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RESUMEN

Introduccion: La adiccion a drogas de abuso es un trastorno cronico caracterizado por una conducta
compulsiva de busqueda y autoadministracion de la droga y la pérdida de control de consumo. Uno
de los principales factores de riesgo a la hora de desarrollar una adiccion es el inicio temprano del
consumo, siendo la adolescencia una etapa de gran vulnerabilidad. La neurogénesis es un proceso por
el cual se generan neuronas nuevas a lo largo de toda la vida en el giro dentado del hipocampo, una
estructura implicada en el desarrollo de la memoria y el aprendizaje que se relaciona directamente
con el desarrollo de la adiccion. La cocaina es un estimulante del SNC cuyo consumo estd
ampliamente extendido. El abuso de cocaina implica diversos efectos agudos relacionados con su
capacidad para inhibir la recaptacion de dopamina en el sistema limbico, asi como efectos a largo
plazo los cuales implican neuroadaptaciones en distintas regiones cerebrales como es el hipocampo,
afectando negativamente al proceso neurogénico en esta region. Materiales y métodos: Se utilizaron
ratas Sprague-Dawley como modelo de tres estadios de adolescencia y edad adulta para realizar un
estudio de las diferencias basales en la proliferacion celular entre ambas etapas. Asi como tres grupos
adolescentes tratados o no de manera crénica con cocaina (15 mg/Kg i.p) para el andlisis del efecto
de la droga en la proliferacion celular. Se extrajeron los cerebros y se seccionaron para el posterior
andlisis inmunohistoquimico del marcador enddgeno de proliferacion celular Ki-67. Las células Ki-67+
se cuantificaron utilizando un microscopio Optico con objetivo 63X. Resultados y discusion: Se
observo un pico mdximo de proliferacion celular basal durante la adolescencia media respecto a la
edad adulta como evidencia la literatura. La cocaina indujo un efecto diferencial entre los grupos;
provocando un aumento de la proliferacion celular durante la adolescencia temprana, y una
disminucion de la proliferacion durante la adolescencia media. No se observé ningun efecto durante
la adolescencia media. Probablemente debido a las diferencias en los indices de proliferacion entre
los grupos.

ABSTRACT

Introduction: Drug addiction is a chronic disorder characterized by a compulsion to seek and take
drugs and loss of control in intake. Early onset of drug consumption is one of the major risk factors to
develop an addiction and adolescence is a vulnerability stage. New neurons are generated during
lifetime in the dentate gyrus of the hippocampus. The hippocampus is a structure involved in memory
development and learning related with addiction progress. Cocaine is a CNS stimulant whose
consumption is very common. Different acute effects are associated with cocaine abuse, these effects
are related with the cocaine ability to inhibit dopamine reuptake in limbic system. Cocaine abuse
causes neuroadaptations in some brain regions like hippocampus, impairing the neurogenic process.
Materials and methods: Spargue-Dawley rats were used as model for three adolescent stages and
adulthood to analyze basal cellular proliferation in both stages. Moreover three adolescent groups
were used to determine the effect of chronic cocaine exposure (15 mg/kg i.p) on cell proliferation.
Brains were removed and sectioned to perform the immunohistochemistry study of Ki-67, cell
proliferation endogenous marker. Ki-67+ cells were quantified at 63X magnification under light
microscope. Results and discussion: As reported in other studies, there was a cell proliferation pick
during middle adolescence compared to adulthood. Cocaine produced different effects in all the
groups; there was an increased cell proliferation during early adolescence in contrast with middle
adolescence in which cell proliferation significantly decreased. There was no effect on late
adolescence. These differences are probably due to the different proliferation index among groups.
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1 INTRODUCCION

La adiccion a drogas de abuso es un trastorno crénico caracterizado por una conducta
compulsiva de busqueda y autoadministracién de la droga, la pérdida de control en la limitacion del
consumo y la aparicién de estados de animo asociados a la abstinencia cuando se priva del consumo
de la sustancia en cuestion (Koob and Volkow, 2010). Estos trastornos implican un grave problema
para la salud, la economia y el bienestar de la sociedad por lo que son un gran objeto de estudio y se
intenta conocer mejor los mecanismos implicados para poder desarrollar nuevos tratamientos para

las adicciones y disminuir asi las recaidas.

Cabe destacar que a la hora de desarrollar una adiccion ademas del consumo de la droga en si,
existen diversas diferencias individuales a las que se pueden atribuir unas probabilidades mayores o
menores de sufrirla, ya que un elevado nimero de personas estdan en contacto con sustancias
adictivas, pero solo una pequena parte de estos individuos llegan a desarrollar una adiccion. Estas
diferencias individuales se relacionan también con las distintas respuestas a algunos de los
tratamientos farmacoldgicos desarrollados para tratar el abuso de diferentes drogas en distintos
sujetos adictos, y se asocian a distintos factores de riesgo como son la propensién genética o
algunos factores ambientales y sociales como el ambiente familiar, la disponibilidad de drogas o la
edad (Redolar Ripoll, 2008), que atribuirian una cierta propension o vulnerabilidad a sufrir una

adiccion.

Respecto a la edad como factor de riesgo en el progreso de la adiccidn, se cree que cuanto antes
se inicie el consumo de una droga el riesgo de desarrollar una adiccién es mayor (Spear, 2000). La
adolescencia es un periodo de desarrollo tanto en animales como en humanos en el cual se produce,
en distintos tiempos segun la especie, la maduracién completa del cerebro hacia la edad adulta
(Kelley et al., 2004). Asi el proceso de adolescencia representa una etapa de gran vulnerabilidad

neurobioldgica y conductual debido a las adaptaciones cerebrales que se dan durante esta etapa.

