin que esté fosforilada en la Ser40 [184]. En el presente
estudio, el numero de neuronas positivas para TH pSer40 no varié durante la
dependencia de morfina en el NTS cuando lo comparamos con las ratas control.
Tampoco se observaron cambios en los niveles de TH pSer40 en el PVN durante
el sindrome de abstinencia. De estos resultados podria sugerirse que la
fosforilacion en la Ser40 no parece estar implicada en la activacion de TH
durante el sindrome de abstinencia a morfina, aunque si podria ser la
responsable de mantener su actividad basal. Nuestros datos concuerdan con
resultados recientes que indican que la fosforilacion mantenida de TH en la
Ser4( podria ser el mecanismo mediante el cual se mantiene la biosintesis de
catecolaminas para reemplazar aquellas liberadas en respuesta a los estimulos

nerviosos [185].

Como se ha comentado anteriormente, la exposicion crénica a opioides
induce numerosos procesos neuroadaptativos en el sistema noradrenérgico,
incluyendo un aumento en la expresion de TH [8, 12, 98, 186]. Resultados
recientes de nuestro grupo han demostrado la implicacién del incremento en la
actividad de la PKA en el aumento de los niveles de TH y de c-Fos durante el
sindrome de abstinencia a morfina [13]. Ademads, también se ha comprobado
que la activacion de PKC puede ser critica para la activacion de las neuronas
catecolaminérgicas bulbares en respuesta a la abstinencia de opioides [14]. En el
estudio actual se ha podido constatar un aumento en los niveles de TH total en
el NTS durante la dependencia de morfina, lo cual podria sugerir que los
efectos de la morfina estarian mediados tanto por la activacién (mediante
fosforilacién) de TH, como por un aumento de su expresion génica, lo cual
concuerda con resultados previos de nuestro laboratorio [73]. Es bien conocido
que la regulacién de TH a través de los niveles de proteina y de su actividad

enzimatica controla la sintesis de catecolaminas. Ha sido demostrado que
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ambos factores pueden ser regulados a dos niveles: regulacién de la actividad
de la enzima a corto plazo (por ejemplo mediante fosforilacién), y regulacion a
medio/largo plazo a través de su expresidon génica (regulacidn transcripcional;
[182])[150]. Uno de los cambios bioquimicos mds consistentes observados en
respuesta a la exposicion cronica de morfina es la regulacion al alza de TH [12,
186]. Se ha comprobado que la administracion cronica de morfina incrementa la
inmunorreactividad de TH en el LC, lo cual podria indicar un aumento de la
capacidad de estas neuronas para sintetizar NA [1]. Ademds, también se ha
sugerido que las drogas que alteran la funcidén catecolaminérgica pueden
inducir cambios en el mMRNA de TH y en la expresion de esta proteina. Asi, se
sabe que la morfina y la cocaina aumentan la inmunorreactividad de TH en los

nucleos dopaminérgicos del sistema de recompensa.

En el gen de TH se ha identificado la secuencia AP-1 [187]. Puesto que
tanto cocaina como morfina inducen la expresién de c-Fos, se ha sugerido que
este factor de transcripcién aumentaria la transcripcion de TH mediante la
unidn a la secuencia AP-1 [182]. También se ha propuesto que los GC podrian
ser una de las hormonas que regulen los niveles de mRNA para TH. Asi, se ha
demostrado que los GC incrementan los niveles de mRNA para TH y también
de proteina total [188, 189], y se ha postulado la presencia de la secuencia GRE

(elemento de unién a GC) en el gen de TH [182].

Todos estos datos sugieren que el sindrome de abstinencia a morfina
podria incrementar los niveles de TH en el NTS a través de la expresion de c-
Fos y de la liberacién de corticosterona, lo cual esta de acuerdo con resultados
recientes indicando un aumento de los niveles de TH total en el NTS [73]. Se
han obtenido resultados similares en el LC y el VTA, donde la morfina croénica
aumenta la inmunorreactividad de TH mediante mecanismos transcripcionales

[12, 186]. Nuestros resultados también muestran un aumento de Ila
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inmunorreactividad de TH en el NTS de animales dependientes de morfina que
recibieron salino en lugar de naloxona. Puesto que este tratamiento no induce
aumentos ni en la expresion de c-Fos ni en la liberacion de corticosterona,
nuestros resultados sugieren que serian mecanismos post-transcripcionales los
responsables de este incremento en los niveles de TH total, como se ha sugerido

para otras areas cerebrales [186].

Como se menciono anteriormente, TH es fosforilada en el residuo de
Ser31 de forma especifica por las ERKs, y se ha comprobado que el sindrome de
abstinencia a morfina induce una activacion de estas kinasas. Por tanto, es
posible que dicha activacion de ERKi. sea la responsable de la regulacion de la
actividad de TH durante la dependencia de morfina. En nuestro estudio se
administré el inhibidor de las MEK, SL327, para investigar la implicacion de las
ERKi. en la fosforilacion de TH en la Ser31 durante el sindrome de abstinencia
a morfina. La administracion de 100 mg/kg de SL327 (una dosis que
selectivamente bloquea a las MEK; [190]) disminuy? la fosforilacién de TH en la
Ser31 inducida por el sindrome de abstinencia a morfina en el PVN, mientras
que en el NTS la aboli6 completamente. Estos datos sugieren que la activacion

de las ERKSs facilita la fosforilacion de TH en la Ser31.

Estd bien documentado que la activacion de las ERKs, y por tanto la
fosforilaciéon de TH, puede llevarse a cabo por dos vias, una dependiente de
raf/MEK y otra independiente de esta ruta [191, 192]. Por ejemplo, los ésteres de
forbol provocan la fosforilacién de la TH en la Ser31, sugiriendo por tanto que
la activacion de las ERKs puede ser dependiente de PKC [149, 192]. Puesto que
la fosforilacion de TH en la Ser31 en el PVN no fue totalmente revertida por el
inhibidor de las MEK, se podria sugerir que el sindrome de abstinencia a
morfina induce esta fosforilacion, al menos en parte, mediante la activaciéon de

las ERK12 por PKC.
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De acuerdo con datos previos de nuestro laboratorio [108], los resultados
obtenidos en nuestro trabajo actual muestran una hipersecrecion de ACTH y
corticosterona inducidas por el sindrome de abstinencia a morfina. Mientras
que nuestros resultados indican que el sindrome de abstinencia a morfina
induce la fosforilacion de TH en la Ser31 y que este efecto estaria mediado, al
menos en parte, por la activacion de ERKiz dependiente de las MEK, la
activacion de las MEK parece no ser necesaria para la actividad secretora del eje
HHA. Asi, la administracion de SL327 no inhibioé el aumento en la liberacion de
ACTH y corticosterona que se produce durante la abstinencia de morfina. Estos
datos nos permiten concluir que la actividad secretora del eje HHA depende
probablemente de otras rutas de sefializacion intracelular. Resultados previos
de nuestro grupo han demostrado que la administracion de antagonistas de la
PKC inhibe de forma significativa la secrecion de corticosterona durante el
sindrome de abstinencia a morfina [193]. Estos datos son consistentes con
estudios que demostraron un aumento en la actividad de PKC en el PVN
durante la dependencia a morfina, y podrian indicar que la PKC seria necesaria
para la hiperactividad del eje HHA durante el sindrome de abstinencia a

morfina [14].

En resumen, este estudio sugiere que la estimulacion de la actividad de
TH y el incremento en el turnover de NA durante el sindrome de abstinencia a
morfina implicaria la activacion de ERKi2 y la fosforilacion de TH en la Ser31, lo
que es consistente con otros datos que muestran que la fosforilacién de ERKs en
el VTA contribuye al aumento de la expresion de TH [181]. Ademas, la
actividad hipersecretora de eje HHA durante el sindrome de abstinencia a

morfina parece ser independiente de la ruta MEK/ERKs.
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4. Influencia de la adrenalectomia en la expresion del mRNA
para TH, su fosforilacion y activacion en el NTS durante el

sindrome de abstinencia a morfina

El eje HHA se activa tanto por el consumo de drogas como por la
exposicion a estimulos estresantes. Diversos estudios han demostrado que uno
de los lugares de accion de las sustancias de abuso es el GR [194]. Se ha
propuesto que los GC estdn implicados en la busqueda compulsiva de las
sustancias de abuso que caracteriza a la adiccion [195], pero el papel
desempenado por el eje HHA en el consumo de drogas inducido por el estrés
aun no ha sido totalmente clarificado. Una importante diana de los GC son las
areas noradrenérgicas bulbares que proyectan al PVN [196, 197]. Se ha
comprobado que este sistema noradrenérgico esta activado en situaciones de
estrés [101, 198], y que media en la liberacién de CRF y ACTH a través de la
estimulacion de receptores adrenérgicos [199]. Dado el importante papel del
NTS en la respuesta del PVN durante el sindrome de abstinencia a opioides, es

importante determinar si la ausencia de GC regula la funcion de TH en el NTS.

De acuerdo con los resultados obtenidos previamente en ratas de la cepa
Sprague-Dawley, en ratas Wistar control se observd un aumento en la secrecion
de ACTH vy corticosterona 2 h después de la administracion de naloxona a ratas
dependientes de morfina, respuesta que no se observdo en animales
adrenalectomizados (ADX/C). La adrenalectomia eliminé el incremento en la
liberacion de corticosterona en respuesta al sindrome de abstinencia, tal y como
se esperaba. Ademads, los niveles plasmaticos de ACTH en las ratas ADX/C
fueron significativamente superiores que los de las ratas control (sham). Por
otra parte, y de acuerdo con trabajos previos de nuestro grupo, las ratas
tratadas con morfina mostraron una menor ganancia de peso [200] que las

tratadas con placebo. Esto podria ser debido a la menor ingesta de alimento
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observada en estos animales. Esta pérdida de peso observada durante la
dependencia a morfina fue similar a la descrita en animales tratados de forma
intermitente con esta sustancia [158], lo cual se relaciono con el estrés cronico
asociado a la abstinencia prolongada. Nuestros resultados también mostraron
una menor ingesta de comida y ganancia de peso en los animales ADX/C que la
de los sham, lo que parece confirmar la naturaleza orexigénica/adipogénica de

los GC [201, 202].

El uso continuado de drogas en un individuo adicto puede verse
reforzado por los sintomas que sufre durante el sindrome de abstinencia [5, 58].
El aumento de NA en el cerebro se ha relacionado durante largo tiempo con la
dependencia de opioides [98] y también con los sintomas fisicos que aparecen
cuando se deja de consumir la droga [203, 204]. Ademas, los ntucleos
noradrenérgicos bulbares que inervan al hipotdlamo y a la amigdala extendida
influyen en los sistemas cerebrales que controlan multiples facetas de la
adiccion, incluyendo la sensibilizacidon, recompensa y recaidas [93, 204]. Sin
embargo, los factores endogenos que regulan la funcién de las neuronas
noradrenérgicas durante el sindrome de abstinencia a opioides son

relativamente desconocidos.

El nivel basal de expresion de TH depende de una serie de factores
reguladores de su transcripcion. Las secuencias CRE y AP-1 se encuentran,
entre otras, en la region promotora del gen de TH y participan en la expresion
basal de esta enzima [205]. Ademads, se ha postulado la presencia de la
secuencia GRE en el gen de TH [182], y se ha propuesto que los GC serian unas
de las hormonas que regularian los niveles de mRNA para esta enzima. Asi, se
ha comprobado un incremento de mRNA y de proteina TH en presencia de GC
[188, 189]. Nuestros resultados muestran un aumento de GC en las ratas sham

durante el sindrome de abstinencia a morfina inducido por naloxona,
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paralelamente a un aumento en los niveles de mRNA para TH en el NTS, lo
cual sugiere que la expresion de TH esta controlada por una regulacion de tipo
transcripcional. Resultados similares se han obtenido en el LC y el VTA, en los
cuales la morfina crénica aumenta la inmunorreactividad de TH mediante un
mecanismo transcripcional [12, 186]. Puesto que nuestros resultados muestran
que la adrenalectomia no induce un aumento significativo en la expresion de
mRNA para TH, estos datos claramente sugieren que los GC estarian

implicados en el incremento de la expresion del mRNA para TH en el NTS.

Aunque ha sido propuesto que la estimulacion de los GRs aumenta la
transcripcion del gen de TH, su mecanismo de accién atin es desconocido. En la
region promotora del gen de TH de diferentes especies se ha identificado una
secuencia parecida a la secuencia consenso GRE [182]. También es sabido que
los grupos celulares noradrenérgicos del bulbo expresan elevados niveles de
GRs [196], y se ha demostrado que los GC facilitan la transmision
noradrenérgica [197]. Estos datos concuerdan con resultados de nuestro grupo
que muestran que la activacion del eje HHA durante el sindrome de abstinencia

a morfina depende de la transmision noradrenérgica.

Los resultados obtenidos en ratas Wistar, al igual que los observados
previamente en Sprague-Dawley, muestran un aumento de Ila
inmunorreactividad de TH en ratas tratadas de forma crdénica con morfina y
que recibieron salino en lugar de naloxona. Puesto que este tratamiento no
induce ni la expresion de c-Fos ni la liberacion de GC, nuestros resultados
parecen sugerir que serian mecanismos post-transcripcionales los responsables
del aumento de la inmunorreactividad de TH, tal y como ha sido propuesto
para otras areas [186]. Paralelamente, también hemos observado que los
animales ADX/C no muestran el incremento en la expresion de mRNA o de

proteina total de TH en el NTS, lo cual permita sugerir que para que ocurra el
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aumento tanto de mRNA como de proteina total es necesario el incremento en
los niveles plasmaticos de corticosterona. De acuerdo con nuestros resultados,
previamente se ha demostrado que la supresion de GRs modifica la respuesta

del mRNA para TH tras la exposicion a cocaina [206].

Nuestros resultados muestran que la administracion de naloxona a ratas
dependientes de morfina produjo un incremento en el nimero de neuronas TH
pSer31 positivas en NTS. Concomitantemente, la actividad enzimatica de TH
aumentd a nivel del PVN. El hecho de que en ratas ADX/C el nimero de
neuronas positivas para TH pSer31 no cambie durante el sindrome de
abstinencia a morfina, en paralelo a una disminucién de la actividad de la
enzima, sugiere que los GC podrian estimular las vias noradrenérgicas que
inervan al PVN a través de la fosforilacion en la Ser31. Puesto que
recientemente se ha postulado que las ERKs son cruciales para algunas de las
acciones de los GC [207, 208], todos estos datos sugieren que la actividad de las

ERKSs estaria implicada en la activacion de TH inducida por los GC.

