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RESUMEN

En México, el consumo de tabaco ocasiona mas de 60 000 muertes al afio segun
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2012). Las principales
tendencias del tabaquismo en México son: el inicio del consumo del tabaco a una
menor edad, mayor numero de menores de edad que fuman, y un incremento en
la prevalencia del consumo del tabaco en mujeres (Kuri-Morales et al., 2006).

El deterioro de la toma de decisiones es una de las caracteristicas claves de la
adiccion, ya que la corteza prefrontal desempefia un papel importante en las
funciones cognitivas implicadas en la toma de decisiones. La experiencia de vida
y el ambiente influyen en el desarrollo de adicciones a las drogas principalmente
en edades tempranas. La exposicidon a un ambiente enriquecido (AE) durante las
primeras etapas de la vida reduce los efectos de las drogas de abuso y disminuye
la vulnerabilidad a desarrollar adiccion. En este trabajo se planteé conocer la
respuesta de la corteza prefrontal ante la misma dosis de nicotina administrada de
dos formas distintas: autoconsumo y consumo inducido en un ambiente estandar.
Asi como la respuesta de la corteza prefrontal y el nacleo acumbens ante el
consumo inducido en un ambiente estandar y un ambiente enriquecido. Esto
mediante la comparacion del numero de neuronas inmunoreactivas AFosB
presentes en cortes realizados en la corteza prefrontal y nicleo acumbens, de
animales criados y mantenidos en ambientes estandar y ambiente enriquecido a
los cuales se les dio a beber o se les inyecto la misma dosis de nicotina durante
20 dias.

En los resultados se encontré un nidmero mayor se neuronas inmunoreactivas
AFosB en la corteza prefrontal en los cortes de ratas que consumieron nicotina
bebida en comparacion con los que se les inyecto la nicotina. Por otra parte,
también se encontré6 un numero mayor se neuronas inmunoreactivas AFosB en
corteza prefrontal y ndcleo acumbens en los cortes de organismos criados en
ambiente enriquecido con inyeccion de nicotina en comparacion con los criados
en ambiente estandar con inyeccion de nicotina. Estos resultados se inclinan a
favor de que la corteza prefrontal es la responsable de la toma de decisiones
implicadas en el abuso de drogas, pero estos resultados no son del todo
concluyentes ya que en este trabajo se encontraron distintas variables que abren
un nuevo panorama sobre el papel de la corteza prefrontal en las adicciones.
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INTRODUCCION

El consumo de tabaco sigue siendo la principal causa de muerte evitable, matando
a casi 6 millones de personas cada afo incluyendo 600 000 no fumadores que
mueren a causa de la exposicion del humo del tabaco segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en 2013. Si la tendencia actual continta, para el afio
2030 el tabaco mataria a mas de 8 millones de personas en el mundo, el 80% de
estas muertes ocurrird en personas que viven en paises de medianos o bajos
ingresos (OMS, 2011). En México existen 17.3 millones de fumadores de los
cuales 1.7 millones son adolescentes de entre 12 a 17 afios, el resto 15.6 millones
son adultos de 18 a 65 afios segun la Encuesta Nacional de Adicciones (ENA) en
el 2011. Las principales afecciones por el consumo del tabaco son: cancer de
pulmén, laringe, rifidn, vejiga, estdbmago, colon y cavidad oral; asi como la
leucemia, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, cardiopatia isquémica, aborto
y parto prematuro, defectos de nacimiento e infertilidad, ademas de la adiccion a la
sustancia activa del tabaco, “la nicotina” (Centers for Disease Control And
Prevention, 2010). En México el infarto agudo del miocardio, las enfermedades
cerebro vasculares, las respiratorias cronicas y el cancer de pulmoén causadas por
la exposicion al tabaco se encuentran dentro de las diez primeras causas de
mortalidad (ENA, 2011).