El periodo de adolescencia, a pesar de existir grandes diferencias individuales en funcién del
ambiente, género, etc. se considera que, en humanos, abarca entre los 12 y 18 afios. En ratas esta
cronologia equivale al periodo comprendido entre los dias 28 y 42 tras el nacimiento (Spear, 2007).
Durante el estado de transicion se dan una serie de comportamientos caracterizados por un
aumento de la conducta de riesgo e impulsiva, busqueda de nuevas experiencias, etc. Generalmente

se asocia este comportamiento al incremento de los niveles de hormonas que se da durante la
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pubertad (maduraciéon sexual), sin embargo muy probablemente esté mas relacionado con los
procesos de desarrollo que se dan en el cerebro durante la adolescencia (Spear, 2000, 2007). En
concreto, el desarrollo de las estructuras y sistemas de motivacidn, recompensa y toma de decisiones
(sistema limbico) (Chambers et al., 2003), sistemas que se encuentran muy relacionados con los
procesos de adiccién. Por lo que se cree que la adolescencia es un periodo de riesgo y vulnerabilidad
para la destruccidn de estructuras cerebrales (Crews et al., 2007) como las causadas por drogas de

abuso.

Las principales estructuras remodeladas durante esta etapa son la corteza prefrontal (PFC) vy los
sistemas de recompensa del sistema limbico, principalmente los sistemas dopaminérgicos, regiones
como la amigdala, el hipocampo y el nicleo accumbens (NAc), entre otras (Crews et al., 2007, Spear,
2011) regiones que se encuentran muy relacionadas con el efecto de las drogas de abuso. En la PFC
se produce durante la adolescencia un proceso conocido como “poda” sindptica, donde se destruyen
hasta el 50% conexiones sinapticas (Spear, 2007). Esta region se encarga de la toma de decisiones y
de los juicios morales, por lo que la falta de desarrollo es una traba en la adolescencia para tomar
decisiones acertadas. Este proceso de “poda” se asocia con la adquisiciéon del control del
comportamiento (Romer, 2010), por lo que antes de que culmine los adolescentes tienden a ser mas
impulsivos, lo que les atribuye un mayor riesgo a la hora de iniciarse al consumo de drogas. En el
hipocampo, amigdala y NAc también se produce dicha pérdida sindptica, de manera que las
conexiones de la PFC con el resto de estructuras se podrian considerar ineficientes para llevar a cabo
el control del comportamiento durante esta etapa (Romer, 2010). Ademas de las alteraciones que se
producen en las distintas regiones del sistema mesolimbico, también se producen cambios
directamente sobre la produccién de dopamina (DA) (Spear, 2007), un neurotransmisor encargado
de los sistemas de recompensa. Por ello se postula la posibilidad de un desajuste en el sistema de
recompensa dopaminérgico, de manera que hay una sobreproduccién de DA, que produce una
sobredosis en la PFC lo que implica que la DA sobreproducida restante actuaria sobre las estructuras
subcorticales como el NAc (Spear, 2011). Esto generaria una mayor recompensa en respuesta a la
administracién de la droga durante esta etapa del desarrollo, por lo que podria estar relacionado con

la vulnerabilidad a desarrollar una adiccién.

El hipocampo es una regidn alocortical organizada en 3 capas plegadas que deriva de palio
medial de la vesicula telencefalica, situado en la superficie medial del l6bulo temporal (Puelles,

2008). Esta formado por el hipocampo propiamente dicho y el giro dentado (DG) separados por la
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cisura hipocampica y el complejo subicular que juntamente con la corteza entorrinal conforman el
sistema funcional conocido como formacidn hipocampal (Figura 1) (Andersen, 2007). La formacion
hipocdmpica tiene como funcién principal la consolidaciéon de la memoria y del aprendizaje, asi como
la representacidn espacial. Dicha participacién en el aprendizaje estd siendo ampliamente estudiada

por su implicacién en las adicciones a drogas de abuso en general y a la cocaina en particular.

El hipocampo propiamente dicho, también conocido como Cuerno de Ammaén (CA) se divide en
tres capas. La capa principal esta formada por células piramidales y consta de tres subdivisiones
(CA3, CA2 y CA1) (Figura 1) (Alcaraz, 2001, Andersen, 2007, Dvorkin et al., 2010). Segun la
terminologia aplicada por Lorente de No
(Andersen, 2007), estas divisiones se
distinguen segun el tamafo y densidad de las
células piramidales que conforman cada una
de las regiones, asi la zona CA1 mas distal esta
formada por células piramidales de menor
tamafio, mientras que las zonas CA2 y CA3 las
conforman células piramidales de mayor

tamafio. La segunda capa, conocida como

capa polimorfica estd formada por las
dendritas de las células piramidales, mientras

Figura 1: Representacion esquematica de la formacién

que la tercera y Ultima capa esta formada por hipocampal. Imagen ilustrativa en la que se muestran las

la parte mas distal de dichas dendritas estructuras que integran la formacion hipocampal y sus capas.
(Andersen, 2007)
formando la capa molecular (Alcaraz, 2001,

Andersen, 2007).

El subiculo, el presubiculo y el parasubiculo componen el complejo subicular (Figura 1). El
subiculo es adyacente a la regidon CA1 del hipocampo y la corteza entorrinal, estd formado por células
piramidales y es la region principal de proyecciones eferentes desde el hipocampo, que a su vez
recibe proyecciones de la corteza entorrinal entre otros. El presubiculo, parasubiculo y la corteza
entorrinal presentan una organizacién en 6 capas corticales, conectadas con distintas regiones. La
funcién principal de la corteza entorrinal es la de servir de conexidén entre el hipocampo vy el
neocortex (Andersen, 2007). La mayor parte de las aferencias dirigidas al hipocampo llegan desde

esta region (Alcaraz, 2001).

El DG esta situado en una posicion medial al hipocampo y representa la parte mds medial de la

corteza cerebral (Nieuwenhuys et al., 2009). Se trata de una estructura cortical formada por tres



Patricia Homar Ruano Trabajo de fin de grado 2013/2014

capas: la capa molecular, que contiene pocas células, la conforman las dendritas de las células
granulosas y polimérficas de las capas adyacentes; la capa principal es la granular, formada por
células granulosas. Los axones de estas células atraviesan el hilio hasta el CA conformando fibras
musgosas. Y finalmente el hilio (o capa polimorfa), formada por un gran nimero distinto de células
(Andersen, 2007, Nieuwenhuys et al., 2009). Entre las dos ultimas capas se encuentra la zona
subgranular, siendo el objeto de estudio de este trabajo ya que estd formada por precursores
neurales, capaces de llevar a cabo la nueva proliferacién de células y finalmente la generacién de
neuronas, proceso conocido como neurogénesis (véase apartado siguiente) durante toda la vida
(Altman and Das, 1966, Arias-Carridn et al., 2007) y se cree podria estar involucrado en los procesos

adictivos (Mandyam & Koob, 2012).