En conclusidn, la expresion del mRNA para TH en el NTS podria estar
regulada por los GC liberados durante el sindrome de abstinencia a morfina. De
acuerdo con esta hipotesis, no se observaron cambios en la fosforilacion
(activacién) en el NTS ni la actividad enzimatica de TH en el PVN de ratas
ADX/C. Esta regulacion al alza de la expresion de TH y de su actividad
catalitica en animales sham durante el sindrome de abstinencia aumentaria la
capacidad de las neuronas noradrenérgicas para sintetizar NA a nivel de las
terminales procedentes del NTS, lo cual contribuiria al gran incremento del

turnover de NA en el PVN y de la actividad del eje HHA asociada a él.

77



VI1I. CONCLUSIONES




Cristina NUfiez Parra Conclusiones

1.

De acuerdo con resultados previos, nuestro estudio indica que el
sindrome de abstinencia a morfina cursa con una hiperactivacion del eje
HHA, como indican los elevados niveles plasmaticos de ACTH vy
corticosterona. Concomitantemente se produce una marcada activacion
(expresion de c-Fos) en el PVN, asociada a un incremento en la expresion
de los genes que codifican para CRF y AVP en la region parvocelular de
dicho ntucleo. Estos resultados indican que la activacion del eje HHA
durante la abstinencia de morfina implica la regulacion transcripcional

de los neuropéptidos CRF y AVP.

Durante el sindrome de abstinencia se observé un incremento de la
expresion de c-Fos en dreas noradrenérgicas A2 y As que inervan al PVN
y otras dreas relacionadas con el sistema cerebral del estrés. Dicha
activacion podria estar directamente relacionada con el incremento en la
actividad noradrenérgica que se produce durante dicho sindrome.
Ademas, c-Fos también se expresd en numerosas areas implicadas en la
adiccion. Todos estos procesos podrian contribuir a facilitar la respuesta
al estrés que se produce en sujetos dependientes durante la abstinencia a

opidceos.

El sindrome de abstinencia cursa con una activacion de la ruta de
senalizacion de las ERKip, tanto en PVN como en NTS-A:. Dicha
activacion se produce en neuronas de CRF (PVN) y noradrenérgicas
(NTS-Az). La colocalizacién de pERK y c-Fos confirma la activacion de
dichas neuronas. Por otra parte, el bloqueo de la expresién de c-Fos
cuando se inhibe farmacologicamente la activacion de ERKs indica que la
expresion de dicho factor de transcripcidon estd modulada por la ruta de

las ERKs. Todos estos datos sugieren que dicha via de sefalizacion seria
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en parte la responsable de la activacion de las vias relacionadas con el

estrés durante el sindrome de abstinencia a opioides.

4. Nuestros resultados muestran que el sindrome de abstinencia a morfina
indujo un aumento en la fosforilacion (activacion) de TH en Ser31 (pero
no en Ser40), tanto en PVN como en el area Az, junto con un incremento
de la TH total en NTS-A2 y a un aumento en la actividad enzimatica de
TH en PVN. La activacion de TH en Ser31 fue inhibida por SL327. Estos
resultados sugieren que el sindrome de abstinencia podria estimular la
actividad de la enzima TH y el turnover de NA en PVN mediante un
proceso que depende de la activacion de ERKs y posterior fosforilacién
de la TH en Ser31. Sin embargo, la actividad hormonal secretora del eje
HHA parece depender de otras vias de transduccion independientes de

ERKs.

5. Durante el sindrome de abstinencia a morfina se produjo un incremento
en la expresion de mRNA para TH en NTS-A: lo que indica que el
incremento en los niveles de TH observado en dicho nucleo es

consecuencia de una regulacion transcripcional.

6. En animales adrenalectomizados (ADX/C) no se observo este incremento
de mRNA para TH, ni tampoco el aumento en los niveles de TH total en
NTS-A: tipicos del sindrome de abstinencia. En ADX/C no se produjeron
modificaciones en el nimero de neuronas de TH fosforiladas en Ser31 en
NTS durante la abstinencia. Paralelamente se produjo una disminuciéon
de la actividad enzimatica de TH en PVN. Estos resultados sugieren que
la elevacidn de los niveles de GC que se produce durante el sindrome de

abstinencia podria tener una funciéon permisiva en la activacion de las
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vias noradrenérgicas que inervan el PVN.
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INTRODUCTION

Currently, the development of new pharmacological strategies aimed at
avoiding relapsing in drug intake is one of the important challenges in
Pharmacology. Thus, only by means of the study and characterization of the
molecular and cellular pathways involved in addiction, new efficient
pharmacological targets will be addressed in order to lessen its devastating

effects.

1. Neurobiology of addiction

Drug addiction, also known as drug dependence, is a chronically
relapsing disorder characterized by (1) compulsion to seek and take the drug, (b)
loss of control in limiting intake, and (c) emergence of a negative emotional state
(e.g., dysphoria, anxiety, irritability) when access to the drug is prevented [1].
Tolerance and withdrawal symptoms may be present, but they do not
necessarily signal addiction. Rather, the essential elements consist of persistent
and recurrent drug-seeking behaviour at the expense of pursuit of normal

rewards [2].

Addiction is characterised as a series of events initiated by the acute
rewarding effects of drugs followed by a transition into chronic drug use. This
idea of positive reinforcement by drugs of abuse has been widely seen as a
primary factor behind drug dependence [3]. Additionally, long-term drug use
often results in aversive psychological and physiological effects if intake is
withheld, thus resulting in continued use as a means to avoid the aversive
consequences of drug withdrawal (that is, negative reinforcement) [4, 5]. The
cyclical nature of chronic drug use, involving periods of drug abstinence and

subsequent relapse, highlights the presence of this disease throughout the
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lifetime of an individual. Many factors (genetic, environmental) contribute to the

vulnerability to enter in the addiction cycle (Fig. 1) [6, 7].

Acute Reinforcement/Social Drug-Taking

l Figure 1. Stages of addiction to drug of
i oo abuse. Drug-taking begins with social
el varabioe l drug-taking and acute reinforcement and
Environmental factors sometimes, for some individuals, then
Conditioning . l Relapse. moves In a pattern of escalating
i compulsive use and finally to
ety dependence, withdrawal and protracted
. l abstinence. Relapse is likely to occur and
Protracted Withdrawal the cycle is repeated. Reproduced from

Y Le Moal and Koob (2007).

Recovary?

An important goal of neurobiological research is to identify the
neuroadaptations, or neuronal plasticity, within specific neurocircuits that
mediate the transition from occasional, controlled drug use and the loss of
behavioural control over drug seeking and drug taking that defines chronic

addiction.

1.1. Cellular and molecular mechanisms
Drug addiction results from adaptations in specific brain neurons caused
by repeated exposure to a drug of abuse. The adaptations that drug exposure
elicits in individual neurons alter the functioning of those neurons, which in
turn alters the functioning of the neural circuits in which those neurons operate.
This leads eventually to the complex behaviours that characterize an addicted

state [8].

The initial event leading to addiction involves the acute action of a drug
on its target protein and on neurons that express that protein. Given that drugs

are chemically different, their protein targets are different too. The action of each
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drug on its target results in a series of molecular changes inside the neuron
where they act, that include changes in signalling pathways as well as in
transcription factors expression, that are ultimately responsible of long-term

adaptive changes observed during addiction (Fig. 2).
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1.1.1. Signalling pathways

The best-established molecular adaptation to chronic drug exposure is
up-regulation of the adenilate cyclase (AC)/adenosine 3’, 5 -monophosphate
(cAMP)/protein kinase A (PKA) pathway in different nuclei of the Central
Nervous System (CNS). Acute opiate exposure inhibits the cAMP pathway
whereas chronic opiate exposure leads to a compensatory up-regulation of the
AC/cAMP/PKA pathway, which would represent a form of physiological
tolerance to chronic drug intake (Fig. 3). Chronic opioids exposure also induces

modifications in other signalling pathways involved in a great variety of
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regulating processes that include proteins phosphorylation and gene expression

regulation [8-11].
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Recent results show that during morphine withdrawal there is an
increase in PKA activity in different brain areas of the CNS [12, 13]. In addition,
in the same brain regions it has been characterized that different protein kinase
C (PKC) isoforms are involved in the adaptive changes observed during chronic

morphine treatment and withdrawal [9, 14, 15].

Extracellular signal-regulated protein kinases (ERK), members of the
mitogens-activated protein kinases, translate a big variety of extracellular
stimuli into different intracellular responses, and are involved in several
processes in the CNS, including drug addiction [16, 17]. Additionally, it has
been shown that, following chronic morphine administration, the catalytic
activity of ERKi, which is related to their phosphorylation state, is regulated in

a different way in several brain regions. In parallel, several studies have
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established that ERKs regulation in the different brain areas is a key point in

tolerance and dependence processes after several drugs administration [18, 19].

1.1.2. Transcription factors and gene expression

Repeated exposure to a drug of abuse could alter gene expression in the
brain by many mechanisms. These include altered rates of transcription of
genes, altered processing of primary RNA transcripts into mature mRNAs,
altered translation of these mRNAs into proteins, altered processing of proteins,
and altered trafficking of mature proteins to their intracellular sites of action

[11].

CREB and related proteins were described originally as transcription
factors that mediate the effects of the cCAMP second messenger pathway on gene
expression. This occurs via phosphorylation of CREB on a single Serine residue
(Ser) 133 by PKA. Once phosphorylated, CREB dimers bound to specific CRE
(cAMP response element) sites on target genes and can interact with the basal
transcriptional complex to regulate gene transcription. More recently, several
other protein kinases, including Ca* activated and growth factor activated
kinases, have also been shown to phosphorylate Ser133 of CREB and to thereby
regulate the transcription of target genes through CREB [20-22].

Many genes have CRE sites in their promoters, including neuropeptides
(CRF: corticotropine releasing factor, prodynorphine, proenkephaline),
neurotransmitter synthesizing enzymes (TH: tyrosine hydroxylase, the rate-
limiting enzyme in catecholamine biosynthesis), neurotransmitter receptors,

signalling proteins, and other transcription factors (CREB, c-Fos, Jun D) [22, 23].

First evidences that CREB is involved in different stages of addiction

come from studies in the locus coeruleus (LC), the main noradrenergic nucleus
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in the brain, which regulates the attention states. This region is considered an
important area in opioids dependence and withdrawal [8, 10]. It has been shown
that CREB has a pivotal role in the adaptive processes that are triggered after
chronic drug exposure, since CREB activation via AMPc/PKA in the nucleus
accumbens (NAc, principal receptor nucleus for the dopaminergic aferences in
the reward system) during chronic drug intake decreases the rewarding effects
of cocaine, opiates, and sucrose, a natural reward [24-26]. It has been suggested
that this effect is owed to the fact that CREB promotes dynorphine gene
expression in the NAc, and this neuropetide acts on opioid receptor k in ventral
tegmental area (VTA) dopaminergic neurons inhibiting dopamine (DA) release
(Fig. 4) [2, 27, 28]. In addition, it has been shown that knock-out (KO) mice for

CREB in several tissues exhibit lower morphine dependence and withdrawal

[29].
Figure 4.  Schematic
diagram showing CREB-
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DYN 3 DAneuch receptor x stimulation in
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NAc neuron - L T R from Hyman et al (2007).

Immediate early genes (IEG) are a class of genes whose expression is
induced within minutes of exposure to a stimulus. Of particular interest in the
study of addiction are the Fos and Jun families of IEG, which encode
transcription factors. The Fos family of transcription factors includes c-Fos,
FosB, Fra-1 and -2, and AFosB (a truncated splice variant of full-length FosB, that
lacks a portion of the C-terminal transactivation domain present in other Fos
proteins; [30]). Fos family members heterodimerize with Jun family

transcription factors (c-Jun, JunB, JunD) to form the activator protein—-1 (AP-1)
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complex. The AP-1 complex binds to specific DNA sequences in the promoters
of various target genes. AP-1 complexes can act as either a transcriptional
inducer or repressor, depending on the specific AP-1 binding site and promoter

in question (Fig. 5) [22].
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: 14/05/2008).
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Acute exposure to drugs of abuse rapidly induces all Fos family
members. With continued drug exposure, levels of these proteins decline
rapidly toward basal levels within 8-12 h. However, biochemically modified
isoforms of AFosB exhibit a very different expression pattern. Acutely, AFosB
expression is only modestly induced, but it persists long after the other Fos
family members have returned to basal levels. As a result, AFosB levels
gradually accumulate with repeated drug exposure in the NAc and other CNS
areas [31-34]. In addition, because of its stability, AFosB levels persist for week
or months after the drug is withdrawn (Fig. 6), suggesting that its dynamics
allows it to play a longer-term role in subsequent regulation of gene expression

[22].
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Nowadays, numerous genes with AP-1 sites in their promoters have
been identified. Genes that encode endogenous opioid system neuropeptides
have been the most studied, such as proenkephaline and prodynorphine [35,
36]. Other proteins whose expression is regulated by Fos/AP-1 are some
neurotransmitter synthesizing enzymes, such as TH [37]. CRF gene has been
suggested as a potential target of AP-1, although the union of Fos/Jun dimer on
this sequence has not characterized yet. It has been hypothesized that the
activation of CRF gene expression would be via CREB, which expression is at
the same time induced by c-Fos, because it has the AP-1 sequence in its

promoter [36].

Therefore, drugs of abuse promote long-term changes within the neural
circuits that mediate in addiction. These changes are caused by intracellular
signalling pathways modifications that lead to an increase of transcription

factors activity on their target genes (Fig. 7) [38].
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2. Neural circuits involved in addiction

Addiction involves long-term plasticity in the activity of neural circuits
that regulate two opposite emotional states: the underactivation of natural
motivational systems, such that the reward system, becomes compromised and
that an antireward system, also called brain stress system, becomes recruited to
provide the powerful motivation for drug seeking associated with compulsive

use [1].

A key element of drug abuse is a neuroadaptation within the brain
reward system during the development of addiction, and one must understand
the neurobiological bases for acute drug reward to understand how the reward
systems change with the development of addiction. A principal focus of
research on the neurobiology of the positive reinforcing effects of drugs with
dependence potential has been on the activation of the circuitry related to the
origins and terminals of the mesocorticolimbic system (Fig. 8). Additionally, an
important role for opioid peptides in drug reward, independent of a direct
action on DA neurons, has been proposed. Together, these results suggest that

multiple parallel pathways mediate drug reward [39].
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Figure 8. Neural circuits involved in addiction. NAc: nucleus accumbens;
VTA: ventral tegmental area. AMG: amygdala; PFC: prefrontal cortex.
Reproduced from Nestler (2001).