La experiencia de vida y el ambiente influyen en el desarrollo de adicciones a las
drogas principalmente en edades tempranas (Gémez et al., 2012; Nader et al.,
2012). De manera interesante la exposicion a un ambiente enriquecido (AE)
durante las primeras etapas de la vida, reduce los efectos de las drogas de abuso
y disminuye la vulnerabilidad a desarrollar adiccion (Nader et al., 2012; Solinas et
al., 2010), AE es un modelo de vivienda que ofrece una mayor estimulacion fisica,
cognitiva, sensorial (Mesa-Gresa y Pérez-Martinez, 2012; Toht et al., 2011) y de

integracion social, que inducen a cambios morfoldgicos  fisiolégicos en el cerebro
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(Cao et al.,, 2010b), dando una respuesta benéfica sobre el comportamiento
(Reichmann et al., 2013) y la plasticidad cerebral (Leger et al., 2012; Reichmann et
al., 2013, Leger et al., 2012; Valero et al., 2011; Schloesser et al., 2010). Como
resultado se muestra una mejora en la memoria (Leger et al., 2012), y la reduccién
de los efectos del estrés (Reichmann et al., 2013; Schloesser et al., 2010).

Nuestro grupo se ha enfocado en analizar el efecto que tiene la nicotina sobre el
cerebro ante distintas variables ambientales (Venebra-Mufioz et al., 2011). Pero
aun quedan muchas variables sin analizar. Particularmente nos interesa conocer
la respuesta de la corteza prefrontal y el nacleo acumbens ante el auto-consumo y
el consumo inducido de nicotina en un ambiente enriquecido, ya que como se
sabe la corteza prefrontal estd implicada en el procesamiento de la toma de
decisiones por lo cual pensamos que debe de activarse de forma diferencial si el

individuo consume la droga o en su defecto se le obliga a consumirla.
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ANTECEDENTES
SISTEMA DOPAMINERGICO DE LA RECOMPENSA

Dopamina

La dopamina (DA), es un neurotransmisor (catecolaminico) muy importante del
sistema nervioso central. Las catecolaminas son compuestos formados por un
nucleo catecol (anillo de benceno con dos hidrégenos) y una cadena de etilamina
o alguno de sus derivados en los que también se incluyen la adrenalina y
noradrenalina (Bahema-Trujillo, 2000). Las enzimas responsables de la sintesis de
la DA es la tirosinahidroxilasa (TH) y la L-DOPA descarboxilasa (Cooper et al.,
2003). La Fenilalanina o Tirosina son convertidas a 3,4-dihidroxifenilalanina (L-
dopa) por la TH, después la L dopa es metabolizada a DA por la enzima dopa

descarboxilasa (Koob, 1999), como se muestra en la figura 1A.

Las neuronas dopaminérgicas se encuentran en mayor cantidad en la sustancia
negra y area tegmental ventral (VTA) (Wanat et al., 2010), estas neuronas mandan
sus proyecciones a la corteza prefrontal (CPF), nicleo acumbens (NAc), putamen
caudado (CPu), nucleo tegmental pedunculo pontino (PPT), amigdala, tegmento
dorsal lateral (LDT,) septum lateral e hipocampo (Geisler et al., 2007; Wanat et al
2010). En cuanto a receptores, existen cinco subtipos de receptores
dopaminérgicos, que se clasifican en dos familias D1 y D2 basados en la
estimulacién o inhibicién respectivamente (Bahema-Trujillo, 2000), los receptores
D1 (subtipos D1 y D5) activan a la proteina adenilatociclasa, los receptores D2
(subtipo D2, D3 y D4) inhiben la adenilatociclasa (Bahema-Truijillo, 2000; koob,
1999).

La nicotina estimula la liberacion de dopamina en el NAc shell, favoreciendo el
proceso de aprendizaje asociado al estimulo-recompensa con propiedades

hedonicas (Di Chiara y Bassareo 2006) y bajo un esquema de condicionamiento

P
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Pavloviano (Di Chiara, 1999, Di chiara y Bassareo, 2006). Sugiriendo que estos
mecanismos de aprendizaje asociativo se relacionan con la transmision de
dopamina en diferentes subdivisiones del NAc (Di chiara, 2000). Sin embargo esta
propiedad sufre rapidamente habituacion a la exposicion repetida a esta

recompensa (Di chiara y Bassareo, 2006).