La neurogénesis es un proceso de plasticidad neuronal mediante el que, a partir de células
precursoras, se generan neuronas maduras (Abrous et al., 2005). Existen dos regiones cerebrales
principales en las que se produce la neurogénesis; éstas son la zona subventricular (SVZ) del bulbo
olfatorio y la zona subgranular (SGZ) del DG del hipocampo. La existencia de este proceso en dichas
regiones fue demostrado en ratas inicialmente por Altman y Das (1966) mediante los estudios de
autoradrografia con timidina tritiada (Altman and Das, 1966) y posteriores estudios demostraron que
la neurogénesis postnatal se daba también en monos y humanos (Eriksson et al., 1998, Kornack and

Rakic, 1999).

Las funciones especificas de la neurogénesis en el DG no se conocen, sin embargo se cree que
puede estar implicada en el aprendizaje y en la adaptacidn a situaciones nuevas, sobre todo durante
la adolescencia (Crews et al., 2007). Se ha visto que el indice neurogénico es mas elevado en
adolescentes que en la edad adulta (Kuhn et al., 1996, He and Crews, 2007) , por lo que podria estar
implicada en la maduracidn cerebral. En este trabajo se utiliza como modelo la rata (Sprague-
Dawley) para determinar las diferencias en la etapa inicial de la neurogénesis (proliferacidn celular)
del SGZ del DG del hipocampo entre adolescentes y adultos y el efecto de la cocaina durante la
adolescencia en dichas etapas. Por lo que en este apartado se explicard brevemente el proceso de

proliferacién celular y neurogénesis en esta region.

El proceso neurogénico implica distintas etapas entre las que se encuentran la proliferacién
celular, diferenciacidn, migracion y finalmente la maduracion e integracion de las neuronas (Figura

2).
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En la SGZ del DG del hipocampo se encuentran las células progenitoras multipotentes o células
tipo 1, se trata de células tipo astrocito radial (Arias-Carrién et al., 2007). Estas células al proliferar
dan lugar a precursores intermediarios conocidos como células tipo 2 que expresan marcadores
tanto gliales como neuronales, es decir, son capaces de dar lugar tanto a neuronas granulares como a
células gliales. Las células tipo 3 se consideran un estado de transicién entre los neuroblastos y la
siguiente etapa de neurona postmitética inmadura. En este estadio las células que expresan
Unicamente marcadores de tipo neuronal migran hacia la capa granular de DG, y es en este momento
cuando se produce la salida del ciclo celular. Las células se diferencian entonces en células granulares
inmaduras, momento en el que se produce una nueva migracion en la capa granular del DG y se da la
maduracién de las neuronas. Finalmente, éstas se integran en la capa granular y establecen

conexiones sinapticas extendiendo sus axones hasta la region CA3 del cuerno de Amman.

R 06.05066060600000000064i000000s=-51600600 (XXX
0000000000000 000000000. 9 900000000.750000000000
\/ J 19191919191"19191191’919191%’1 _ J \ 1@919191 1919-' . '1919119
SGZ ._).go > > .
. Proliferation Differentiation and Maturation and Mossy fiber pathway
Hilus l l migration l survival l

28-30 days

Immature
neuron

Figura 2: Etapas de la neurogénesis del giro dentado del hipocampo. Se muestra la proliferacion, migracién e integracion
de las células progenitoras en la capa subgranular (SGZ) hasta la capa granular (GCL) del giro dentado donde se
integraran para formar neuronas maduras. (Schmidt and Duman, 2007)

Existen distintos marcadores tanto endégenos como exdgenos para llevar a cabo el estudio y
determinacion de la tasa neurogénica y sus distintas etapas (von Bohlen, 2011). En este trabajo se
analiza la proliferacidn celular en el DG mediante el marcaje inmunohistoquimico de Ki-67, uno de los

marcadores mas utilizados para el estudio de la proliferacién celular.

El antigeno Ki-67 fue identificado el 1983 por Gerdes y colaboradores quienes descubrieron que
se expresaba Unicamente en las células en estado proliferativo (Gerdes et al., 1983, Kee et al., 2002).
El Ki-67 es un marcador enddgeno de proliferacion celular, este al ser enddgeno ofrece la ventaja de
no provocar ninguno de los efectos adversos que pueden ir asociados a la administraciéon de
marcadores exdgenos como el desarrollo de tumores (Kee et al., 2002). Se trata de una proteina

nuclear que se expresa intrinsecamente en todas las fases del ciclo celular, excepto durante Gy el
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inicio de G; (Kee et al, 2002) Esta proteina puede ser marcada mediante analisis
inmunohistoquimico para a continuacién llevar a cabo la cuantificaciéon de las células en division

tanto para el estudio de la proliferacién celular como en tumores.

1.3 La cocaina

La cocaina o benzoil-metil-ecgonina (Cy7H,.NO,)
(Figura 3) es un alcaloide natural que se obtiene de
las hojas del arbusto Erythroxylum coca tipicamente
cultivado en los Andes en América del Sur. Fue
utilizada inicialmente a modo de pago en el Imperio
Inca y posteriormente con fines terapéuticos como

anestésico local, o como tratamiento de la ansiedad,

entre otros. Desde el siglo XX ha adquirido un papel
Figura 3: Estructura de la cocaina vista en tres
central como un estimulante del sistema nervioso . . .
dimensiones. Imagen obtenida de (PubChem
central 'y su uso como droga de abuso estd Compound)

ampliamente extendido.

Normalmente se produce como clorhidrato de cocaina, que se obtiene al mezclar el alcaloide
obtenido de la planta con acido hidroclorhidrico, formandose una sal soluble en agua facilmente
absorbida por las mucosas. Se forma un polvo blanco que se suele autoadministrar por aspiracién
nasal aunque también se administra oralmente o de forma intravenosa una vez disuelto en agua

(Caballero Martinez, 2005, EMCDDA, 2013).