Specific components of the basal forebrain associated with the amygdala
(AMG) also have been identified with drug reward, particularly alcohol [40].
One hypothetical construct, the extended amygdala, includes not only the
central nucleus of the amygdala (CeA), but also the bed nucleus of the stria

terminalis (BNST) and a transition zone in the medial subregion of the NAc

(shell of the NAc) [39].

The neural substrates and neuropharmacological mechanisms for the
negative motivational effects of drug withdrawal may involve disruption of the
same neural systems implicated in the positive reinforcing effects of drugs.
Measures of brain reward function during acute abstinence of all major drugs
with dependence potential have revealed increase in brain reward thresholds

[41].

Different neurochemical systems involved in stress modulation also may
be engaged within the neurocircuitry of the brain stress systems in an attempt to
overcome the chronic presence of the perturbing drug and to restore normal

function despite the presence of drug. Both the hypothalamic-pituitary-adrenal
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(HPA) axis and the brain stress system are dysregulated by chronic
administration of drugs with dependence potential, with a common response of
elevated adrenocorticotrope hormone (ACTH), glucocorticoids (GC) and CRF
during acute withdrawal [41, 42]. Indeed, acute drug withdrawal also may
increase the activity of noradrenergic pathways innervating CeA and the
hypothalamic paraventricular nucleus (PVN, main source of hypothalamic CRF)
[43, 44], and decrease levels of neuropeptide Y (NPY) in the central and medial
nuclei of the AMG [45]. All these processes are involved, at least in part, in the
negative motivational states during drug withdrawal. Therefore, CRF would

have a key role in the increase of drug intake related to dependence.

2.1. Mesocorticolimbic system

During the last decades, the major part of studies about addiction has
been focused on the mesocorticolimbic system, which includes the VTA
dopaminergic neurons projecting to NAc, the major component of the ventral
striatum, to the PFC and to the AMG. In addition to the NAc, the AMG and
PFC play critical roles in the valuation of rewards and the establishment of
reward-associated memories [46, 47]. As the neural circuits for the reinforcing
effects of drugs with dependence potential have evolved, the role of
neurotransmitters/neuromodulators also has evolved, and those that have been
identified to have a role in the acute reinforcing effects of drugs of abuse in these
basal forebrain areas: mesolimbic DA, opioid peptides, y-aminobutyric acid

(GABA), glutamate, endocannabinoids, and serotonin (Table 1) [39].
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Table 1. Neurobiological substrates mediating in the positive
reinforcing effects of drugs.

Drug of abuse

Neurotransmitter

Site

Cocaine and
ampheramines
Opiates

Nicotine

9
A?-Tetrahydrocanna-
binol

Dopamine
y-aminobutyric acid
Opicid peptides
Dopamine
Endocannabinoids
Nicotinic acetylcholine
Dopamine
y-aminobutyric acid
Opioid peptides
Endocannabinoids
Opioid peptides

Nucleus accumbens
Amygdala

Nucleus accumbens
Ventral tegmenceal area

Nucleus accumbens
Ventral tegmental area
Amygdala

Nucleus accumbens
Ventral tegmental area

Dopamine

Alcohol Dopamine Nucleus accumbens

Opioid peptides Ventral tegmental area
y-aminobutyric acid Amygdala

Endocannabinoids

Reproduced from Koob and Le Moal (2008).

There is now considerable evidence that all major drugs converge in a
common circuitry in this system. Each drug administered acutely, regardless its
distinct mechanism of action, activate dopaminergic transmission from VTA to
NAc and PFC (Fig. 9). Psychoestimulants, such as cocaine or methamphetamine,
increase the VTA DA neuronal activity by blocking DA reuptake, thereby
increasing DA release and activating feedback mechanisms. Opioids and
ethanol inhibit GABAergic interneurons in the VTA, which disinhibits VTA
dopaminergic neurons, whereas nicotine exerts direct actions on DA neurons by
acting on nicotinic acetylcholine receptors increasing in that way this
neurotransmitter release. Despite their high-abuse liability, the mechanism of
action of cannabinoids is still poorly understood. It has been suggested that they
stimulate CB1 receptors in the VTA inhibiting presynaptic GABA release and
increasing in that way DA release [48]. In addition, several drugs seem to
activate the brain’s endogenous opioid and cannabinoid systems within the
VTA-NAc pathway, as exemplified by reduced drug effects in cannabinoid and
opioid receptor KO mice, which further underscores shared acute mechanism of

drug action [49].
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Opioids act on a variety of opioids receptors subtypes, p, 8 y k. However,
it is predominantly their action with p receptors, which are widely distributed
across a variety of brain regions, including the cortex, striatum, thalamus,
hippocampus, LC, in addition to the VTA, NAc and AMG via direct actions on
interneurons, that appear to mediate their behavioural and reinforcing

properties [50].

DA released by VTA neurons acts on NAc, PFC and AMG D: receptors
coupled to Gs proteins, activating AMPc/PKA/CREB pathway and, therefore,
the expression of important genes involved in addiction, such as c-Fos or
prodynorphine. The role of presynaptic D2 receptors has been widely studied by
agonist and antagonist administration and has been resulted in very complex
data. Image studies by positron emission tomography (PET) and single photon
emission computed tomography of addictive users of ethanol, cocaine,
methamphetamine, and heroine have revealed reductions of D2 receptor density
in the ventral striatum that persist long after detoxification [28]. More recently,
an important role for presynaptic Ds receptors in drug dependence has been
hypothesized. Selective antagonist administration has revealed that Ds receptors
may play an important role in drug-induced reward, drug-taking, and cue-,

drug-, and stress-induced reinstatement of drug-seeking behaviour [51].
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Chronic exposure to drugs of abuse causes numerous common
adaptations in the VTA-NAc-PFC. For example, there is a dysregulation of the
brain reward system, which can be considered as a homeostatic response to the
continuous activation of this neural circuit (Fig. 10). The adaptive changes in
PFEC alter its activity, leading to reductions in behavioural control and decision-
making skills, and overlaps between limbic and cortical areas involved in

addiction and memory that results in maladaptive associative learning [50].
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Chronic administration of any of several drugs of abuse, including
cocaine, amphetamine, opioids, alcohol and nicotine increases levels of TH in
the VTA. Concomitantly, decreased TH levels or activity in the VTA nerve
terminals in the NAc are reported under certain experimental conditions. This
latter adaptation could mediate the reduction in dopaminergic signalling seen
after chronic drug exposure [49]. In addition, chronic drug exposure seems to
sensitize the DA system, with greater increases in dopaminergic transmission
occurring in response to the drug in question and to drug-associated cues [49,
52, 53]. Moreover, during acute withdrawal, there is decreased activity of the
mesocorticolimbic DA system as well as decreased activity in opioid peptide,

GABA, and glutamate in the NAc or AMG [39].
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Human imaging studies of addicts during withdrawal or protracted
abstinence give results that show decreases in DA D2 receptors (hypothesized to
reflect hypodopaminergic functioning) and hypoactivity of the orbitofrontal-
infralimbic cortex system [54]. Decreases in reward neurotransmitter function
have been hypothesized to contribute significantly to the negative motivational
state associated with acute drug abstinence and may trigger long-term
biochemical changes that contribute to the clinical syndrome of protracted

abstinence and vulnerability to relapse (Table 2) [39].

Table 2. Neurotransmitters involved in aversive
motivational states during withdrawal of drug of abuse.

Neurotransmitter Functional effect
| Dopamine “Drysphoria”

1 Serotonin “Diysphoria”

1 y-Aminobutyric acid Anxiety, panic atracks
| Neuropepride Y Antistress

+ Dynorphin “Drysphoria”

1 Corticotropin-releasing factor Stress

1 Norepinephrine Stress

Reproduced from Koob and Le Moal (2008).

Acute exposure to drugs of abuse promotes an increase of activity in the
reward circuit as well as the brain stress system. During chronic drug intake and
in the state known as addiction, the brain reward system is in a major
underactivated state while the brain stress system is highly activated. Protracted
abstinence is characterized by a return toward a normal state but with residual
activation of the brain stress systems and residual underactivation of the brain

reward system (Fig. 11) [5].
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Figure 11. Scheme showing transition from initial drug intake to addiction and to protracted
abstinence. Reproduced from Koob and Le Moal (2001).

2.2. Brain stress system

In contrast to initial increases in neurotransmitter activity following acute
drug exposure, recent research indicates that chronic administration leads to
changes that are more complex in the activity of the NAc, especially during
prolonged withdrawal. Similarly, all drugs of abuse have been shown to
produce dysregulations in brain stress systems [42, 55, 56]. These persistent
alterations in stress hormone systems, receptor and/or neurotransmitter activity
may represent compensatory mechanisms involving neuroadaptations aimed at
restoring homeostatic function in response to the presence to the drug. As such,
these changes could contribute significantly to negative emotional states
characteristics of acute drug withdrawal, as well as enhanced sensitivity to
stressful stimuli, both of which could result in greater vulnerability to relapse

during abstinence in humans [50, 57, 58].

CREF is released from two brain regions to participate in two separate (but
connected) stress systems. In the HPA axis stress system (Fig. 12), CRF neurons

in the parvocellular region of the hypothalamic PVN regulate the release of
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pituitary ACTH and adrenal glucocorticoids (GC). In the extrahypothalamic
stress system, CRF neurons in the CeA and the BNST project to the LC and
increase the firing rate of LC neurons, resulting in increased noradrenaline (NA)
in the terminal fields of this ascending noradrenergic system, which leads to an
increase in CeA and BNST activity. The activation of the CRF neurons of the
PVN is associated with increased activity, mainly in the nucleus tractus

solitarius (NTS) [28].

Figure 12. HPA axis. Cells in hypothalamus
produce CRF in response to most any type of
stress physical or psychological. The
hypothalamus secretes CRF, which in turn
. binds to specific receptors on pituitary cells,
car )| which produce ACTH. ACTH is then
transported to its target in the adrenal gland
“ |y pauitary " stimulating the production of GC. The
release of GC initiates a series of metabolic
effects aimed at alleviating the harmful
Adrenal glands ‘ £ S effects of stress through negative feedback to
|

Kidneys both the hypothalamus and the anterior
| pituitary, which decreases the concentration
Metabolic | 4 of ACTH and GC. Reproduced from

L= http://www.montana.edu/ (15/05/2008).

Either stress system can contribute to both a pre-existing vulnerability to
use drugs addictively and later vulnerability to relapse. The HPA stress system
seems to have more important role in the initiation of drug seeking and in the
maintenance of drug taking behaviour, while the extrahypothalamic stress
system seems to have more important role in the motivational effects of both

protracted abstinence and stress-induced reinstatement [28].

2.2.1. Hypothalamic CRF System

The hypothalamic PVN, which is the apex of the HPA axis, is divided in
two regions, the magnocellular region, whose more important neuropeptides
are arginine-vasopressin (AVP) and oxitocine (OT), and the parvocellular

region, which is the main localization of hypothalamic CRF neurons. Indeed,
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this region also synthesizes and releases AVP. This neuropeptide potentiates
CRF action on pituitary ACTH release. Thus, AVP is also involved in HPA axis

responses to stressful stimuli [59-62].

The parvocellular part of the PVN can be divided in other subregions
(Fig. 13). The medial parvocellular zone (mdp) send CRF projections to the
median eminence to induce ACTH and GC release, whereas other neuronal
groups in dorsal parvocellular (dp) and medial ventral parvocellular (mpv)
subdivisions send descending projections to other hypothalamic areas, to
brainstem nuclei and to the spinal cord, influentiating autonomic nervous

system responses [63].

ap
:'_'-:,___- = /f*-l Figure 13. PVN subdivisions: dp, dorsal
g0 parvocellular; mpd, dorsal aspect of medial
em A —4 mpd parvocellular; mpv, ventral aspect of medial
'. \\.\\.\ 'I parvocellular; pm, posterior magnocellular
% N Tk, | subdivision; 3V, third ventricle.
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The HPA axis is involved in different stages of addiction cycle. Acute
cortisol administration has been found to precipitate cocaine craving in human
addicts [64], as has stress [65]. Stress has also been demonstrated to increase
drug self-administration in animal models [66]. The stress-charged drive to self-
administer drugs of abuse has been linked to increased activation of the
mesocorticolimbic dopaminergic system, which is mediated by GC release [66-

69].

Morphine dependence induces very complex cellular and molecular

adaptive changes within the HPA axis. Previous data from our laboratory have
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demonstrated an increase in HPA axis activity after acute morphine
administration, as well as after naloxone-induced morphine withdrawal, as
shown by an enhancement in corticosterone plasma levels [44, 70]. In addition,
adaptive changes have been reported in a variety of signalling pathways and
gene expresion after acute and chronic morphine exposure, and during
morphine withdrawal. There is an increase in c-Fos expression after acute
morphine administration [71], while during chronic morphine exposure c-Fos
expression turn back to basal levels, and augment again during naloxone-
induced morphine withdrawal [72-74]. In addition, it has been characterized
several signalling pathways involved in the increase in c-Fos expression during
morphine withdrawal. Chronic administration of a protein kinase C inhibitor
(calphostin C) blocks the enhancement in c-Fos expression in PVN after
naloxone administration to morphine dependent rats. Similar results were
observed following chronic administration of a PKA inhibitor (HA-1004) as well

as an L-type calcium channels antagonist (nimodipine) [13, 15, 72, 75].

Contradictory data have been described concerning the effect of chronic
morphine administration and naloxone-induced morphine withdrawal on
hypothalamic CRF and AVP. In contrast to our previous data indicating no
changes in AVP mRNA content and a decrease in CRF mRNA levels in the PVN
during chronic morphine treatment [76], other studies have shown no
significant changes in CRF mRNA levels in the PVN [77, 78], while increased
CRF mRNA signals were detected by others [79, 80]. During morphine
withdrawal a bigger drop in CRF mRNA levels in PVN was reported by our
laboratory, whereas others have not found any changes in CRF mRNA content

[78].
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2.2.2. Extrahypothalamic CRF system

As stated above, the extended amygdala is composed of the CeA, the
BNST and a transition zone in the medial subregion of the NAc (shell of the
NAc). The extended amygdala receives numerous afferents from limbic
structures such as the basolateral amygdala (BLA) and hippocampus and sends
efferents to the medial part of the ventral pallidum and to the lateral
hypothalamus, thus further defining the specific brain areas that interface
classical limbic (emotional) structures with the extrapyramidal motor system.
Regions of the extended amygdala (including the CeA) contain high amounts
CRF terminals, cell bodies, and receptors and comprise part of the

extrahypothalamic CRF-stress system (Fig. 14) [39, 81].
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Figure 14. The three major neurocircuits that underlie addiction. A drug-
reinforcement circuit is comprised of the extended amygdala including the
CeA, the BNST, and the transition zone in the shell of the NAc. Reproduced
from Le Moal and Koob (2007).