-‘ Tirosina

//:\\ | hidroxilasa HO. Descarboxilasa
HO—, /;/'—C CH—NI o 0, \)__‘ de aminoacidos HO\\ H
v | ; : SN | aromaticos /= )
H COOH  sm  mm HO—{ )G OH—NH: —= ho—{ p—G—CH—te
\ ./
H COOH H
L-Tirosina
L-Dopa Dopamina
L-3,4-Dihidroxifenilalanina 3,4-Dihidroxifenilalanina

. Tirosina
L-tilIsina

L-Depa

f

Dopamina

Impulso

Degradacion

Autoreceptor

Transporte de
Dopamina

Recepteres para Dopamina

Figura 1. A, sintesis de dopamina a partir de la Tirosina. B, liberacion de Dopamina. Imagen modificada de,

Schwartz y Jessell, (2002).
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Sistema mesocorticolimbico

En el cerebro de los vertebrados, el sistema mesocorticolimbico (sistema de la
recompensa) esta criticamente involucrado en los efectos de varias drogas de
abuso (Markou, 2008). Un componente de este sistema es la proyeccion
dopaminérgica desde el VTA para el NAc, la amigdala y la CPF. La actividad de
estas neuronas dopaminérgicas del VTA esta regulada por la liberacién del
neurotransmisor excitatorio glutamato que se libera de las proyecciones
procedentes de varios sitios, incluyendo el NAc y la CPF (Koop y Le, 2006;
Markou, 2008). Las interneuronas inhibitorias GABAérgicas ubicadas dentro del
VTA y el NAc y proyecciones colinérgicas de los nucleos del tronco cerebral al

VTA también regulan la actividad del sistema mesolimbico (Markou, 2008).

NUCLEO ACUMBENS

El nucleo acumbens (NAc) en ratas es un conjunto de neuronas que esta
localizado entre 0.7-2.7mm de bregma (Paxinos y Watson, 1998). Este nucleo se
ha involucrado en la integracion entre motivacion y accion motora (Fernandez-
Espejo, 2000) funcionando como un enlace critico entre los circuitos corticales e
hipotalamo / tronco cerebral, que controlan el impulso de las recompensas
primarias, como la alimentacion y el sexo (Di chiara, 2002; Harris, 2007), ademas
de regular el aprendizaje y la ejecucion de respuestas motoras adaptativas
involucradas en la adquisicién de dichas recompensas (Cardinal, 2002, Harris,
2007), estos comportamientos estan relacionados con la auto administracion, la
busqueda y la recaida a las drogas de abuso (Kalivas y Volkow, 2005; Fuchs et
al., 2008; Howard et al., 2009).

El NAc se encuentra dividido en dos sub-regiones anatomicas: la corteza y el

centro. La corteza (Shell) es una regién limbica (Fernandez-Espejo, 2000), que

P
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esta involucrada en la motivacion de la recompensa (Harris et al.,, 2007), es
especialmente sensible a las recompensas primarias y a las drogas de abuso (Di
Chiara et al., 1993). Presenta aferencias dopaminérgicas del VTA, asi como
glutamatérgicas del hipotalamo y la amigdala (Fernandez-Espejo, 2000). El centro
(core) que esta involucrada en el aprendizaje y ejecucion de respuestas motoras
(Harris et al., 2007) recibe conexiones glutamatérgicas de la corteza motora CPF y
conexiones dopaminérgicas de la sustancia negra y el VTA (Fernandez-Espejo,
2000) (Fig. 2).

El 95 % de las neuronas del shell son neuronas espinosas medianas (MSN)
(Grueter et al., 2013, O’Donnell y Grace, 1995), que poseen campos detriticos con
entradas hipocampicas, amigdalinas y prefrontocorticales (Fernandez-Espejo,
2000). Estas neuronas se pueden subdividir en dos poblaciones, MSN de via
directa que expresan predominantemente receptores de dopamina D1, y MSN de
via indirecta que expresan predominantemente receptores de dopamina D2
(Grueter et al., 2012, Luscher et al., 2011). Los receptores dopaminérgicos D1
actlan en cooperacion con los receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA) para
glutamato pero solo en condiciones de estado electrofisiologico alto (Levine,
1996). Cuando las neuronas se encuentran en estado electrofisioldgico bajo, los
receptores glutamatergicos NMDA estan bloqueados por Mg?* y no hay interaccion
D1-NMDA, por lo que predomina la acciéon dopaminérgica D2 (Fernandez-Espejo,
2000), es decir inhibitoria. Cuando las células se situan en estado alto, tras una
despolarizacién mantenida, se remueve el bloqueo con Mg?* y se activan los
canales NMDA facilitando el disparo neuronal, y activando aiin mas los canales
NMDA y los canales de Ca?* tipo L, de esta forma la DA actGa como un neuro
estabilizador en los estados fisiologicos bajos o0 altos de las neuronas del shell

(Fernandez-Espejo, 2000).