La cocaina provoca una elevada estimulaciéon del sistema nervioso, con las subsecuentes
implicaciones psicoldgicas como son la sensacién de euforia y agudeza mental, pérdida del apetito,
ansiedad, disminucidn del suefio, entre otras (Caballero Martinez, 2005). Dicha accidn estimulante se
da por la accién de esta droga sobre diversos sistemas de neurotransmisién como la serotonina y la
noradrenalina y principalmente sobre la DA (Nestler, 2005). La cocaina incrementa la cantidad de DA
en el espacio sinaptico impidiendo su recaptacién (Ritz et al., 1987, Nestler, 2001), afectando asi a los
sistemas de recompensa del sistema limbico (véase apartado siguiente), proceso relacionado con el
ansia de consumir de nuevo. Los efectos que provoca la cocaina a largo plazo para desencadenar los
procesos de adiccidn y el gran riesgo de recaidas asociados a estos estdn siendo ampliamente

estudiados.
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1.2.1 Efectos agudos inducidos por el consumo de cocaina

La mayoria de estudios cientificos que abordan las adicciones se centran en el estudio de los
diversos receptores implicados en el mecanismo de accién de cada tipo de droga de abuso en
funcién de su estructura, asi como en el efecto neurobiolégico que tienen las drogas sobre los
sistemas de recompensa en el cerebro, ya que la mayor parte de las drogas de abuso, incluida la
cocaina, provocan una activacion aguda de la via mesolimbica dopaminérgica produciendo un
incremento de la concentracidon de DA en el espacio sindptico, un hecho clave en los sistemas agudos
de refuerzo (Koob et al., 1994). Este sistema limbico de recompensa se encuentra situado en la parte
anterior del cerebro y lo conforman un conjunto de neuronas que conectan diversas regiones del
cerebro. El sistema se inicia en el area tegmental ventral (ATV) formado por cuerpos neuronales
capaces de liberar DA, las eferencias de esta estructura llegan hasta el NAc donde se encuentran los
receptores de DA excitatorios e inhibitorios (D1 y D2 respectivamente) y es la regidon que genera el
placer, asi como a la CPF (Figura 2) (Robbins and Everitt, 2002, Arias-Carrion et al., 2010). Otras
estructuras limbicas también estdn relacionadas con la recompensa, como por ejemplo la amigdala,
que es una estructura implicada en el procesamiento emocional (sensaciones agradables o
desagradables), o el hipocampo, una regidn del cerebro relacionada con el aprendizaje y la memoria
de las sensaciones, asi como con la sensacidon de recompensa relacionada con el consumo de la droga

(Robbins and Everitt, 2002).

Figura 4: Representacion de las estructuras implicadas en el sistema de recompensa dopaminérgico. Se ilustran las
principales proyecciones de DA desde el VTA hasta la PFC y el NAc en el cerebro humano (A) y de rata (B). Imagen
adaptada de (Henningfield et al., 2009).
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Asi, la capacidad de la cocaina para provocar los efectos de euforia, placer y pérdida de control
radican en el efecto que tiene sobre dicho sistema de recompensa en el sistema limbico. Como se ha
explicado, el ATV libera la DA y la cocaina, al ser un agonista indirecto de este sistema de
neurotransmision bloquea la unidn a sus transportadores, impidiendo asi su recaptacién (Nestler,
2001), de este modo la DA se acumula en el espacio sinaptico y al interaccionar con las células del
NAc genera el estado de placer caracteristico de la administracién aguda de cocaina (Koob et al.,
1994, Nestler, 2005). Cabe destacar que la cocaina, ademas de impedir la captacion de DA, tiene el
mismo efecto sobre la captacion en sistemas no dopaminérgicos como son la noradrenalina y la
serotonina, lo que se asocia con el aumento de la presidn arterial y con las modificaciones del apetito
respectivamente, aunque en general se consideran mds importantes los efectos de la cocaina sobre

el sistema dopaminérgico (Callado, 2001).

Los efectos agudos inducidos por la cocaina no son suficientes para explicar el desarrollo y el
mantenimiento de una adiccién, ya que se ha observado que los efectos sobre los sistemas de
recompensa, en concreto la liberacion de DA, se da tanto en sujetos adictos como en sujetos no
adictos después de la administracién aguda de cocaina (Goldstein and Volkow, 2002). Parece ser que
los procesos de adiccidn provocan alteraciones en la plasticidad neuronal, neuroadaptaciones a largo
plazo que afectan principalmente a los circuitos implicados en la memoria y en el aprendizaje del
sistema limbico tras el consumo crénico de drogas (Nestler, 2001, Koob and Volkow, 2010). Las
regiones principales asociadas a estas adaptaciones tras el consumo prolongado de cocaina son el
NAc, el hipocampo y la PFC. Se ha visto que la PFC sufre cambios estructurales durante el abuso
cronico de cocaina implicados en el deterioro de la memoria asi como en la pérdida de la capacidad
de inhibir los impulsos, lo que estaria intimamente relacionado con la conducta compulsiva
caracteristica de los drogodependientes y las recaidas (George et al., 2008, Koob and Volkow, 2010).
Asimismo, se ha visto que la estructura de las células nerviosas tanto del NAc como de la PFC se ven
afectadas por el consumo de drogas a largo plazo, incrementando el nimero y la densidad de las
dendritas, hecho que puede afectar a la eficacia sindptica alterando el efecto de los
neurotransmisores (Robinson et al., 2001). El hipocampo es una estructura de gran interés, ya que
ademas de su funcién como centro de memoria, por su posicién anatdmica esta muy relacionado con
los sistemas de recompensa (ATV y NAc) (Nestler, 2005, Sudai et al., 2011), por lo que los cambios en
su estructura e indices de plasticidad neuronal podrian estar muy relacionados con el desarrollo y
mantenimiento de la adiccidn, ya que se ha demostrado que la administracion crénica de cocaina

(Yamaguchi et al., 2004) y la abstinencia (Garcia-Fuster et al., 2011) en roedores adultos disminuye la
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neurogénesis en el DG del hipocampo y que ésta es altamente vulnerable a los efectos del alcohol
tanto en roedores (Crews et al., 2006) como en primates no humanos (Taffe et al.,, 2010). Estos
cambios en la plasticidad neuronal, como se ha explicado anteriormente, podrian estar relacionados
con el desarrollo del proceso de adiccidén asi como en los procesos de recaida (Mandyam and Koob,

2012).