Numerous studies have demonstrated the involvement of the extended
amygdala CRF system in mediating the behavioral responses associated with
fear and anxiety [82]. Extended amygdala nuclei and its neurotransmitter
systems have been related with the positive reinforcing effects of drugs, as well

as negative reinforcing effects of drugs withdrawal. Administration of D
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antagonists at the NAc, the CeA and the BNST levels is particularly effective
blocking cocaine self-administration [83, 84]. In addition, acute drugs
administration promotes an increase in dopaminergic transmission in the shell

of NAc [85, 86].

During ethanol withdrawal, extrahypothalamic CRF systems become
hyperactive, with an increase in extracellular CRF within the CeA and BNST of
dependent rats [43, 87-89], and this dysregulation of brain CRF systems is
hypothesized to underlie both the enhanced anxiety-like behaviours and the
enhanced ethanol self-administration associated with ethanol withdrawal. These
data suggest an important role of CRF, primarily within the CeA, in mediating
the increased self-administration associated with dependence. Similar results
have been observed with the increased intravenous self-administration

associated with extended access to heroin [39], cocaine [90], and nicotine [39, 91].

NPY has been suggested to be involved in neuroadaptations observed
during addiction. The role of NPY in dependence perhaps may be best viewed
as an inhibitor of neuronal excitability [92], and it is important to note that NPY
and CRF have been hypothesized to have reciprocal actions in mediating
behavioural responses to stressors [93]. Thus, one may speculate that during
acute withdrawal, and perhaps extended to protracted abstinence, decreases in
NPY activity may accompany increases in CRF activity further potentiating the
neurochemical brain stress system contribution to allostasis in the reward

system [5].

2.3. Noradrenergic pathways
Evidence for the involvement of NE in motivation-reward has emerged
from studies of self-administration, conditioned-place preference (CPP),

reinstatement, and locomotor activation. The LC noradrenergic system regulates
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the activity of the ascending DA pathways [94]. They meet in the VTA, where
noradrenergic neurons modulate the DA cell firing pattern via excitatory
postsynaptic ai-adrenoceptors [95]. The LC noradrenergic system also regulates
the mesencephalic dopaminergic system indirectly, via the PFC. DA release in
the PFC is regulated by local noradrenergic nerve terminals, and electrical
stimulation of the LC neurons increases both extracellular DA and NE in the
PFC [96]. When NE release is blocked, DA release is similarly attenuated. If the
NE block is chronic, the DA system gradually compensates by upregulating
high-affinity state ofpostsynaptic DA receptors (i.e., increasing their density)
[97]. This process results in hypersensitivity to psychostimulants and to any

other substance (or behaviour), that increases intrasynaptic DA levels [28].

Ethanol self-administration was found to be attenuated by an agonist at
the o2 autoreceptor that reduces NE transmission, and to be enhanced by
blockade of this receptor [98]. While wildtype mice readily self-administer
cocaine or morphine orally, cu KO mice were found not to do so [99].
Establishment of CPP for opiates seems to require intact noradrenergic function.
Morphine CPP in mice was shown to be attenuated by either clonidine (an o.-
agonist) or prazosin (an au antagonist) and to be increased by yohimbine (an a2
antagonist). All these data show that positive reinforcing effects of drugs of

abuse are dependent on noradrenergic function [28].

Several studies support the LC involvement in opioids tolerance and
dependence. One of the earliest studies showed that the electrical stimulation of
the LC produces several behavioural and physiological signs that are similar to
the opioids abstinence syndrome in opiate naive monkeys. In addition,
abstinence to opioids was also demonstrated by an enhancement in the turnover

of NA and TH activity into the LC, and by an enhancement in the levels of 3-
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methoxy-4-hydroxy-phenetilenglycol (MHPG), the principal NA metabolite in

brain, in terminal regions such as cerebral cortex and hippocampus [100].

Numerous studies have supported the importance of the brainstem
noradrenergic afferents to the brain stress system, the pivotal role of NA as a
neurotransmitter modulating this system as well as the NA-CRF interactions

(Fig. 15) [28, 55, 70, 101, 102].

Cerebral Cortex Figure 15. Simplified diagram
indicating the two major
ascending noradrenergic
projection systems, the dorsal
LC system, and the ventral
A1/A2 (VLM/NTS) system and
their interactions with PVN
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The LC (cellular group As) is a major source of projections to the BNST
and the CeA. Most of the evidence for CRF-NA interactions to date have been
focused on the LC. Stress induces NA release in the BNST [103] as well as in the
CeA [104], and also stimulates the release of CRF in the CeA [105]. The
hypothalamic PVN is densely innervated by noradrenergic afferents, the cell
bodies of which originate primarily in the A2 (NTS) and As (LC) cell groups. The
A2 inputs are most heavily distributed in the parvocellular part of the PVN,
while the A6 cells project primarily to the periventricular zone [106, 107]. At the
ultrastructural level, several studies have confirmed the noradrenergic
innervation of CRF neurons of the PVN. Also it has been demonstrated the
presence of ou and a2 adrenoceptors on the CRF neurons in the PVN [108, 109].
Nowadays it is well known that NA release stimulates CRF neuron to activate
the HPA axis [102, 110, 111]. There are also evidences supporting that the CRF

neurons in the PVN innervate noradrenergic brainstem nuclei [112]. All these
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data support the existence of a NA-CRF loop in which NA would stimulate the
release of CRF in the CeA, the BNST and the PVN, and this CRF from these

nuclei would induce the release of NA by the brainstem noradrenergic areas

(Fig. 16) [55].

Feed-Forward CRF-NE-CRF
Stress System

Forebrain

CeA
(BNST PVN)

Brainstem

Figure 16. Diagram describing a feed-
forward system whereby CRF could
activate  brainstem noradrenergic
activity, which in turn activate
forebrain CRF activity, effectively
closing the loop. Reproduced from

Koob (1999).

It has been reported a hyperactivity of the NTS after opioids exposure,
which in turn activates the HPA axis via stimulation of the CRF neurons in the
parvocellular part of the PVN. After acute administration of morphine there is
an increase in NA turnover [44, 111], as well as during naloxone-induced
morphine withdrawal [70]. Concomitantly, it has been described an increase in
c-Fos expression in the noradrenergic neurons of the NTS after acute morphine
administration and during morphine withdrawal, which signals a hyperactivity
of this nucleus [73, 74]. In addition, TH activity augments in the PVN after

naloxone administration to morphine dependent rats [75].

NA has been hypothesized to act on a-adrenoceptors in the CRF neurons
of the PVN. However, a role for B-adrenoceptors has not ruled out. Previous
data from our laboratory have shown that oy, a;and p antagonists
administration blocks the increase in corticosterone release after acute morphine
administration [44] and during morphine withdrawal [111]. In addition, chronic
administration of these antagonists also inhibits c-Fos expression during

morphine withdrawal in the parvocellular part of the PVN [74]. These results
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suggest that noradrenergic projections from the NTS to the PVN are involved in
morphine dependence. A summary of the neural circuits involved in the

reinforcing effects of drugs of abuse is shown in Fig. 17.
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Figure 17. A: Neural circuits involved in the positive rewarding properties of drugs of abuse
after their acute administration. During drugs dependence, there is a recruitment in the
negative reinforcement. Reproduced from Koob and Le Moal (2008).

3. Stress and Addiction

Although many factors can contribute to initial and continued drug use,
exposure to either psychological or physiological stress at any point in the
addiction cycle seems to worsen this disease, augmenting all drug-seeking

behaviours, including initial drug taking, drug craving, and relapse [6, 56, 113].

It has been stated that stress and addiction involve the same brain
neurocircuitry, not only the brain stress system, but also the reward pathway.
Exposure to either drugs of abuse or stress produces similar alterations in the
electrophysiology of neurons in the mesolimbic DA reward pathway in animals.
Enhanced excitatory synaptic transmission occurs in VIA DA neurons
following exposure to either stress or any one of several drugs of abuse,
including cocaine, nicotine, and alcohol [67]. Molecular changes associated with

stress exposure and drug addiction are also similar. Chronic stress increases
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AFosB levels in the NAc as well as in the frontal cortex and basolateral
amygdala (BLA) [114]. Various stressors activate the HPA axis and are
associated with increased phosphorylation of CREB in several regions of the
brain [115], including the NAc [24]. Thus, stress and addictive drugs might act
through common molecular mechanisms within similar brain circuits to

perpetuate the addiction cycle.

Most physiological stressors exert their effects on the HPA axis, the
primary endocrine stress pathway. CRF is secreted from the PVN to stimulate
the output of ACTH. Following its release from the anterior pituitary, ACTH
subsequently stimulates the secretion of adrenal GC — cortisol in humans and
corticosterone in animals — into the bloodstream. The HPA axis is activated in
rodents and nonhuman primates following acute administration of many
addictive substances — including cocaine, amphetamine, ethanol, opiates, and
nicotine — and causes increased ACTH and corticosterone levels in plasma [42].
Chronic administration of drugs of abuse in the same animal models results in
either a sustained increase in HPA axis function, in the case of cocaine and
amphetamine, or a reduced effect of the initial activating effects of the drug, in
the case of morphine, nicotine, and alcohol [116-119]. Human studies
demonstrate similar perturbations following illicit drug use, with slight

differences.

Stress, through activation of the HPA axis and the release of GC
influences many regions of the brain, including DA neurons, which express
glucocorticoid receptors (GR) [120]. The interaction of GC with the
mesocorticolimbic DA system may have a significant impact on vulnerability to
self-administer drugs of abuse. In basal condition, GC secretion and DA release
are low, as the result of sensitivity to drug of abuse. An acute stress causes an

increase in GC secretion, which, by enhancing the release of DA, results in an
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increase in the sensitivity to the reinforcing effects of drugs of abuse, and thus in
an increase in self-administration. The repeated exposure to stress and a
consequent repeated increase in the concentration of GC progressively impair
GC negative feedback by decreasing the number of central GR in the
hippocampus. This produces a long-lasting increase in the secretion of GC and
an increase in the release of DA in the NAc and that explains why, after
repeated stress, an increase in the sensitivity to drugs is found also weeks after
the end of the stressor exposure [7]. Acute cortisol administration has been
found to precipitate cocaine craving in human addicts [64], as has stress [65].
Moreover, rats receiving repeated injections of corticosterone acquire cocaine
self-administration at a lower dose than do rats that self-administer vehicle; in
addition, rats that normally do not self-administer drugs, i.e., that do not react to
the novel environment, have a lower stress axis reactivity but become prone to
get drugs after stress or corticosterone administration [121, 122]. Conversely,
surgical adrenalectomy and blockade of GRs (and also CRF receptors) tend to
suppress drug self-administration in rats [7, 123, 124]. Furthermore, GR
antagonists decrease extracellular DA levels in the NAc [69], similar to the
decrease observed following an adrenalectomy [68]. These results suggest that
the DA increase observed in rodents following either drug administration or
stress is dependent, at least in part, on the release of corticosterone from the
HPA axis and the subsequent activation of GR. Thus, the HPA axis mediates the
positive reinforcing effects of drugs and self-administration/vulnerability to

drug intake [6, 7].

Abnormalities in stress circuitry continue following the cessation of drug
taking, in both immediate and long-term withdrawal. Activation of the HPA
axis, as evidenced by a marked increase in corticosterone levels, occurs
following acute withdrawal from most drugs of abuse both in humans and in

animal models. Interestingly, following this initial activation, basal cortisol and
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corticosterone levels return to normal in humans and rodents, respectively [42].
However, during long-term withdrawal from psychostimulants and opiates, the
HPA axis displays an augmented response upon exposure to a stressor. In
former cocaine and opiate addicts, increased levels of ACTH and cortisol were
measured following administration of the chemical stressor metyrapone [125,
126]. Together, these studies demonstrate alterations in the responsiveness of
the HPA axis to a stressor during long-term withdrawal, which might play a
role in the ability of stressors to reinstate drug seeking well after the drug is
removed [6]. However, the role of the hypothalamic CRF during drug
withdrawal is not clear yet. The blockade of the CRF system with antagonists or
antibodies decreases the anxiety observed in this acute withdrawal phase [127-
129]. CRF 1-receptor (CRF1R) antagonists decreased the physical symptoms of
morphine withdrawal in dependent rats [129]. The data suggest that the CRF
system plays a role in the psychological as well as the physical symptoms of
acute withdrawal from addictive drugs. However, the role of CRF or stress

circuitry in long-term withdrawal has yet to be elucidated [6].

A distinct circuitry involving CRF in the extended amygdala has been
delineated in mediating stress-induced relapse. The significance of this pathway
in the addiction cycle is evident primarily in relapse or reinstatement. Several
laboratories have demonstrated that exposure to an acute stressor can effectively
reinstate drug seeking of various drugs, including opiates, psychostimulants,
alcohol, and nicotine [130-133]. Inactivation of the CRF projection from the CeA
to the BNST blocks stress-induced cocaine reinstatement [134]. Specifically,
CRF1R localized in the BNST, but not the AMG or NAc, mediate stress-induced
relapse into drug seeking [134, 135]. Interestingly, selective CRFR1 antagonists
attenuate stress-induced reinstatement of cocaine or opiate seeking [130, 136]
but have no effect on drug-induced reinstatement [137, 138]. These data

demonstrate that stress stimulation of the CRF-containing pathway, originating
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in the AMG and extending into the BNST, and subsequent activation of CRFR1

localized in the BNST, triggers drug seeking in previously addicted animals [6].

Recently, CRF has been detected in the VTA, the site of origin of the DA
neurons of the reward pathway. In both cocaine-naive and cocaine-experienced
rats, CRF is released into the VTA following an acute footshock; however, the
source of this CRF is not known [139]. In cocaine-experienced animals,
glutamate and DA are released in the VTA in conjunction with CRF in response
to a stressor. This release of glutamate and DA is dependent upon CRF and
subsequent activation of its receptors, as local injections of CRF antagonists into
the VTA attenuated the release of these two neurotransmitters [139, 140]. In
addition, administration of CRF2R antagonists, but not CRFIR antagonists,
locally into the VTA blocked the ability of footshock to reinstate cocaine seeking
in a self-administration paradigm [140]. Taken together, these studies suggest a
role for CRF in modulating DA cell activity, specifically following drug

experience [6].