P
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Figura 2. Conexiones del Nucleo Acumbens Core y Shell con las distintas regiones del sistema
mesocorticolimbico. Shell recibe entradas glutamatérgicas desde el hipocampo y la amigdala, aferencias
dopaminérgica desde el VTA y serotinérgicas del rafe medial. Core recibe aferencias glutamatérgicas de la
corteza motora, dopaminérgica de la sustancia negra, GABAérgicas de salida hacia el palido ventral que
forma parte de los bucles motores cortico-estriado-palido-talamico de caracter extrapiramidal y

serotoninérgicas del rafe dorsal. VP, palido ventral. NRD, nicleo dorsal del rafe. SN, sustancia negra.

CORTEZA PREFRONTAL

La Corteza Prefrontal (CPF) fue descrita originalmente como una region cortical
con una fuerte interaccion reciproca con el nacleo mediodorsal del tAlamo (NMD)
(Sketee, 2002). La CPF se compone principalmente de neuronas piramidales
glutamatérgicas excitatorias que se encuentran bajo un control estricto por las
interneuronas GABAeérgicas inhibitorias locales (George y Koob 2010; Steketee
2002). Las diferentes regiones de la corteza envian y reciben conexiones
altamente organizadas con los ganglios basales a través de los bucles cortico-
estriado-talamo-palido-corticales y cortico-palido-nigro-talamo-cortical, a través de

sus diferentes sub regiones la CPF puede controlar casi todas las regiones

P
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subcorticales a través de sus eferencias y aferencias (George y Koob 2010). La
CPF puede dividirse en tres regiones, medial, dorsal o lateral y frontal u orbital,
basado en la inervacion del NMD (Steketee, 2002). La corteza prefrontal medial
(mCPF) esta relacionada con el sistema de recompensa y toma de decisiones
arriesgadas y con los comportamientos de impulsividad relacionados con el abuso
de drogas (George y Koob, 2010; Perry et al., 2011; Steketee, 2002; Xue et al.,
2009). La mCPF se puede dividir en region cingular, area prelimbica y éarea
infralimbica (Steketee, 2002). El area prelimbica es un lugar de convergencia de
proyecciones procedentes del hipotalamo, el nudcleo amigdalino, la corteza
entorrinal y el area infralimbica, lo cual le hace tener una estrecha relacion con la
corteza orbital y en algunos trabajos se les identifica como corteza orbitomedial
que tiene dominio limbico de la corteza prefrontal (Vazquez, 2008). La corteza
prefrontal orbital (OFC) se asocia con el valor de recompensa y es importante para
el aprendizaje y el control inhibitorio, jugando un papel importante en la toma de
decisiones, especialmente en las decisiones que implican la adaptacion del
comportamiento debido a los estimulos de castigo, ademas interviene en la

vulnerabilidad en el abuso de drogas (Perry et al., 2011)

NICOTINA

La nicotina es un alcaloide psicoestimulante que se encuentra en una amplia
variedad de plantas solanaceas, especialmente en el tabaco (Nicotiana tabacum)
(Da Silva et al., 2013). La cantidad de nicotina en las hojas secas de tabaco varia
de 4% a 8% (Hinds 2012; IPCS-INCHEM 2012). La nicotina puede captarse a
través de la mucosa oral, la piel, el tracto gastrointestinal y la vejiga, pero es en los
pulmones donde su absorcién es mayor (Mathieu-Kia et al., 2002; Yildiz, 2004). La
nicotina que se capta se transporta por la sangre, atraviesa la barrera

hematoencefalica y llega a las neuronas cerebrales en pocos segundos (Rodrigo,

P
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2011). La nicotina es metabolizada en su mayoria (80-90%) en el higado y se
excreta junto con sus metabolitos cotinina y nicotina-1’-N-oxido mediante la orina
(Benowits et al., 1983), aunque también puede eliminarse por las heces, la bilis, la

saliva, los jugos gastricos, el sudor y la leche materna (Yildiz, 2004).

Nicotina en el sistema nervioso

La nicotina ejerce sus efectos mediante sus interacciones con los receptores
naturales para acetilcolina (nNAChRs) (Yildiz 2004; Rodrigo, 2011). Estos
receptores son canales i6nicos de membrana con estructura pentamérica
permeables principalmente al Na*, K* y al Ca** (Rodrigo, 2011). En el encéfalo de
los mamiferos se han identificado nueve subunidades a (a2-a10) (Pierce vy
Kumaresan, 2006) y tres B (B2-p4) que constituyen los nAChRs (Rodrigo, 2011;
Pierce y Kumaresan, 2006). Los receptores son muy heterogéneos, y estan
formados por diferentes combinaciones de subunidades a y 3, aunque a7 puede

formar receptores homomeéricos (Rodrigo, 2011).