2 OBJETIVOS

Este trabajo tenia dos objetivos principales, el primero era identificar las diferencias basales en
la tasa de proliferacion celular del DG del hipocampo de rata entre las distintas etapas de
adolescencia (temprana, media y tardia) y la edad adulta. El segundo objetivo fue determinar el
efecto de la administracion crénica de cocaina a distintos tiempos de adolescencia (temprana, media

y tardia) en la proliferacién celular del DG del hipocampo de rata.

3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales de experimentaciéon

Para la realizacion de este estudio se utilizaron 36 ratas macho Sprague-Dawley (Charles-River,
L’Ambresie Cedex, Francia). Tras cuatro dias en cuarentena en el estabulario, las ratas se
mantuvieron durante todo el estudio en condiciones ambientales controladas (20-22°C de
temperatura, 50-60% de humedad), en ciclos de luz-oscuridad de 12 h, y con bebida y comida
disponible ab libitum. Todos los procesos experimentales se llevaron a cabo siguiendo las directrices
éticas establecidas por el comité de ética de experimentacién animal de la Universidad de las Islas

Baleares (CEEA).

3.2 Disefio experimental

Como se ha mencionado anteriormente, el objetivo preliminar de este trabajo fue cuantificar los
indices basales de nueva proliferacion celular en el hipocampo de ratas Sprague-Dawley durante los
distintos estadios de la adolescencia y en comparacion con la rata adulta. Posteriormente, se
determind el efecto del consumo crénico de cocaina sobre los indices de nueva proliferacion celular

en el hipocampo durante distintos estadios de la adolescencia (véase Tabla 1). El analisis de la
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proliferacién celular se realizé mediante la cuantificacion inmunohistoquimica del marcador

endogeno de proliferacidn celular Ki-67 (Gerdes et al., 1983).

Para determinar la proliferacion celular basal en el hipocampo durante la adolescencia se
compararon los grupos control detallados en la tabla 1 (salino, 1 ml/kg, i.p.) con la rata adulta (PND
60). Para el estudio del efecto de la administracion de cocaina durante los distintos estadios de la
adolescencia en la proliferacién hipocampal se administré de manera crénica cocaina durante 7 dias

(15 mg/kg, i.p.) y se compard con su grupo control respectivo (Tabla 1).

Tabla 1: Disefio experimental y tratamiento administrado a cada grupo. PND= post natal day

PND 33 34 35 36 37 3839 4041 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 5657 58 59 60 Rat ID
Adolescencia | salino (1ml/kgi.p) =
; : Sacrificio N=5
temprana | Cocaina (15mg/kg i.p) N=5
Adolescencia Salino (1ml/kgi.p) Sacrifici N=5
media Cocaina (15mg/kg i.p) acriticio N=5
Adolescencia i i
‘ SaIm'o(lmI/kng). sacrificio N=5
tardia Cocaina (15mg/kg i.p) N=5
Adulto e
Sacrificio N=6
control =

Las ratas se sacrificaron 24 h después de la ultima dosis de salino o cocaina (PND 40, 47, 54) para
las ratas adolescentes o en PND 60 para las ratas adultas mediante decapitacién para llevar a cabo la
extraccién del cerebro. El hemisferio izquierdo del cerebro se disecciond y se congeld rapidamente a
-30°C en isopentano. Luego se almacend a -80°C para su posterior procesamiento. La region
hipocampal (-1.64 a -5.96 mm de Bregma (Paxinos and Watson, 2007)) se secciond a un grosor de 30
pUm a -20°C mediante la utilizacién de un criostato (Leica CM1850 UV). Las secciones del hipocampo
se montaron en portas y se almacenaron de nuevo a -80°C para llevar a cabo el posterior estudio

inmunohistoquimico (marcaje con Ki-67).

Con el fin de llevar a cabo la determinacién de la proliferacion celular en el DG del hipocampo se
realizd un marcaje inmunohistoquimico de Ki-67, un marcador que como se ha mencionado en la
introducciéon se expresa de manera intrinseca durante la division celular (Kee et al., 2002). Para ello,

el tejido se fijo durante una hora en paraformaldehido (PFA) al 4%. Tras un lavado rapido utilizando
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tampdn fosfato (PBS), las secciones se incubaron durante 1 hora en citrato de sodio al 10%, pH 6.0 en
un bafio de agua precalentado a 90°C. Posteriormente, las secciones se dejaron enfriar a
temperatura ambiente en el mismo tampdn durante aproximadamente 20 minutos y tras lavados en
PBS, y con el objetivo de inhibir la peroxidasa, se incubaron durante 30 minutos en peréxido de
hidrégeno al 0.3%. Las secciones se bloquearon durante 1 hora mediante la adicidon de albdimina de
suero bovino con un 2% de suero de cabra. A continuacion, las secciones se incubaron en el
anticuerpo primario policlonal de conejo anti Ki-67 (dilucién 1:40.000) durante toda la noche a
temperatura ambiente. Al dia siguiente se realizaron diversos lavados con PBS con el fin de eliminar
el exceso de anticuerpo primario, y a continuacion las secciones se incubaron durante 1 hora con el
anticuerpo secundario de cabra anti-conejo (dilucién 1:1000). Posteriormente, el anticuerpo
secundario se retird para incorporar el complejo avidina-biotina (dilucién 1:1000) que se incubd
durante 1 hora. Después se incorpord el cromdgeno diaminobencidina (DAB) durante 6 minutos para
marcar las células Ki-67 positivas. La reaccién del DAB se detuvo mediante la adicién de PBS tras la
gue se realizaron algunos lavados en agua. Finalmente, se llevd a cabo la tincién nuclear de las
secciones con cresil violeta y tras la deshidratacidn de las mismas en bafios de alcohol de graduacién

creciente, se realizd una inmersion en xileno y se colocaron los cubreobjetos.