Noradrenergic function appears to be critical also in stress-induced
reinstatement of drug-seeking for multiple classes of abused drugs.
Noradrenergic antagonists were found to block stress-induced reinstatement
[135, 141, 142]. The brain sites for these effects appear to have been the ventral
noradrenergic bundle projections to the BNST. Neurotoxin-specific lesions of the
ventral noradrenergic bundle were found to attenuate stress-induced
reinstatement of heroin responding [141], and local injection of a B-adrenergic
receptor antagonist into the BNST also blocked stress-induced reinstatement in
cocaine-trained rats [143]. The conditioned release of NA in the BNST in
response to stressors may elevate anxiety, which then augments the reward

value of drugs through negative reinforcement processes [144].
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AIMS

There is now considerable evidence, from animals models and more
recently from humans, that all drugs of abuse converge on a common circuitry
in the brain limbic system [5, 49, 145, 146]. Most attention has been given to the
mesocorticolimbic pathways, although more recent works have established that
several additional areas are also essential for chronic changes in reward
associated with addiction. These regions include the hypothalamus and the
brain stress system, among others [147]. In humans, stress has been long
recognized as a major factor contributing to the development and perpetuation
of drug addiction. For example, psychological stress elevates drug cravings, and
stress-induced HPA axis responses predict amounts of subsequent drug use [39,
148]. A growing body of evidence suggests that CRF neuronal activity in the
brain stress systems and hypothalamus represents an important element in the

neurobiology of drugs addiction.

Recently, it has been shown that most drugs of abuse produce
dysregulations in the HPA axis and the brain stress systems, for example,
alterations in ACTH, corticosterone, CRF and NA activity [5, 7, 39, 55, 71]. These
persistent  alterations in stress hormone systems, receptors and
neurotransmitters activity may represent compensatory mechanisms involving
neuroadaptations aimed at restoring homeostatic function in response to the
presence of the drug. As such, these changes could contribute significantly to
negative emotional estates characteristic of acute drug withdrawal, as well as
enhanced sensitivity to stressful stimuli, both of which may result in great
vulnerability to relapse during abstinence. Vulnerability to relapse constitutes
one of the most significant problems for the long-term treatment of drug
dependence [1, 7, 28, 147]. Activation of the brain stress systems may contribute

not only to the negative motivational state associated with acute abstinence, but
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also to the vulnerability to stressors observed during abstinence in humans.
Neurotransmitters/neuromodulators systems implicated in stress-induced

relapse include CRF, GC, and NA (brain anti-reward systems).

The identification of the neural substrates and the cellular and
molecular neuroadaptations within specific neurocircuits that mediate the
addiction is a primary goal of current opioid addiction research. The goals of
the present study were to investigate the effects of chronic morphine
administration and morphine withdrawal on several components of the HPA
axis. We also examined the potential role of morphine dependence on the

activity of NTS-Az noradrenergic cell group.

e The first aim of the present work was to reveal secretory, activational
and transcriptional changes in the hypothalamus of morphine-dependent
rats during naloxone-precipitated opioid withdrawal. This was
accomplished by measuring corticosterone secretion, c-Fos induction and
heteronuclear (hn) RNA levels of CRF and AVP in control and morphine

dependent animals injected with saline or naloxone.

e The ERKSs have been implicated in drug addiction [9], but their role in
activation of paraventricular nucleus and NTS during morphine
dependence remain poorly understood. The second aim was to
determine the activation of ERKiz during morphine dependence and
withdrawal as well as its involvement in morphine withdrawal-induced
gene expression. To this end, we first evaluated in the PVN and NTS the
changes in phosphorylation of ERK in morphine dependent rats in
addition to total levels of ERK. We then investigated whether morphine
withdrawal activates CRF-containing neurons in the PVN. Finally, we

determined whether activation of ERK pathway contributes to morphine
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withdrawal-induced activation of catecholaminergic neurons in the NTS

and/or CRF neurons in the PVN.

e We have previously shown that morphine withdrawal but not chronic
morphine treatment stimulates NA turnover in the PVN [111] as well as
the activity of NTS-A: TH-positive neurons (as reflected by c-Fos
expression; [74])[73]. This response was accompanied by a rise in TH
enzymatic activity in the PVN [75]. Short-term regulation of
catecholamine biosynthesis occurs through phosphorylation of TH,
which enhances enzymatic activity. In particular, increases in the
phosphorylation of Ser31 and Ser40 accelerate TH activity, thereby
stimulating production of neurotransmitter [149, 150]. The third aim of
the present work was to assess the changes in TH phosphorylation after
chronic morphine administration and during morphine withdrawal in
the PVN and brainstem catecholaminergic cell groups innervating the
PVN. To this end, we first evaluated the changes in TH phosphorylation
at Ser31 and Ser40 in addition to total levels of TH and TH enzymatic
activity. It is known that phosphorylation of TH at each site is associated
with distinct signalling pathways. Because ERK phosphorylates Ser31 in
vitro and in vivo [149, 151], we then tested whether activation of the ERK
kinase (MEK)-ERKi2 pathway contributes to morphine withdrawal-
induced TH phosphorylation at Ser31. This was accomplished by
investigating the effects of SL327, a selective inhibitor of ERK activation,

on levels of TH phosphorylated at Ser31.

o GC exert their feedback effects not only by inhibiting the secretion of CRF
in the hypothalamic PVN, but also by modulating neuronal inputs to the
PVN in the central stress pathways [152]. An important target of the GC

action is the noradrenergic pathways from the brainstem (NTS-A:) that
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provide the major excitatory inputs to the PVN [107]. Given the
prominent role of NTS in morphine withdrawal responsiveness at PVN
level, it is important to determine whether the depletion of GC regulates
TH function in the NTS-Az. To address this question, the fourth aim of
the present study was to examine the effects of bilateral adrenalectomy
on TH gene expression, TH immunoreactivity levels and TH
phosphorylation (activation) in the NTS-Az in morphine dependent rats
and after naloxone-precipitated withdrawal. We also examined TH
enzymatic activity in the PVN to determine whether the effects of
morphine withdrawal on hypothalamic PVN require an intact

noradrenergic pathway.
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MATERIALS AND METHODS

1. Animals and treatments

Male Sprague-Dawley and Wistar rats (220-240 g at the beginning of the
experiments) were housed four to five per cage under a 12-h light, 12-h dark
cycle (light 08:00-20:00 h) in a room with controlled temperature (22 + 2 °C),
humidity (50 + 10%), and food and water available ad libitum and prehandled for
several days preceding the experiment to minimize stress. All surgical and
experimental procedures were performed in accordance with the European
Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and the local
Committee (REGA ES300305440012).

Rats were rendered dependent on morphine by s.c. implantation of
morphine base pellets (75 mg), one on day 1, two on day 3 and three on day 5,
under light ether anaesthesia. This procedure has repeatedly been shown to
induce dependence as measured behaviourally and biochemically. Control
animals were implanted with placebo pellets containing lactose instead
morphine on the same time schedule. On day 8, the animals pretreated with
morphine or placebo pellets were injected with saline s.c. or naloxone (2 or 5
mg/kg s.c.). The weight gain of the rats was checked during treatment to ensure
that the morphine was liberated correctly from the pellets. In addition, body
weight loss was determined as the difference between the weight determined
immediately before saline or naloxone injection and a second determination

made 30, 60, 90 and 120 min later.

In order to determine the effect of inhibiting ERKs phosphorylation on
the morphine withdrawal-induced changes in c-Fos expression and TH
phosphorylation at the PVN and brainstem catecholaminergic areas as well as in

HPA axis activity, c-Fos and TH phosphorylated at Ser31 (TH pSer31) levels, as
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well as plasma corticosterone and ACTH concentrations were determined in
morphine dependent and control rats treated with SL327 (a selective inhibitor of
MEK; [153]), 1 h before the administration of naloxone or saline. This inhibitor was
dissolved in dymethylsulfoxide (DMSO) 100% and injected intraperitoneally at an

injection volume of 1 ml/kg and at doses 100 mg/kg.

2. Adrenalectomy

To investigate the possible involvement of elevated corticosterone during
morphine dependence in the changes in TH gene and protein expression, TH
phosphorylation in the NTS and TH activity in the PVN, rats were bilaterally
adrenalectomized (ADX/C animals) via a dorsal approach under pentothal
anesthesia (2 mg/100 g body weight; Hospira, Hoofddorp, Netherlands), and
implanted s.c. with a slow-release corticosterone pellet (25 mg corticosterone,
Sigma Chemicals, St Louis, MO, plus 75 mg cholesterol, 15 days release) at the
time of adrenalectomy. The composition of corticosterone pellets was chosen
because it provides adrenal steroid levels corresponding to circadian nadir.
Control rats were subjected to the same surgical procedure (sham) without
adrenal extirpation. ADX/C rats received 0.9% saline as drinking water to
replace depleted sodium secondary to the loss of aldosterone after ADX. Sham
and ADX/C rats were allowed to recover from surgery for 5 days before starting

with morphine dependence procedure.

3. Immunohistochemistry
For c-Fos immunostaining, 2 h after naloxone or saline injections, rats
were deeply anesthetized with pentobarbital (Nembutal 2 mg/100 g body
weight) and quickly perfused through the ascending aorta with saline followed
by 300 mL of ice-cold fixative (4% paraformaldehyde in 0.1 M/L borate buffer).
Brains were post-fixed in the fixative for 3 h and then placed in KPBS (0.1 M

potassium phosphate buffered saline, pH 7.2) containing 10% sucrose overnight.
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Four series of 30 pm frontal sections were cut on freezing microtome collected in
cryoprotectant and stored at -20° C until processing. After blocking with 0.3%
H20: and 2% normal goat serum (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
tissue sections were incubated in primary anti-c-Fos antiserum (rabbit
polyclonal, #sc-52, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; 1:20000) for
72 h at 4° C. Antigens were visualized by conventional avidin-biotin-
immunoperoxidase protocol (Vectastain ABC Elite Kit; Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). 3, 3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB;
Sigma) reaction was intensified with nickelammonium sulfate. Sections were

mounted onto chrome-alumn gelatine coated slides and coverslipped.

For phosphorylated ERK12 (pERK:12), TH pSer31 and TH pSer40 labelling,
60 and 90 min after administration of naloxone or saline, rats were deeply
anaesthetized with an overdose of pentobarbital (100 mg/kg i.p.) and perfused
transcardially with phosphate-buffered saline (PBS pH 7.4; 1 mM NaF) followed
by fixative containing 4% paraformaldehyde in PBS. After removal of the
perfused brains, they were post-fixed in the same fixative and stored at 4°C
overnight. Free-floating coronal brain sections (30 pm thickness) throughout the
rostrocaudal extend of the hypothalamus were obtained on a Vibratome (Leica,
Nussloch, Germany), according to the Atlas of Paxinos and Watson [154], and

stored in cryoprotectant at —20 °C until histochemical processing.

The sections were pre-incubated in absolute methanol containing 10%
H:0:, and blocked with PBS containing 2% goat serum and 0.5% Triton-X-100.
Sections were then incubated in pERKiz (1:1500; sc-7383, Santa Cruz
Biotechnology), TH pSer31 (1:400; AB5423, Chemicon International) and TH
pSer40 (1:400; AB5935, Chemicon International) antibodies overnight. Antigens
were visualized by conventional avidin-biotin-immunoperoxidase protocol

(Vectastain ABC Kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).
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For double-label immunohistochemistries, c-Fos was revealed with DAB
intensified with nickel in the first position, and the pERK12, CRF or TH pSer31
were revealed with DAB in the second position. c-Fos immunohistochemistry
was performed as described previously, using the same primary antibody at a

dilution 1:3000.

4. In situ hybridization immunohistochemistry

Riboprobes for AVP and CRH hnRNAs, and for TH mRNA were
transcribed from plasmids provided by Dr T.G. Sherman (Georgetown
University), Dr A. Ericsson (The Salk Institute) and Dr. Zsuzsa Toth
(Semmelweis University, Budapest), respectively in the presence of 35S-uridine
triphosphate (DuPont-NEN, Boston, MA, USA). The template sequence
corresponds to nucleotides 684-1068 of the TH c¢DNA (GenBank accession
number M23598, provided by Dr. W.S. Young, NIMH, USA). Tissue sections
were mounted onto poly-L-lysine-coated slides (for AVP and CRF hnRNAs),
and onto SuperFrost Ultra Plus slides (Menzel GmbH, Braunschweig, Germany)
for TH mRNA, postfixed with 4% paraformaldehyde, then digested with
proteinase K at 37° C 20 min, acetylated, and dehydrated. 100 pL hybridization
mixture containing %S-UTP-labeled riboprobe (107 dpm/mL) was pipetted onto
the slides and hybridized overnight at 56° C. Sections were then rinsed in 4X
SSC, digested with ribonuclease A at 37° C for 30 min, gradually desalted and
washed in 0.1X SSC at 65-75° C for 30 min. Slides were exposed to image plates
for 24-48 h and analyzed in Phosphoimager. For CRF and AVP hnRNAs, the
slides were then dipped in NTB-3 nuclear emulsion (Eastman Kodak, Rochester,
NY, USA) and exposed for 1-3 weeks at 4° C, developed in D-19 developer, and

lightly counterstained with cresylviolet.
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5. Image analysis

For c-Fos immunolabelling quantitative analysis, images were captured
by means of Nikon Eclipse E600 microscope (Nikon Corporation, Tokyo, Japan)
equipped with a CCD camera (AVC-D7CE, Sony, Tokyo, Japan). c-Fos positive
cell nuclei were counted using the Macintosh-based NIH IMAGE 1.59 software
(available on the Internet: http://rsb.info.nih.gov/nih-image). The boundaries of
dorsal medial parvocellular (mpd) ventral medial parvocellular (mpv), dorsal
parvocelluar (dp) and posterior magnocellular (pm) subdivisions of the PVN
were outlined and the number of positive profiles was recorded after
thresholding the images to a common level. Total counts of the PVN were taken

bilaterally at regularly spaced intervals and expressed as mean + S.E.M.

Semi-quantitative densitometric analysis of CRF and AVP hnRNAs in
situ hybridization histochemistry was performed using the NIH IMAGE 1.59
software on nuclear emulsion coated slides. Optical density of inverted images
was detected on a 256-unit grey level scale under identical lighting conditions
using ‘Uncalibrated O.D.” function. Integrated density, which reflects both the
signal intensity and the number of pixels [number of pixels - (mean -
background)], were calculated in each slide. Since the number of pixels was
included in the measurement, considerable care was taken to ensure equivalent
areas were analyzed between animals. For reading CRH hnRNA signals, a
rectangular frame (625 um - 525 pm) was used at 10X magnification. Since AVP
hnRNA is distributed in two nonregularly spaced and adjoining compartments
in the PVH, AVP signals were analyzed by outlining the borders of
parvocellular and magnocellular parts based on the Nissl-stained sections. The
three maximal values of a given animal were chosen and averaged to obtain a

single integrated density value per region for each rat.
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Evidence of pERKup, as well as TH pSer 31 and pSer40 immunoreactivity
was determined using a computer-assisted image analysis system, Q500MC
(Leica, Madrid, Spain). This system consists of a light microscope (DMLB; Leica)
connected to a video camera (Sony 151-AP; Sony, Madrid, Spain) and the image
analysis computer. A square field (129 um side) was superimposed upon the
captured image (20X or 40X magnification) for use as a reference area. For the
parvocellular part of the PVN, the number of positive neurons of both the right
and left sides of three to four correlative sections was averaged per animal. For
the NTS-Az, the right and left sites of five to six sections were analysed and
averaged per rat. Measures were also averaged in each experimental group for

the PVN and NTS-Ao.