En el VTA las dendritas y las proyecciones que llegan de diversas zonas
encefalicas presentan una gran variedad de nAChRs (Rodrigo, 2011). En el NAc
los nAChRs se encuentran principalmente en las terminales dopaminérgicas
(Rodrigo, 2011; Pierce y Kumaresan, 2006). Los nAChRs también se encuentran
en los cuerpos celulares de interneuronas GABAérgicas y en terminales
glutamatergicas en el VTA (Klink et al., 2001) En Las células GABAérgicas, estan
formados en su mayoria por las subunidades a4-a2 y B2-B4 (Klink et al., 2001;
Keath et al., 2007). Por el contrario, las células dopaminérgicas del VTA poseen
una complejidad mayor en la composicion de los nAChR: ademas de las
subunidades a4-a2 y 2-B4, los receptores pueden contener a5-a6 y B3 (Klink et
al., 2001; Champtiaux et al., 2003; Wooltorton et al., 2003). También se han

identificado receptores homoméricos formados por subunidades a7 tanto en las

P
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neuronas dopaminérgicas como en las GABAérgicas de esta region (Klink et al.,
2001; Wooltortonet al., 2003). Asimismo, las terminales glutamatérgicas que
proyectan en el VTA, en el NAc y en la CPF también presentan los pentameros de
a7 presinapticamente (Rodrigo, 2011; Mansvelder y McGehee, 2000; Keath et al.,
2007).

Efecto de la nicotina en ratas

Los efectos estimulantes de la nicotina dependen de la edad, las ratas que
comienzan la auto-administracion de nicotina a las cuatro o cinco semanas de
edad muestran una tasa mas alta de autoadministracion de nicotina en
comparacion de las ratas que se inician a las siete u ocho semanas de edad
(Levin, 2011). ElI consumo agudo de la nicotina aumenta la locomocion en
adolescentes en los dias posnatales 27, 28, pero reduce la locomocion en la edad
adulta (Cao et al., 2010a, Cao et al,. 2007). Los roedores adolescentes son mas
sensibles que los adultos a los efectos de refuerzo y recompensa de la nicotina
(Kota et al., 2007; Torres et al., 2008; Torres et al., 2009).

Los efectos de la nicotina también son dependientes del género: Las ratas
hembras muestran un aumento de la sensibilidad a los efectos locomotores de la
nicotina (Cao et al., 2010a) y la disminucion de los sintomas de la abstinencia
(Pentkowski et al., 2011), con relacion a los machos. Por otro lado los machos
muestran una auto-administracion significativamente mayor de nicotina que las
hembras en las dos primeras semanas de acceso a la nicotina (Levin, 2011). Las
ratas hembras adolescentes muestran mayor motivacion en la auto administracion
de nicotina (Chaudhri et al., 2005; Pentkowski et al., 2011; Lynch, 2009), y
continla un mayor consumo en la auto-administracion en etapas adultas, aun
cuando el consumo de nicotina inicio en la adultez (Levin, 2011; Torres et al.,
2009). Para la auto-administracion por libre eleccion no se muestra diferencia

entre géneros excepto que las ratas macho muestran una preferencia por la
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solucion de nicotina con una concentracion de 0,006% (Dadmarz y Vogel, 2003).
De manera interesante y particularmente para nuestro grupo, no se ha encontrado
ninguna correlacion entre el consumo de nicotina y las fases del ciclo estral
(Dadmarz y Vogel, 2003; Levin, 2011; Torres et al., 2009).

Autoconsumo

La gran mayoria de experimentos realizados para autoconsumo de sustancias de
abuso suelen llevarse a cabo mediante el método operante donde el organismo
trabaja para obtener una recompensa (sustancia psicoactiva), esta metodologia
experimental tiene muchas ventajas pero también tiene ciertas restricciones, tales
como el tiempo experimental, la edad y peso de los organismos, consumo de
alimento/agua ademas el proceso previo de aprendizaje, que pueden modificar los
resultados del autoconsumo (Brower et al., 2002, citado en Dadmarz y Vogel,
2003). El método oral de libre eleccion entre dos bebederos evita estas
restricciones, la Unica desventaja es el contenido cal6rico y el sabor de la
sustancia de abuso implicada en el experimento, lo cual no aplica para la nicotina
(Dadmarz y Vogel, 2003).