La cuantificacion de las secciones se llevd a cabo en ciego, de manera que se asignd un codigo a
cada uno de los portaobjetos que no fue revelado hasta el momento en que se analizaron los
resultados. Se cuantificaron las células marcadas positivamente (Ki67+) mediante el contaje de 3
portas con 8 secciones del hipocampo en cada una para cada sujeto (24 secciones en total a
intervalos de 240 um) a lo largo del grosor del hipocampo (-1.64 a -5.96 mm de Bregma). Para ello se
utilizé un microscopio éptico Leica CM1520 con un objetivo 63X. Debido a las posibles diferencias en
tamafio de los cerebros de las ratas utilizadas en funcién de sus edades, asi como para corregir el
error causado por las posibles roturas en el tejido, el nimero de células obtenido se corrigié por el
area cuantificada del DG para cada uno de los animales. Para medir el drea hipocampal se utilizé un
densitometro calibrado Bio-Rad GS-800 donde se escanearon las secciones y se determind el area del
DG para cada rata utilizando el programa Quantity One. Por tanto, los resultados se muestran como
el niumero de células Ki-67 positivas en el hipocampo corregido por el area cuantificada (células Ki-

s 2 .
67+/area mm®) para cada animal.
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Los resultados que se expresan como los valores medios + SEM (error estdndar de la media) se
analizaron con los programas Microsoft Excel de Microsoft Corporation, (Redmond, Washington,
USA) y GraphPad Prism 6.0 de GraphPad Software, Inc. (San Diego, CA, USA). Las evaluaciones
estadisticas se realizaron mediante ANOVA de una o dos vias seguido del test de comparacién
multiple (Bonferroni) o del test de Fisher LSD, o mediante la prueba t de student cuando se
comparan dos grupos experimentales. Las diferencias entre los distintos grupos se consideran como

significativas con un nivel de probabilidad (P) inferior a 0,05 (P<0,05).

4 RESULTADOS

Como se ha explicado anteriormente, la primera parte del estudio consistié en el analisis de las
diferencias basales en la proliferacidon celular del DG del hipocampo entre distintas etapas de la

adolescencia y la edad adulta mediante la cuantificacién de células Ki-67+.

El anadlisis mediante ANOVA de una via mostré diferencias significativas en los niveles de
proliferaciédn celular basal (F; ;7= 3,217, P= 0,049) entre los tres grupos adolescentes y el grupo
adulto (Figura 5). El test de Bonferroni reveld un incremento (72+12%) en los niveles de proliferacion
basal en la adolescencia media (PND 47) con respecto al grupo adulto (PND 60). Por otra parte, tanto
durante la adolescencia temprana (PND 40) como durante la adolescencia tardia (PND 54) se observé
un aumento en la proliferacion celular (31+4% y 31+5% respectivamente) en comparacion con el

grupo adulto, sin embargo, estas diferencias no fueron significativas (Figura 5).

Para averiguar si los cambios observados en los niveles de proliferacion celular en la
adolescencia media (PND 47, Figura 5) ocurrian a lo largo de todo el grosor del hipocampo o eran
especificos de una localizacidon anatdomica determinada (hipocampo anterior vs. posterior), se realizé
una cuantificacion a lo largo del grosor del hipocampo (desde -1.80 a 4.82 mm del Bregma). Los
resultados del analisis mediante un ANOVA de dos vias muestran un efecto a lo largo de la
profundidad del hipocampo (mm desde Bregma) (Fi3, 11,=4,056, P<0.0001), asi como un efecto de la
edad (Fy11,= 49,87, P<0,0001) y una interaccidn entre estos (Fi311,= 2,286, P=0,01). Las diferencias a

cada punto de Bregma fueron analizadas mediante un test de Fisher LSD, observandose que las
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diferencias en la proliferacién celular ocurren tanto en la parte anterior como posterior del

hipocampo (Figura 6).
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Figura 5: Analisis cuantitativo del nimero de células Ki-67+ por area (mmz) en el giro dentado del hipocampo en funcién
de la edad. Las columnas representan la media + SEM de la proliferacion celular basal para cada edad (PND 40, 47, 54) en
comparacion con el grupo control PND 60 (100%). *P < 0,05 PND: post natal day.
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Figura 6: Andlisis cuantitativo de células Ki-67+ en relacién con la distancia de Bregma del DG del hipocampo. Estudio
comparativo de la proliferacion celular en el DG del hipocampo entre ratas en adolescencia media y edad adulta a lo
largo de la profundidad del hipocampo. Comparacion del grupo control adolescente medio (PND 47) y control adulto
(PND 60). Los puntos representan la media + SEM del niimero de células Ki-67+ de cada grupo en cada punto de Bregma.

4.2 Analisis del efecto de l1a administracion cronica de cocaina

Dadas las diferencias significativas en proliferacién basal encontradas durante los estadios de la
adolescencia (Figura 5), el efecto de la administracién crénica de cocaina sobre la proliferaciéon

celular se realizé a cada edad adolescente en concreto. Por tanto a cada edad tenemos dos grupos
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experimentales (control vs. cocaina) y por lo tanto se realizé un t-test. Los resultados muestran que
la administracién crénica de cocaina provocé un aumento en la proliferacién del 34+15% durante la
adolescencia temprana (PND40) en comparacién con su grupo control (t=2,298, p=0,05) (Figura 7). En
cambio, se observd una disminucién significativa del 44+20% en la proliferacion celular durante la
adolescencia media (PND47) en comparacion con su grupo control (t=2,254, p=0,03). La
administracién de cocaina durante la adolescencia tardia (PND54) no indujo ningun efecto

significativo sobre la proliferacién celular (Figura 7).