The same conventional light microscopy described above was used for
double immunostaining. c-Fos positive-pERKi12 positive, c-Fos positive-CRF
positive or c-Fos-positive TH pSer31 positive neurons, were identified as cells
with brown cytoplasmic deposits for pERKiz, CRF or TH pSer31-positive
staining and blue/dark nuclear staining for c-Fos. A square field (129 um) was

superimposed upon captured image for use as reference area.

Densitometric analysis of the TH mRNA in situ hybridization
histochemistry in the NTS was performed using the Advanced Image Data
Analyser (AIDA 3.1) software on scanned images obtained by BASReader
program (Raytest Isotopenmessgerate GmbH Straubenhardt, Germany). Brain
regions and neurons were clearly distinguishable by their specific and distinct
levels of TH mRNA expression. A 25 x 25 pixel square was used for the NTS.
Hybridized tissue signal was corrected by subtraction of non-hybridized tissue
area from the same section (as background) and expressed as corrected gray

level.
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6. Western blot analysis

Thirty, 60, 90 and 120 min after administration of naloxone or saline, rats
were killed by decapitation. The hypothalamic tissue containing the PVN [155]
and brainstem were dissected. The PVN and brainstem samples were placed in
homogenization buffer [phosphate-buffered saline (PBS), 2% SDS, protease
inhibitors plus a phosphatase inhibitor Cocktail Set], homogenized and
sonicated for 30 s prior to centrifugation. Samples containing 40 pg of protein
were loaded on a 10% SDS/polyacrylamide gel, electrophoresed and transferred
onto polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Millipore Corp., Bedford,
MA). Non-specific binding of antibodies was prevented by incubating
membranes in 1% BSA in TBST. The blots were incubated overnight at 4 °C with
the following primary antibodies: polyclonal anti-ERK (1:1000 dilution; sc-154,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA); monoclonal anti-pERK1.2 (1:1000; sc-
7383, Santa Cruz Biotechnology), polyclonal anti-(c-Fos) (1:2000; sc-52, Santa
Cruz); polyclonal anti-total TH (against phosphorylated and non-
phosphorylated TH; 1:1000 dilution; AB152, Chemicon International, Temecula,
CA); polyclonal anti-TH pSer31 (1:500; AB5423, Chemicon International);
polyclonal anti-TH pSer40 (1:500; AB5935, Chemicon International) or
polyclonal anti-B-actin (1:1000 dilution; #4967; Cell Signalling; Danvers, MA) in
TBST with BSA. Immunoreactivity was detected with an enhanced
chemiluminescence’s Western-blot detection system (ECL, Amersham Ibérica,
Madrid, Spain) and visualized by Amersham Hyper film-ECL. Quantification of
immunoreactivity corresponding to total and phosphorylated ERKs (42 and 44
kDa), c-Fos (62 kDa), total TH, TH pSer31 and pSer40 (60 kDa) and B-actin (45
kDa) bands was carried out by densitometry using Alpha Imager software

(Alpha Innotech, Madrid, Spain).
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7. Measurements of TH activity

Ninety and 120 min after saline or naloxone injection to placebo- or
morphine-pelleted animals, rats were killed by decapitation, the brain removed
and the hypothalamic PVN was dissected according to the method described
above. TH catalyzes the hydroxylation of tyrosine to generate L-DOPA and
water using tetrahydropterine (BH4) as a cofactor. TH activity is measured by

quantifying tritiated water production from 3,5-[*H]L-tyrosine.

8. Corticosterone and ACTH assays

At the end of the treatment, rats were killed by decapitation. Trunk blood
was collected into ice-cooled tubes containing 5% EDTA and then was
centrifuged. Plasma was separated, divided into two aliquots and stored at -80
°C until assayed for corticosterone or ACTH. Plasma levels of corticosterone and
ACTH were estimated, as sensitive markers of the HPA axis activity, with
commercially available kits for rats (*I-corticosterone and !*I-hACTH

radioimmunoassay, MP Biomedicals, Orangeburg, NY, USA).

9. Statistical analysis

Data are presented as mean + S.E.M. Data were analysed using two or
three way analysis of variance (ANOVA). One way ANOVA followed by a post
hoc Newman-Keul’s test was used for comparing the means among groups.
Unpaired Student’s t-test was used when comparisons were restricted to two
experimental groups. Differences with a P-value < 0.05 were considered

significant.
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RESULTS

1. Activation of stress-related hypothalamic neuropeptide gene

expression during morphine withdrawal

Morphine withdrawal results in serious affective and somatic symptoms
including activation of the HPA axis. To reveal secretory, activational and
transcriptional changes in the hypothalamus of morphine-dependent rats
during naloxone-precipitated opioid withdrawal, we measured corticosterone
secretion, c-Fos induction and hnRNA levels of CRF and AVP in naive and
morphine dependent animals injected with saline or naloxone. Naloxone-
precipitated morphine withdrawal resulted in a significant increase in
corticosterone secretion and induction of neuronal activation in the
hypothalamic PVN 2 h after challenge. Using probes complementary to intronic
sequences of genes encoding neuropeptides in parvocellular neurosecretory
neurons of the PVN, we found robust increases in CRH and AVP hnRNAs in
morphine-dependent rats during naloxone-precipitated withdrawal. Naive rats
and animals that were implanted with morphine pellets for 8 days did not
display significant up-regulation of ongoing neuropeptide expression in the

parvocellular compartment of the PVN.

The CRF and AVP hnRNAs has been colocalised with c-Fos in neurons in
the parvocellular part of the PVN during morphine withdrawal. In addition to
hypophyseotropic neurons, naloxone-precipitated withdrawal resulted in a
marked activation in autonomic-related projection neurons in PVN and in the
magnocellular neurons in the PVN and SON. These activations however were

not associated with induction of CRH or AVP hnRNAs.

In conclusion, significant induction of stress-related neuropeptide genes,

CRF and AVP was detected in the hypophyseotropic cell population of the
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hypothalamic PVN during naloxone-induced morphine withdrawal. We have
confirmed widespread neuronal activation throughout the rat brain stem and
limbic areas that are in the position to drive HPA axis. However, identification
of afferent mediators and molecular mechanisms driving neuropeptide
transcription in morphine dependent subjects during opioide withdrawal

remains to be elucidated.

2. Regulation of extracellular signal-regulated kinases (ERKs)
by naloxone-induced morphine withdrawal in the brain

stress system

Our previous studies have shown that morphine withdrawal increases
the HPA axis activity, which is dependent on a hyperactivity of noradrenergic
pathways (NTS-A:) innervating the hypothalamic PVN. The ERKs has been
implicated in drug addiction, but its role in activation of PVN and NTS during
morphine dependence remain poorly understood. We have determined the
activation of ERKi2 during morphine dependence and withdrawal as well as its
involvement in morphine withdrawal-induced gene expression. We show that
naloxone-induced morphine withdrawal activates ERKi2 and increases c-Fos

expression in rat PVN and NTS-A: neurons.

Activated ERKi2 was co-localized with c-Fos in both nuclei and this
response was blocked by SL327, a drug that prevents ERK activation. In the
PVN from morphine-withdrawn rats the number of neurons expressing CRF
was increased. Immunohistochemical study showed a dramatic increase in c-Fos

immunoreactivity within CRF-positive cells.

In summary, these results suggest that activation of ERKi2 might be

involved in morphine withdrawal-induced activation of brain areas associated
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with the stress system because the effects of morphine withdrawal on c-Fos

expression was decreased by blocking the ERK signalling pathway.

3. Regulation of Ser31 and Ser40 TH phosphorylation during
morphine withdrawal in the hypothalamic PVN and NTS-A:

cell group. Role of ERK12

Short-term regulation of catecholamine biosynthesis occurs through
phosphorylation of TH, which enhances enzymatic activity. In the present
study, we have evaluated the possible changes in transcriptional and/or post-

transcriptional TH regulation during morphine dependence and withdrawal.

Our results show that, during morphine dependence and withdrawal,
there is an increase in total TH protein (phosphorylated and non-
phosphorylated) in the NTS, but not in the PVN. The effect of morphine
withdrawal on site-specific TH phosphorylation in the PVN and NTS-A: was
determined by quantitative blot immunolabelling and immunohistochemistry
using phosphorylation state-specific antibodies. We show that naloxone-
induced morphine withdrawal phosphorylates TH at Ser31 but not at Ser40 in
PVN and NTS-A>, which is associated with both an increase in total TH
immunoreactivity in NTS-A: and an enhanced TH activity in the PVN. In
addition, we demonstrated that TH neurons phosphorylated at Ser31 coexpress

c-Fos in NTS-Ao.

We then tested whether pharmacological inhibition of ERKs activation by
MEK contributes to morphine withdrawal-induced phosphorylation of TH at
Ser31. Currently, the only signalling pathway which is known to phosphorylate
TH at Ser31 residue is the ERKs one. Here, we show that the ability of morphine

withdrawal to stimulate phosphorylation at this seryl residue is reduced by
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SL327, an inhibitor of ERKi. activation. These results suggest that morphine
withdrawal increases NA turnover in the PVN, at least in part, via ERKipe-

dependent phosphorylation of TH at Ser31.

4. Influence of adrenalectomy on TH mRNA expression,
phosphorylation and enzymatic activity in the NTS during

morphine dependence and withdrawal

This study investigated the potential contribution of elevated GC at the
time of morphine withdrawal in TH. Present results show that noradrenergic
neurons from NTS-A: are stimulated during morphine withdrawal, as indicated
by increased TH mRNA expression. Surgical adrenalectomy (ADX/C) that
eliminated morphine withdrawal-induced corticosterone secretion attenuated

the augmentation of TH gene expression.

Total TH levels were elevated in the NTS-A: from sham-operated rats,
whereas we did not find any alteration in ADX/C animals. Furthermore, high
levels of TH phosphorylated (activated) at Ser31 (but not at Ser40) were found in
the A: area from sham-morphine withdrawn rats. Consistent with these effects,
we observed an increase in the enzymatic activity of TH in the PVN. However,
morphine withdrawal did not alter the number of TH-positive neurons
phosphorylated at Ser31 in NTS-A: and decreased TH activity in the PVN from
ADX/C rats.

These results suggest that elevated GC during morphine abstinence may
play a permissive role in morphine withdrawal-induced activation of

noradrenergic pathway innervating the PVN.
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DISCUSSION

1. Activation of stress-related hypothalamic neuropeptide gene

expression during morphine withdrawal

Morphine withdrawal results in serious affective and somatic symptoms
including activation of the HPA axis. Spontaneous or naloxone-precipitated
morphine withdrawal results in activation of the HPA axis as revealed by
increased secretion of ACTH and corticosterone [79, 80]. It seems likely that
activation of HPA during opiate withdrawal is driven predominantly by the
hypothalamus because naloxone injection in morphine dependent rats results in
expression of the neuronal activation marker c-Fos in the stress-related neurons
of the hypothalamic PVN [74, 75, 156, 157]. The hypothalamic activation is
accompanied with significant depletion of hypothalamic neuropeptide stores as
revealed by the decrease of CRF immunoreactivity in the parvocellular

neurosecretory neurons in the PVN [158].

In addition to CRF, parvocellular neurosecretory neurons are capable to
synthesize multiple bioactive peptides with ACTH secretagogue activity.
Foremost among these is AVP that promotes CRF action at the corticotrope cells
of the anterior pituitary and is involved in mediation of long-lasting changes in
sensitivity and responsiveness of HPA axis to subsequent stimuli [59-62].
Although morphine withdrawal in rats has been reported to induce facilitated
stress response to restraint on short-term and attenuated stress-induced ACTH
levels on long-term [80, 159], the role of AVP in these HPA derangement has

not been studied yet.

In situ hybridization histochemistry with intron specific probes is a
relatively reliable method for assessment of rapid changes in gene transcription

in individual central nervous system neurons as compared and validated with

152



Cristina Nurfiez Parra Discussion

nuclear run-on assays [160]. These intronic probes hybridize to sequences in the
primary transcript (hnRNA) from the gene that allowed detection of rapid
changes of CRF [61, 160, 161]. Our results provide evidences that activation of
HPA  during naloxone-precipitated morphine withdrawal involves
transcriptional up-regulation of hypophyseotropic CRF and AVP expression in
the hypothalamic PVN.

As it has been previously reported, contradictory data have been
appeared concerning the effect of chronic morphine administration on
hypothalamic CRF. In contrast to our previous data indicating a decrease in
CRF mRNA levels in the PVN during chronic morphine treatment [76], other
studies have shown no significant changes in CRF mRNA levels in the PVN [77,
78], while increased CRF mRNA signals were detected by others [79, 80].
During morphine withdrawal a bigger drop in CRF mRNA levels in PVN was
reported by our laboratory, whereas others have not found any changes in CRF

mRNA content [78].

It seems likely that the mode of morphine withdrawal has also an impact
on the hypothalamic CRF expression. Spontaneous withdrawal is less effective
in inducing CRF transcription than the naloxone-precipitated morphine
withdrawal [77]. Our results, obtained by intron specific probes, support the
view that continuous morphine administration does not activate ongoing CRF
synthesis in the hypophyseotropic neurons of the PVN; however, stress-related
parvocellular CRF expression is dramatically up-regulated in response to

naloxone precipitated withdrawal.

Parvocellular neurosecretory neurons in the PVN contain significant
hybridizable pool of CRF mRNA under basal conditions. Little is known of the

extent to which alterations in secretion, axonal transport, transcription and
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post-transcriptional processing events affect CRF mRNA levels in the
hypothalamic stress-related neurons. For example, despite the robust activation
of ACTH and corticosterone secretion and the increases of relative levels of and
the number of cell expressing CRF hnRNA following ether stress, assessments
of CRF mRNA revealed no significant elevation over control levels [61, 162].
Similar reasons may account for the inconsistencies found in CRF mRNA levels
after naloxone precipitated morphine withdrawal with no change [78] or even

decrease [76] reported.