Interesantemente, el primer dia los organismos consumen una mayor cantidad de
nicotina en comparacion con los dias posteriores del experimento, en el segundo
dia ya se puede predecir si el organismos sera un alto, moderado o bajo
consumidor. La respuesta al consumo de nicotina es altamente individualizado y
parece estar determinada por ciertas caracteristicas del animal ofreciendo una
nueva base génica y bioldgica ante la busqueda a la adiccibn a la nicotina
(Dadmarz y Vogel, 2003).
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AFosB

AFosB es un miembro de la familia de los factores de transcripcién Fos, que
incluyen c-Fos, FosB, Fral y Fra2, esta codificado por el gen FosB (Morgan y
Curran, 1995). Las proteinas de la familia Fos se inducen rapida y transitoriamente
en regiones especificas del cerebro después de la administracion de muchos
farmacos de abuso, sin embargo estas proteinas son altamente inestables vy
regresan a valores basales dentro de pocas horas después de la administracion
del farmaco, mientras que la isoforma modificada de AFosB permanece y se
acumula en las mismas regiones cerebrales después de la repetida exposicion a
una droga, a diferencia del resto de miembros de la familia fos que muestran
tolerancia ante el consumo cronico de esta droga, (se reduce la inducciéon en
comparacion con las exposiciones iniciales de la droga) (Nestler, 2008) (Figura
2). Después de la administracion cronica de nicotina estas respuestas se
incrementan en el nicleo acumbens, pero también se observan en otras regiones

cerebrales como el cuerpo estriado dorsal, y la corteza prefrontal (Nestler, 2012).

El ntcleo acumbens funciona normalmente como un regulador de las respuestas a
las recompensas naturales (comida, bebida, sexo e interacciones sociales), pero
cuando se muestra un mayor interés por alguna de estas recompensas (Comer,
jugar, ejercitarse patolégicamente) se presenta la denominada “adiccion natural”
en la cual se presenta la acumulacién de la isoforma AFosB (Nestler, 2008;
Werme et al.,, 2002) sin embargo esta acumulacién de AFosB en el NAc es
menor en comparacion con la acumulacion que se presenta después del consumir

de diversas drogas de abuso (Wallace et al., 2008).

Diversas sustancias de abuso son capases de regular la funcion sinaptica de los
mecanismos de plasticidad en el ndcleo acumbens (Redolat, 2008). La isoforma
AFosB proporciona un mecanismo molecular por el cual los cambios inducidos

por farmacos en la expresion génica pueden persistir a pesar de periodos
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relativamente largos de abstinencia. Por lo tanto, las funciones AFosB son las de
un "interruptor molecular" que ayuda a iniciar y mantener un estado adictivo
(Nestler, 2012).

A C-Fos Otras formas de la
' proteina Fos
r

Isoforma estable de

AFosB

Acumulacion
B AFosB

sy
e

Dias
Figura 3. El panel A muestra un miembro de la familia de los factores de transcripcion Fos en el que se muestra

el comportamiento de la isoforma AFosB. El panel B, muestra la acumulacién de la isoforma AFosB tras el

uso continuo de sustancias de abuso. Figura tomada y modificada de Nestler (2008).
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AMBIENTE ENRIQUECIDO

Donald Hebb (1947) informo brevemente que cuando permitié que algunas ratas
de laboratorio exploraran su casa durante algunas semanas como mascotas de
sus hijos, al devolverlas al laboratorio mostraron una mejor capacidad de
resolucién de problemas planteados en los laberintos, en comparacion de las ratas
que habian permanecido en el laboratorio. A partir de ahi Hebb desarrollo una
serie de experimentos para examinar las consecuencias conductuales de la
exposicion al ambiente de ratas en los que concluyo que una experiencia mas rica
durante el desarrollo promueve la capacidad de aprovechar la nueva experiencia
en la madurez que es una de las caracteristicas de la inteligencia del ser humano.
Bingham y Griffits (1952) reportaron un experimento en los cuales colocaban un
grupo de ratas de 21 dias de edad durante treinta dias en una caja de grandes
dimensiones (180x270 cm) con tuneles, corredores y planos inclinadas y lo
compararon con otros dos grupos, uno colocado en cajas con movimiento
restringido  (5x12.7x10.16cm) y el otro colocado en cajas estandar
(35.56x22.86x22.86cm). Los resultados expusieron que las ratas criadas en la caja
grande eran mas eficientes en la ejecucion de pruebas de aprendizaje en
comparacion con los otros grupos. Mas tarde Bernstein (1957) y Anderson (1972)
afirmaron que la manipulacién de un ambiente enriquecido influye en el
aprendizaje en una edad posterior. En 1962 Rosenzweig y colaboradores
descubren que el ambiente donde un animal crece y se desarrolla produce
modificaciones bioquimicas y morfolégicas a nivel cerebral. Con este
descubrimiento introducen el concepto de Ambiente Enriquecido (AE) como un
método por medio del cual se inducen cambios cuantificables en el cerebro de los