Para averiguar si los cambios observados en los niveles de proliferacion celular en la
adolescencia temprana (PND 40) y media (PND 47) tras administracion crénica de cocaina ocurrian a
lo largo de todo el grosor del hipocampo o eran especificos de una localizacién anatdmica
determinada (hipocampo anterior vs. posterior), se realizé una cuantificacion a lo largo del grosor del
hipocampo (desde -1.80 a 4.82 mm del Bregma). Para ello, se llevd a cabo el andlisis mediante
ANOVA de dos vias seguido del test de Fisher LSD del nimero de células Ki-67 cuantificadas a lo largo
del hipocampo en los grupos PND 40 y PND 47. Esta representacion no mostrd diferencias
significativas a lo largo del grosor del hipocampo por lo que las diferencias sefialadas en las graficas
anteriores no se debian a diferencias en ciertas profundidades del hipocampo sino a la suma de

todos los puntos (Figura 8).
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Figura 7: Andlisis cuantitativo del nimero de células Ki-67+ por area (mm?) cuantificada en el giro dentado del
hipocampo para la determinacion del efecto de la administracidn crénica de cocaina en la proliferacion celular basal a
distintas etapas de la adolescencia. Las columnas representan la media $+SEM de cada grupo comparado cada uno de
ellos con su control. *P < 0,05 PND: post natal day.
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Figura 8 : Analisis cuantitativo de células Ki-67+ en relacion con la distancia de Bregma del DG del hipocampo. Estudio
comparativo de la proliferacion celular en el DG del hipocampo entre ratas tratadas con cocaina y ratas control de distintas
edades a lo largo de la profundidad del hipocampo. (A) Comparacion del grupo adolescente temprano control y tratado (B)
Comparacion del grupo adolescente medio control y tratado. Los puntos representan la media +SEM del n2 de células Ki-
67+ de cada grupo en cada punto de Bregma.

5 DISCUSION

La neurogénesis es un proceso de plasticidad neuronal, que implica distintas etapas desde la
proliferacién celular hasta la maduracidn neuronal, mediante el que a partir de células precursoras se
generan neuronas maduras (Abrous et al., 2005). Este proceso se produce a lo largo de toda la vida
(Altman and Das, 1966), sin embargo se ha visto que este proceso no se da en igual medida en todas
las edades, viéndose diferencias significativas a lo largo de la adolescencia y de la edad adulta (Kuhn

et al., 1996).

En base a esto, el primer objetivo de este trabajo ha sido evaluar las diferencias en la etapa
inicial de la neurogénesis (proliferaciéon celular) basal entre distintos estadios de adolescencia
(temprana, media y tardia) y la edad adulta utilizando la rata como modelo. La hipétesis inicial,
basandose en la etapa de desarrollo y remodelacion neuronal que implica el proceso de

adolescencia, ha sido que la proliferacién celular en el DG, a pesar de mantenerse durante toda la
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edad adulta (Altman and Das, 1966, Abrous et al., 2005), sufre una disminucién progresiva desde la

adolescencia hasta la edad adulta.

Los resultados obtenidos (Figura 5) revelan un incremento de la proliferacion celular en todas las
etapas de la adolescencia respecto a la edad adulta, sin embargo este incremento solo fue
significativo en el caso de la adolescencia media (PND 47). Asi, en la adolescencia media se observé
un incremento del 72+12% en la proliferacidn celular respecto a la edad adulta, siendo éste el pico
maximo de proliferacidon generdndose asi una tendencia asintdtica en la proliferacién celular desde
la adolescencia temprana hasta la edad adulta. Los estudios de Altman y Das (1965; 1966)
demostraron mediante la utilizacién de timidina tritiada que la neurogénesis postnatal alcanza sus
niveles maximos de proliferacién celular durante la adolescencia media, lo que genera a partir de ese
momento una asintota caracteristica disminuyendo los niveles de proliferacion con el aumento de la
edad (Altman and Das, 1965, 1966), como se puede observar en nuestros resultados (Figura 5).
Diversos estudios han corroborado que la neurogénesis sufre una importante disminucién asociada a
la edad desde la adolescencia hasta la edad adulta, mostrando valores similares a los del presente
estudio. Por ejemplo, en el 2005 se realizé un estudio de la proliferacién celular a partir de la
administracién de 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU, un nucledtido sintético analogo de la timidina
capaz de incorporarse al DNA durante la division celular) en ratas adolescentes (PND 38) y adultas
(12 meses) observandose un 92% menos de proliferacion celular en las ratas adultas que en
adolescentes (McDonald and Wojtowicz, 2005), lo que indica que la proliferacidon celular sigue
decreciendo a lo largo de la edad adulta, en relacién con los niveles tan disminuidos a los 12 meses.
Posteriormente, mediante un disefio experimental similar llevado a cabo con BrdU se pudo observar
de nuevo una disminucién drastica de la proliferacién celular entre grupos adolescentes (PND 30) vy

adultos (PND 120) (He and Crews, 2007).

En cuanto al andlisis de las diferencias en la proliferacion celular durante la adolescencia media
(PND 47) y la edad adulta (PND 60) a lo largo del grosor del hipocampo (Figura 6) los resultados

revelaron que las diferencias proliferativas se encuentran en toda la extension del hipocampo.

Las funciones de la neurogénesis no estan completamente definidas, pero se atribuyen
funciones al hipocampo de consolidacion de la memoria y el aprendizaje, por lo que se relaciona la
neurogénesis con estos procesos. Por este motivo, el hecho de que la proliferacion celular sea mas
elevada durante la adolescencia se ha asociado con la mayor capacidad de aprendizaje de los
adolescentes frente a los adultos y la pérdida de habilidad cognitiva con el aumento de la edad
(McDonald and Wojtowicz, 2005, He and Crews, 2007), asi como con la elevada plasticidad neuronal

asociada a esta etapa de la vida (He and Crews, 2007). A partir de estos datos seria interesante
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realizar estudios para intentar determinar las funciones especificas de la neurogénesis y asi
comprender mejor el papel de este proceso en la plasticidad neuronal adolescente asi como los

distintos efectos asociados a una disminuciéon del mismo.