In addition to CRF, parvocellular neurons in the PVN are capable to
express AVP, which is generally held as the regulated variable governing HPA
output activity in a situation specific manner [60, 163]. In contrast to previous
study that indicated no change of AVP mRNA levels over the PVN after
naloxone-precipitated morphine withdrawal [76], we report the increase of AVP
hnRNA signal in the parvocellular neurosecretory neurons. This supports the
usefulness of intron-specific probes in analyzing transcriptional changes of AVP
gene especially in the PVN, where substantial amount of AVP mRNA pool in
the magnocellular compartment may limit the ability to detect changes in
parvocellular AVP expression. Parvocellular AVP expression has been
hypothesized to mediate long-term changes in stress responsiveness after acute
stressors. For instance, single injection of interleukin-1 or cocaine results in
AVP-mediated hyperresponsiveness of HPA axis. Morphine withdrawal also
results in changes of responsiveness of the animals to further stressors, and
induction of AVP transcription in the stress-related parvocellular

neurosecretory cells may be involved in this process.

c-Fos induction in the hypothalamic PVN confirms the acute neuronal
activation in response naloxone-precipitated morphine withdrawal in the

dorsal aspect of the medial parvocellular subdivision of the nucleus [74]. The
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signals that trigger transcriptional and synthetic activities of the PVN neurons
during morphine withdrawal may originate from (a) depleted peptide stores,
(b) activation of afferent inputs to the neurosecretory neurons, and/or (c) release
from tonic inhibition. It has been reported previously that naloxone-
precipitated morphine withdrawal results in a dramatic depletion of
neuropeptide stores in the median eminence [158], although the exact
mechanisms governing secretion-transcription coupling is not fully
characterized in these neurosecretory neurons. Increased activity of
noradrenergic inputs to the PVN seen after naloxone injection to morphine
dependent rats might also be responsible for the transcriptional up-regulation
of CRF and AVP genes. Withdrawal-induced activation of noradrenergic
afferents to the PVN is well documented [70, 73, 75, 111] and NA infusions to
the PVN result in activation of CRF [164] and AVP [165] genes. CRF neurons in
the PVN are under tonic inhibition posed by GABA- and opiatergic inputs.
Suspension of this inhibitory influence results in activation of stress-related
neuropeptide expression [166, 167]. Opiate withdrawal precipitated by
naloxone doses that only induce an aversive state without somatic signs, results
in c-Fos mRNA induction in several limbic areas such as the basolateral
amygdala (BLA), hippocampus, VTA and extended amygdala [168]. These
areas are connected, directly or indirectly, with the hypothalamic stress-related
neurons. Therefore, the role of these limbic inputs in activation of neuropeptide

expression in the parvocellular PVN can not be ruled out.

There are uncertainties about the molecular mechanism that drive CRF
and AVP transcription in the stress-related neurons during naloxone-
precipitated morphine withdrawal. We have previously reported that stress-
induced up-regulation of CRF and AVP expression in the parvocellular
neurosecretory neurons is compatible with phosphorylation of CREB and

activation of transcription factors encoded by IEGs, such as members of fos and
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jun families, respectively [61, 62]. To support the involvement of
AMPc/PKA/CREB transduction pathway in the activation of parvocellular
neuropeptide expression it was recently found that specific inhibition of PKA
resulted in attenuated c-Fos induction in the PVN during morphine withdrawal
[13]. CREB has been implicated as transcriptional regulator of many genes,
including CRF, AVP and c-Fos and has been recently proposed as a marker for
neuronal plasticity during withdrawal [11, 169]. Time course studies on the
expression sequence of neuropeptide and IEGs in combination with the analysis
of regulatory regions of neuropeptide genes implicated the transcription factor
AP-1 in regulation of AVP genes in the parvocellular neurons [163]. AVP gene
contains sequences resembling canonical CRE and AP-1 response elements,
both of which might play a role in driving parvocellular AVP transcription in

morphine-withdrawn animals.

Analysis of c-Fos immunostained material revealed that neuronal
activation in the PVN following morphine withdrawal was not limited to the
CRF-secreting  parvocellular ~ subdivision. = Naloxone-induced  c-Fos
immunoreactivity was reliably detected in cells of the magnocellular division as
well as in the SON. Based on their topography as well as direct co-staining
experiments, these were found to correspond to both oxytocinergic and
vasopressinergic neurons. Up-regulation of AVP mRNA was revealed in the
magnocellular neurons of morphine dependent animals during spontaneous
withdrawal [77]. Increased oxytocin release into the hypophyseal portal
circulation [170], and increased OT expression [171, 172] in the PVN and SON
was detected during naloxone-precipitated morphine withdrawal. In contrast to
the situation seen in parvocellular neurons, activation of magnocellular
oxytocinergic neurons during morphine withdrawal seems to be independent

of catecholaminergic inputs originating in the brainstem [172-174].
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In addition, the third major visceromotor cell type in the PVN, the one
that give rise to long descending projections to brain stem and spinal cord
autonomic centers, displayed c-Fos activation during naloxone precipitated
morphine withdrawal [175]. It is not clear at the present stage of the analysis
whether this neuronal activation may be directly related to the increased
sympathetic activity that has been reported following drug withdrawal. The
effect of morphine withdrawal is not limited to the hypophyseotropic CRF
system. Extrahypothalamic CRF has been implicated in anxiety and aversion
associated with opiate withdrawal. CRFIR antagonists attenuated several
behavioural signs of opiate withdrawal [176] as well as footshock stress-
induced reinstatement of heroin seeking and morphine-conditioned place
preference [130]. CRF plays a role in the elevation of withdrawal-induced
noradrenergic transmission [177], while chronic morphine selectively sensitizes
LC noradrenergic neurons to CRF [178]. These mechanisms contribute to the
facilitated neuroendocrine stress response seen in morphine dependent rats

after withdrawal [159].

CREF is also recognized as an anorexic factor and extrahypothalamic CRF
released during withdrawal may contribute to the weight loss seen in morphine
dependent rats during withdrawal. Elevated levels of CRF mRNA were found
in the CeA [179] but not in the BNST in morphine treated rats and naloxone-
precipitated withdrawal [79]. However, using intron-specific probes we could
not detect transcriptional activation of the CRF gene in extrahypothalamic brain
sites in response to chronic morphine treatment or naloxone-precipitated

withdrawal.

In conclusion, significant induction of stress-related neuropeptide genes,
CRF and AVP was detected in the hypophyseotropic cell population of the

hypothalamic PVN during naloxone precipitated morphine withdrawal. We
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have confirmed widespread neuronal activation throughout the rat brain
following opiate withdrawal including those brain stem and limbic areas that
are in the position to drive HPA axis. However, identification of afferent
mediators and molecular mechanisms driving neuropeptide transcription in
morphine dependent subjects during opioid withdrawal remains to be

elucidated.

2. Regulation of extracellular signal-regulated kinases (ERKSs)
by naloxone-induced morphine withdrawal in the brain

stress system

ERKs, one member of the MAPK family, transducers a broad range of
extracellular stimuli into diverse intracellular responses, and are involved in
various central processes, including drug addiction [16, 17]. In rat brain, chronic
morphine treatment has been shown to regulate ERKi. catalytic activity in a
region-specific manner [180]. Numerous investigations have demonstrated that
modulation of ERKs pathway in different brain regions is relevant to tolerance,
dependence and reward [18, 19] after addictive drugs administration. In our
study, we found that naloxone-induced morphine withdrawal increased
phosphorylated ERKi2 in rat PVN and NTS, indicating that this treatment
stimulated ERKSs activity. Moreover, the morphine withdrawal-induced
increase in ERKSs activity was shown to be attributable to an enhancement in the
phosphorylation state of the enzyme, without a change in total ERK
immunoreactivity. This suggests that the effects of morphine withdrawal that
may be mediated by ERKi are likely to be affected through the activation (via

phosphorylation) of ERKs.

This study shows that chronic morphine treatment did not induce

changes in basal ERKs activity in PVN or NTS. In this context, a recent study
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[181] also reported that chronic morphine treatment failed to alter the levels of
MEK:2 immunoreactivity in various brain regions, whereas naloxone-induced
withdrawal produced a robust stimulation of MEK in the cerebral cortex and
corpus striatum, indicating that morphine withdrawal is associated with
activation of the ERK pathway. These results contrast with findings observed in
several brain regions. For example, chronic morphine treatment in rats was
shown to increase ERK activation in the VTA [182], caudate/putamen and LC
[183] and decrease the levels of pERK in the NAc [180], spinal cord and also in
some other structures of the rat brain. Thus, the ERK pathway appears
differentially regulated depending on the brain structure studied, showing

therefore the complex morphine actions at the intracellular levels [16].

It has been shown that morphine dependence and withdrawal alters the
levels and/or activity of various signalling elements. These chronic adaptive
molecular mechanisms involve gene expression and/or some protein kinases,
which are relevant for signalling processes involving protein phosphorylation
and gene expression [9]. ERK is a family of serine/threonine protein kinases that
have been functionally linked to addiction through phosphorylation of
transcription factors leading to changes in target gene expression [9]. The single
ERK immunostaining experiments revealed that 90 min after naloxone-induced
morphine withdrawal pERKSs are expressed in the parvocellular division of the
PVN, the primary location of CRF neurons, and in the NTS-A:
catecholaminergic cell group. In support of our previous observations [74],
present experiments also show that morphine withdrawal gives rise to an
increase in c-Fos expression in the parvocellular division of the PVN as well as
in the NTS-A:. Phosphorylation of ERK is one of the major pathways for
induction of c-Fos. In agreement with this, attenuated morphine withdrawal-
induced c-Fos expression was found after treatment with the MEK inhibitor

SL327 in both the PVN and NTS. It suggests that activation of ERK pathway
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may be implicated in morphine withdrawal-induced parvocellular neurons

activation in the PVN and catecholaminergic activation in the NTS.

Importantly, present experiments show that most of the c-Fos positive
neurons in the parvocellular division of the PVN co-express pERKiz. The
enhanced PVN neuronal activity that we reported here, as illustrated by
increased c-Fos expression, was expected to be related to an increased
transcription of genes encoding CRF. In agreement, we found a significantly
morphine withdrawal-induced increase in CRF positive cells in the PVN.
Additionally, most of the c-Fos express into CRF neurons. These results suggest
that the PVN ERK activation may contribute to CRF neurons activation via c-

Fos expression.

Increases in ERK activation directly translate into downstream
phosphorylation of cytosolic effectors that govern specific neuronal function.
The morphine withdrawal-induced activation of ERKiz in c-Fos positive
neurons in the NTS is interesting, given the prior evidence that during
morphine withdrawal most of TH positive neurons expressed c-Fos in this
brain region [73-75]. Moreover, CRF and noradrenergic activity have been
shown to be activated during withdrawal from most drug of abuse and it has
been hypothesized that the interaction of CRF/NA may be a stress mechanism
contributing to the development of addiction [39, 55]. Given that TH is
phosphorylated on a specific serine residue (Ser31) by the ERK [151], it is
possible that activation of ERK provides a way in which TH is regulated under
morphine dependence. Together, all these findings suggest that morphine
withdrawal might stimulates the activity of noradrenergic pathways
innervating the PVN by means of increased ERK activity, which agree with

other finding showing that morphine increases ERK phosphorylation in the
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VTA, which, in turn, contributes to drug-induced increases in TH expression

[184].

3. Regulation of Ser31 and Ser40 TH phosphorylation during
morphine withdrawal in the hypothalamic PVN and NTS-A:

cell group. Role of ERK12

A variety of physiological stressors stimulates catecholamine synthesis
through regulatory effects on TH. Short-term regulation of catecholamine
biosynthesis occurs through phosphorylation of TH, which enhances enzymatic
activity, whereas long-term regulation is achieved through changes in the level
of TH protein [151, 185]. TH activity is directly regulated by phosphorylation at
Ser31 and Ser40 [149, 151]. Changes in the state of phosphorylation of TH are
critically involved in the regulation of catecholamine synthesis. In particular,
increases in the phosphorylation of Ser31 and Ser40 accelerate TH activity,

thereby stimulating production of neurotransmitter [149].

Previous results from this laboratory have shown that activation of
noradrenergic terminals innervating the PVN modulates the HPA axis activity
in response to morphine withdrawal. Thus, morphine withdrawal but not
chronic morphine treatment increases NA turnover and c-Fos expression in the
PVN concomitantly with an increase in corticosterone secretion as well as the
activity of NTS TH-positive neurons (as reflected by c-Fos expression; [74])[70,
73]. These effects were inhibited by adrenoceptor antagonists, which indicates
that the hyperactivity of the axis during morphine withdrawal is mediated via a
stimulatory noradrenergic pathway [111]. Additionally, we reported that
morphine withdrawal is associated with an increase in TH enzymatic activity in

the PVN, a projection area of noradrenergic neurons arising from NTS-A: [75].
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However, the identities of the TH Ser residues that are phosphorylated during

morphine withdrawal are not well characterized.

In the present study, we have shown that naloxone-induced morphine
withdrawal greatly increased the level of TH phosphorylation at Ser31 in rat
PVN, concomitantly with enhanced TH activity. We also found that morphine
withdrawal increased levels of TH phosphorylated at Ser31 in the NTS.
Together, these data suggest that Ser31 phosphorylation of TH may be an
important modulator of TH activity during naloxone induced-morphine
withdrawal and might be directly involved with regulating NA turnover in

morphine-withdrawn rats.

It is well known that phosphorylation of Ser40 results in a considerable
increase in TH activity [149]. Association of Ser40 phosphorylation with TH
activity and catecholamine synthesis in vivo has been shown. Striatal Ser40
phosphorylation was increased concomitantly with enhanced TH activity and
DOPA biosynthesis [186]. However, TH activation has been shown to occur in
absence of Ser40 phosphorylation [187]. In the present work, similar number
TH Ser40-positive cells was seen in the NTS from control and from morphine
dependent rats. Additionally, no changes in pSer40 TH levels were found in the
PVN from morphine-withdrawn rats. From these results, one is tempted to
suggest that Ser40 phosphorylation is unlikely to be of major importance in the
activation of TH by morphine withdrawal, although it might play a role in
maintaining activity under basal conditions. Present data are in agreement with
recent findings suggesting that sustained phosphorylation of TH at Ser40 could
be the mechanism for maintenance of catecholamine synthesis in order to

replace those released in response to nerve stimulation [188].
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In the present study it should be noted that TH protein expression was
increased in NTS in morphine dependent rats, suggesting that the effect of
morphine is mediated through both the activation (via phosphorylation) of TH
and the up-regulation of its expression, which is in agreement with previous
results from this laboratory [75]. It is well known that the regulation of TH
enzyme through levels and activity represents the central means for controlling
the synthesis of catecholamine. There is now evidence that TH protein levels
and activity can be regulated by two different categories: short-term regulation
of enzyme activity (e.g. enzymatic phosphorylation) and medium- to long-term
regulation of gene expression (transcriptional regulation; [149, 185]. One of the
most consistent biochemical changes seen in response to chronic morphine
exposure is up-regulation of TH [12, 189]. In the LC, chronic morphine
administration has been shown to increase levels of TH immunoreactivity,
which could be expected to increase the capacity of these neurons to synthesize
NA [1]. In addition, it has been proposed that drugs that perturb
catecholaminergic function can induce changes in the TH mRNA and protein
expression. Thus, morphine and cocaine increases TH immunoreactivity in

dopaminergic brain reward regions.