El estudio del papel de la neurogénesis en el hipocampo es de vital importancia en el analisis de
la implicacion de este proceso en la adiccidn y la recaida. Existen numerosas evidencias que asocian
alteraciones en el hipocampo con el desarrollo de procesos adictivos y recaidas tras largos periodos
de abstinencia (Deschaux et al., 2014) y se ha asociado la alteracién de la plasticidad hipocampal y la
neurogénesis con el comportamiento de busqueda y abuso de drogas (Noonan et al., 2010). En el
desarrollo de pautas adictivas, se cree que cuanto antes se inicia el consumo de drogas mayor es la

probabilidad de desarrollar una adiccién (Spear, 2000).

Basandose en las anteriores evidencias el presente estudio ha tenido como segundo objetivo
analizar los efectos de la administracidn crénica de cocaina en la proliferacion celular en el DG del
hipocampo de tres grupos de ratas adolescentes. La administracidn crénica de cocaina causé
distintos efectos en cada uno de los grupos de adolescencia (temprana, tardia y media) respecto a
sus controles (Figura 7), de modo que provocé un incremento del 34+15% en la proliferacion celular
durante la adolescencia temprana (PND 40) mientras que durante la adolescencia media (PND 47)
indujo una disminucién del 44+20%de la proliferacidn. Por ultimo la administraciéon de cocaina no
provoco ningun efecto significativo en la proliferacion celular en la etapa de adolescencia tardia (PND
54). A pesar de que no se han realizado estudios previos que analicen los efectos de la administracién
cronica de cocaina en estadios tan tempranos de la adolescencia, estudios similares con alcohol
evidencian una disminucidn en la proliferacidn celular en el DG tanto en ratas mediante el andlisis de
células BrdU+ (Crews et al., 2006) como en experimentos con primates a través de la cuantificacion
de células Ki-67+ (Taffe et al., 2010). Asimismo Loyd. et al. (2010), en un estudio en ratones adultos
mediante inmunoanalisis de células BrdU+ observaron un incremento de la proliferacién celular a los
3 dias de abstinencia tras un tratamiento crénico con cocaina (Lloyd et al., 2010). Sin embargo, una
gran diversidad de estudios contradicen dichos resultados, siendo la teoria mas generalizada que las
drogas de abuso, y en concreto la cocaina, producen un efecto negativo sobre la proliferacién celular
y formacién de nuevas neuronas en el DG del hipocampo (Mandyam and Koob, 2012). Existen
numerosos estudios que avalan esta teoria mostrando que la cocaina induce una disminucion
significativa de la proliferacion celular tanto durante el abuso crénico de cocaina (Yamaguchi et al.,
2004, Deschaux et al., 2014) como durante el proceso de abstinencia (Garcia-Fuster et al., 2011) en el
hipocampo de rata adulta. Los resultados de este estudio observados durante la adolescencia media
van en el mismo sentido neurotéxico detallado en la literatura, donde la cocaina crénica disminuye la

proliferacién celular. Sin embargo, las diferencias entre los efectos del tratamiento entre la
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adolescencia temprana (incremento de la proliferacion celular) y media, probablemente se deben a
las diferencias en los indices de proliferacion entre ambas edades, ya que durante la adolescencia
temprana la proliferacion todavia se encuentra en aumento mientras que durante la adolescencia
media se ha alcanzado un nivel maximo. Estas diferencias en la tasa de plasticidad neuronal podrian
provocar un efecto diferencial del tratamiento. No obstante, con el objetivo de entender mejor las
diferencias observadas entre ambos grupos de adolescencia tras el tratamiento con cocaina se estan
analizando los indices de supervivencia celular mediante el marcador exdégeno BrdU como otro
marcador neurogénico. Una posible disminucién del nimero de células BrdU+ sugeriria una

induccion neurotdxica de la cocaina al estar inhibiendo otro estadio de la neurogénesis hipocampal.

En cuanto al andlisis de las diferencias entre los grupos a lo largo del grosor del hipocampo
(Figura 8) no se vieron diferencias significativas en ninglin punto por lo que las diferencias
comentadas anteriormente se deben a las suma de las diferencias entre los puntos, lo que implica

que la cocaina afecta de igual modo a todas las regiones neurogénicas del hipocampo.

El hipocampo se asocia con funciones como la formacion de la memoria espacial y el
aprendizaje, lo que relaciona posibles alteraciones en su estructura y plasticidad, como alteraciones
en la neurogénesis, con el posible desarrollo de memorias asociadas a las conductas adictivas que
permanecen a lo largo del tiempo, y permitiria explicar los procesos de recaida (Lloyd et al., 2010).
Por este motivo se esta estudiando el hecho de que el reforzamiento de la neurogénesis durante la
abstinencia pueda utilizarse como tratamiento para los procesos adictivos impidiendo asi el elevado
numero de recaidas (Mandyam and Koob, 2012). Esta implicacién de la alteracidon de neurogénesis
ante la vulnerabilidad de desarrollar una adiccién ha sido estudiada a través de la inhibicion de dicho
proceso en el cerebro de ratas adultas mediante radiaciéon para, a continuacion, observar si se
mostraba una conducta mas propensa a la adicciéon (Noonan et al., 2010). Los resultados de dicho
estudio revelaron que las ratas a las que se habia irradiado y tenian por tanto niveles menores de
neurogénesis, presentaban un comportamiento mayor de autoadministracién de cocaina (Noonan et
al., 2010). Coincidiendo con el estudio anterior, Deschaux et al. (2014) demostraron que la disrupcion
del proceso neurogénico tras la exposicidon cronica a cocaina en ratas adultas aumenta la tasa de
recaidas (Deschaux et al., 2014). De modo que el estudio de terapias que intensifiquen el proceso
neurogénico, como es el caso del deporte o los antidepresivos, puede ser prometedor para el
tratamiento de estos trastornos adictivos siendo muy necesario llevar a cabo mas estudios para

poder entender mejor los procesos moleculares involucrados en el mantenimiento de este proceso.
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6 CONCLUSIONES

El periodo de adolescencia se asocia a un elevado indice de proliferacion celular en el DG del
hipocampo, alcanzando sus niveles maximos durante la adolescencia media (PND 47) y disminuyendo

progresivamente desde este momento.

La cocaina induce la inhibicidon de los procesos proliferativos en el DG del hipocampo tras su
administracién crénica durante la adolescencia, lo que puede estar intimamente rel