An AP-1 sequence has been identified in the TH gene [190]. Because both
cocaine and morphine induced the expression of Fos, it has been hypothesized
that this transcription factor augments TH transcription by binding to the AP-1
site [185]. Additionally, it has been proposed that GC represent one of several
different classes of hormones that regulate levels of TH mRNA. Thus, TH
protein and mRNA were shown to be increased by GC [191, 192]. Moreover, a
GC regulatory element (GRE) is postulated to exist in the TH gene [185].
According to the present results showing an increase in ACTH and

corticosterone release, previous findings from our laboratory have
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demonstrated that morphine withdrawal produces a marked increase in plasma

corticosterone levels [70, 158].

Together, all these data might suggest that morphine withdrawal could
increase TH immunoreactivity levels in the NTS through c-Fos expression and
through the increased corticosterone release, which agree with recent findings
from this laboratory showing an increase in TH protein levels in the NTS-A:
[75]. Similar results have also been shown in the LC and VTA, where chronic
morphine upregulates TH immunoreactivity by a transcriptional mechanism
[12, 189]. Our results also show increased TH immunoreactivity in the NTS
from morphine dependent animals given saline instead naloxone. Since this
treatment did induce neither c-Fos expression nor corticosterone release, our
findings might suggest that post-transcriptional mechanisms could be
responsible for the enhanced TH levels, as has been proposed for other brain

areas [189].

As previously mentioned, it is well established that acute activity of TH
is regulated by protein phosphorylation. Four serine residues, namely Ser8, 19,
31 and 40, located near N-terminal end of the protein, can be phosphorylated by
a number of protein kinases. The only protein kinases reported to
phosphorylate TH at Ser31 in wvitro and in vivo were ERKi2 [151].
Phosphorylation of TH at only Ser31 in situ increases TH activity and
catecholamine synthesis [149]. Given that TH is phosphorylated on a specific
Ser residue (Ser31) by the ERKs, and we have shown that during morphine
withdrawal there is an increase in ERKi.2 activation, it is possible that activation
of ERKi2 provides a way in which TH is regulated under morphine

dependence.
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In the present study, we therefore utilized the MEK inhibitor SL327 to
check the involvement of ERKie in the TH phosphorylation at Ser31 during
morphine withdrawal. We found that treatment with 100 mg/kg (a dose that
selectively blocks MEK; [193]) decreased the morphine withdrawal stimulation
of Ser31 phosphorylation in the PVN and abolished this stimulation in the NTS.
These data suggest that morphine withdrawal induced an activation of ERKSs,
which results in enhanced Ser31 phosphorylation. Whereas TH pSer31
immunoreactivity returned to basal levels in the NTS, the MEK inhibitor did
not reduce TH pSer31 immunoreactivity to baseline in the PVN. ERK activation,
and then TH phosphorylation is well documented to involve both a raf-MEK-
dependent and a raf-MEK-independent pathways [194, 195]. Thus, phorbol
esters, which are activators of PKC, elicit phosphorylation of TH at Ser31,
suggesting that ERK can be activated in a PKC-dependent manner [150, 195].
Additionally, it has been shown that, although PKC does not directly
phosphorylate Ser31, it does trigger modification of the site by other kinases
[185]. Given that Ser31 phosphorylation of TH in the PVN was not totally
reversed by the MEK inhibitor, it is tempting to suggest that morphine
withdrawal achieves this phosphorylation, at least in part, via a PKC-

dependent activation of ERKip.

Consistent with previous results [111], present data show that morphine
withdrawal produced corticosterone and ACTH hypersecretion. Whereas data
presented here clearly indicate that morphine withdrawal increases Ser31
phosphorylation and that this is probably mediated in part by a MEK activation
of ERK12, MEK activation does not appear to be necessary for the withdrawal-
induced increase in the secretor activity of the HPA axis. Thus, the MEK
inhibitor SL327 did not block the increase in corticosterone and ACTH release
in response to morphine withdrawal, leaving us to conclude that the secretor

activity of the HPA axis following morphine withdrawal is most likely because
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of other signalling pathways. Previous reports from our laboratory indicate that
inhibition of PKC significantly blocked the corticosterone secretion during
morphine withdrawal [196]. These findings are consistent with the observation
that PKC is up-regulated in the PVN during morphine dependence and may
suggest that PKC activity is necessary for the increased HPA axis activity

during morphine withdrawal [15].

In conclusion, the present study suggests that morphine withdrawal
might stimulate TH activity and accelerate NA turnover in the PVN via a
mechanism involving activation of ERKs and phosphorylation of TH at Ser31,
which agree with other findings showing that morphine increases ERK
phosphorylation in the VTA, which, in turn, contributes to drug-induced
increases in TH expression [184]. In addition, morphine withdrawal appears to
stimulate the secretor activity of the HPA axis in a MEK-ERK independent

manner.

4. Influence of adrenalectomy on TH mRNA expression,
phosphorylation and enzymatic activity in the NTS during

morphine dependence and withdrawal

The HPA axis is the common pathway activated by addictive drugs and
stress. Evidence has demonstrated that the GR is a major substrate for drug
abuse [197]. For example, a role for GC has been proposed in drug-seeking
behavior [198], but the exact contribution of the HPA axis to stress-driven drug
use remains unclear. GC exert their feedback effects not only by inhibiting the
secretion of CRF in the PVN, but also by modulating neuronal inputs to the
PVN in the central stress pathways [152]. An important target of the GC action
is the noradrenergic pathways from the brain stem (NTS-Az). These pathways
are activated by stress [103, 199] and mediate the release of CRF and ACTH
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through stimulation of adrenoceptors [200]. Given the prominent role of NTS in
morphine withdrawal responsiveness at PVN level, it is important to determine

whether the depletion of GC regulates TH function in the NTS-Ao.

In agreement with previous results [201], sham adrenalectomized,
morphine-dependent rats gained significantly less weight than placebo-
implanted controls that might be due to the reduced food intake observed in
these animals. Interestingly, the changes in body weight of our animals with
continuous release morphine pellets are similar to that reported after
intermittent morphine treatment [159], where the reduced weight gain has been
communicated as a result of chronic stress associated with repeated
withdrawal. Food intake and body weight gain of adrenalectomized rats was
significantly reduced compared to sham operated controls confirming the
orexigenic/adipogenic action of GC hormones [202, 203]. Morphine dependence

in ADX animals further reduced the weight gain and food intake.

Ongoing drug use in an opiate-addicted individual could be reinforced
by withdrawal reactions that occur when drug use is halted abruptly [5, 57].
Increased NA in the brain has long been implicated in opioid dependence [100]
and also for the avoidance behaviors after occurrence of withdrawal reactions
[204, 205]. In addition, the ventral noradrenergic bundle, which innervates the
hypothalamus and extended amygdala, underlie NA ability to impinge upon
brain system that control multiple aspects of drug addiction, including
sensitization, reward and relapse [97, 205] However, little is known about
endogenous factors that regulate noradrenergic neurons function during opioid

withdrawal.

Basal TH expression is dependent on a number of transcriptional

regulators. The CRE and the AP-1 sites and other within the most proximal
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gene promoter participate in basal expression of TH in the brain [206].
Moreover, a GRE sequence is postulated to exist in the TH gene [185].
Additionally, it has been proposed that GC represent one of several different
classes of hormones that regulate levels of TH mRNA. Thus, TH protein and
mRNA were shown to be increased by GC [191, 192]. Present results show
elevated plasma GC level in sham-operated rats after naloxone-induced
morphine withdrawal, which parallel with enhanced TH mRNA levels in the
NTS-Az, suggesting that TH expression is controlled by transcriptional
regulation. Similar results have also been shown in the LC and VTA, in which
chronic morphine up-regulates TH immunoreactivity by a transcriptional
mechanism [12, 189]. In addition, our data show that adrenalectomy did not
induce significant increases in the in situ expression of TH mRNA. This finding
clearly suggests that GC affect the mRNA expression in the noradrenergic A

cell group.

Although GRs stimulation is known to increase TH gene transcription,
the mechanisms have not been elucidated. Sequence with homology to the
canonical GRE has been identified in the TH promoter region of several species
[185]. Brainstem NA cell groups express high levels of GRs [120, 207] and it has
been shown that GC have a permissive role in noradrenergic neurotransmission
[208]. We have recently shown that an intact PVN noradrenergic transmission is

critical for morphine withdrawal-induced activation of the HPA axis.

Present results show that ADX/C rats failed to show elevated TH mRNA
expression or TH protein levels in the NTS, suggesting that elevated
corticosterone levels, because of opioid withdrawal, were necessary for
morphine withdrawal-induced increased TH transcription and levels. In
accordance with our results, previous findings have shown that suppression of

GRs modifies mRNA responses to cocaine [209].
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In the present work, we have found that many NA neurons of the Az cell
group from sham-operated rats were stimulated 2 h after naloxone-induced
morphine withdrawal, as revealed by an increase in the levels of TH
phosphorylated at Ser31. Concomitantly, there was an enhanced TH activity at
the PVN level. The findings that in ADX/C rats the number of neurons
phosphorylated at Ser 31 did not change during morphine withdrawal, beside
the fact that TH activity was reduced, indicate that GC may stimulate
noradrenergic pathways innervating the PVN through an increase in TH
phosphorylation at Ser31. We have observed that naloxone-induced morphine
withdrawal increases phosphorylated ERKi. in the rat NTS neurons, indicating
that this treatment increased ERK activity. Moreover, treatment with the MEK
inhibitor SL327 decrease ERK activation and abolishes the morphine
withdrawal stimulation of TH Ser31 phosphorylation and c-Fos expression in
the NTS. Recently, it has been shown that ERK are crucial for some molecular
actions of GC [210, 211]. Taken together, these data might suggest a role of ERK

on TH activation during elevated GC levels

In conclusion, present evidence suggests that TH mRNA expression in
the NTS-A: area might be regulated by circulating GC during morphine
withdrawal. Because of this, there was no change in either TH phosphorylation
(activation) in the NTS or TH activity in the PVN in ADX/C rats. This up-
regulation of TH expression and catalytic activity in sham-operated rats would
be expected to increase the capacity of noradrenergic neurons to synthesize NA,
which then could contribute to the dramatic increase in NA turnover in the

PVN and to the associated HPA axis activity.
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CONCLUSIONS

1. According to previous data, present study shows an activation of the
HPA axis during morphine withdrawal. Cocomitantly, it was observed a
marked activation of the PVN (as revealed by c-Fos expression) and
robust increases in CRF and AVP hnRNAs in the parvocellular part of
the PVN. These results indicate that activation of HPA axis during
morphine withdrawal involves induction of stress-related neuropeptides

genes, CRF and AVP.

2. Present results show that noradrenergic neurons from NTS-A: (which
innervates the PVN) are stimulated during morphine withdrawal. In
addition, widespread neuron activation of limbic areas that are in
position to drive HPA axis were also stimulated. These mechanisms
would contribute to the facilitated stress reponse seen in morphine-

withdrawn rats.

3. Activated ERKi2 were colocalized with c-Fos in the PVN and NTS-A..
This activation was found in CRF- and TH-positive neurons in the PVN
and NTS-A:, respectively. These responses were blocked by SL327, that
prevents the ERK activation. These results suggest that activated ERK12
might be involved in morphine withdral-induced activation of brain

areas associated with the stress system.

4. Morphine withdrawal phosphorylates TH at Ser31 but not at Ser40 in the
PVN and NTS-A:, which was associated with both an increase in total
TH in NTS-A2 and enhanced TH enzymatic activity in the PVN.

Inhibition of ERKi.2 activation reduces phosphorylation of TH at Ser31.
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6.

These results suggest that morphine withdrawal increases NA turnover

in the PVN via ERKi2-dependent phosphorylation of TH at Ser31.

Increased TH mRNA induction in the NTS-A>2 was found after naloxone-
induced morphine withdrawal, suggesting that TH expression is

controlled by transcriptional regulation.

ADX/C rats failed to show elevated mRNA expression or TH protein
levels in the NTS-Az from morphine-withdrawn rats. In addition, the
finding that in ADX/C rats the number of TH pSer31 positive neurons in
the NTS did not change during morphine withdrawal, besides with the
fact that TH activity in the PVN was reduced, suggest that GC may have
a permissive role in the activation of noradrenergic pathways

innervating the PVN.
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To whom it may concerns

Hereby, the undersigned K.J. Kovacs and A. Foldes, co-authors of the paper

presented by Cristina Nunez to apply for the defence of her Doctoral Thesis as a
synopsis of articles,

STATE

their consent with the presentation of the following article: Niufez C, Foldes A,
Laorden ML, Milanés MV, Kovacs KJ (2007) Activation of stress-related
hypothalamic neuropeptide gene expression during morphine withdrawal,
Journal of Neurochemistry 101:1060-71, and their agreement with no
presenting this article as a part of another Doctoral Thesis.

Budapest, 30 January, 2008
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Krisztina J. Kovacs PhD Anna Foldes
Laboratory of Molecular Neuroendocrinology

Institute of Experimental Medicine,

Budapest, Hungary



Los abajo firmantes, Maria Victoria Milanés, Maria Luisa Laorden y Maria
Teresa Castells, coautores de los trabajos presentados por Cristina Nunez
Parra para solicitar la defensa de su Tesis Doctoral como compendio de

publicaciones

DECLARAN

Su conformidad con la presentacion de los siguientes articulos: 1. Activation of
stress-related hypothalamic neuropeptide gene expression during morphine
withdrawal (Nufez C, Foldes A, Laorden M.L, Milanés MV, Kovacs KJ); 2.
Regulation of Ser31 and Ser40 tyrosine hydroxylase phosphorylation during
morphine withdrawal in the hypothalamic paraventricular nucleus and nucleus
tractus solitarius-A2 cell group. Role of ERK1/2 (NUfiez C, Laorden ML, Milanés
MV): 3. Regulation of extracellular signal-regulated kinases (ERKs) by morphine
withdrawal on the brain stress system (Nufiez C, Castells MT, Laorden ML,
Milanés MV), y su compromiso de no presentar estos articulos como parte de

otra tesis doctoral.

Y para que asi conste donde proceda firmamos la presente en Murcia, a 24 de
abril de 2008.

MV Milanés ML Laorden MT Castells