animales expuestos.
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Un AE es un modelo de vivienda que ofrece una mayor estimulacion fisica,
cognitiva, sensorial (Mesa-Gresa y Pérez-Martinez, 2012; Toht et al., 2011) y de
integracion social, que inducen a cambios morfolégicos y fisioldgicos en el cerebro
(Cao et al, 2010b). Dando una respuesta benéfica sobre el comportamiento
(Reichmann et al., 2013) y la plasticidad cerebral (Leger et al., 2012; Reichmann et
al., 2013, Leger et al., 2012; Valero et al., 2011; Schloesser et al., 2010) y la
neurogénesis. Como resultado se muestra una mejora en la memoria (Leger et al.,
2012), y la reduccion de los efectos del estrés (Reichmann et al., 2013; Schloesser
et al., 2010).

Por otra parte, la experiencia de vida y el ambiente influyen en el desarrollo de
adicciones a las drogas principalmente en edades tempranas (Gomez et al., 2012;
Nader et al., 2012). La exposicién a un AE durante las primeras etapas de la vida
reduce los efectos de las drogas de abuso y disminuye la vulnerabilidad a
desarrollar adiccion (Nader et al., 2012; Solinas et al., 2010). La pérdida del control
sobre el abuso de drogas ha sido atribuida a una disfuncion de la corteza
prefrontal, y un ambiente enriquecido puede actuar como un protector sobre la
sensibilidad a la recompensa y en el desarrollo de la conducta adictiva a la
nicotina (Venebra-Mufioz et al., 2011, Venebra-Mufioz et al., 2015).
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Figura 4. Ambientes de alojamiento. El panel A muestra el ambiente estandar de laboratorio. El panel B

muestra distintos ambientes enriquecidos.
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JUSTIFICACION

En México, el consumo de tabaco ocasiona mas de 60 000 muertes al afio segun
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2012). Las principales
tendencias del tabaquismo en México son: el inicio del consumo del tabaco a una
menor edad, mayor numero de menores de edad que fuman, y un incremento en
la prevalencia del consumo del tabaco en mujeres (Kuri-Morales et al., 2006). Los
patrones de consumo de tabaco en zonas rurales y urbanas muestran solo una
ligera diferencia en la edad de inicio de consumo y en la prevalencia de consumo
en varones (Campuzano et al., 2004). Pero si se muestra una diferencia de
escolaridad entre los fumadores de las zonas urbanas y rurales, ya que mientras
el 26% de fumadores urbanos solo cursaron la secundaria, el 18% de los

fumadores rurales carecen de toda educacion formal (Kuri-Morales et al., 2006).

Nos queda claro que la experiencia de vida y el ambiente influyen en el desarrollo
de adicciones a las drogas principalmente en edades tempranas (Gémez et al.,
2012; Nader et al., 2012), la exposicién a un AE durante las primeras etapas de la
vida reduce los efectos de las drogas de abuso y disminuye la vulnerabilidad a
desarrollar adiccion (Nader et al., 2012; Solinas et al., 2010). Pero también existen
otros factores que influyen en las adiciones como son el deterioro de la toma de
decisiones (George y Koob, 2010). Por lo que es de importancia estudiar el papel
gue desempefia la corteza prefrontal en las funciones cognitivas implicadas en la

toma de decisiones y en la vulnerabilidad del abuso de las drogas.

Nuestro grupo se ha enfocado en analizar el efecto que tiene la nicotina sobre el
cerebro ante distintas variables ambientales (Venebra-Mufioz et al. 2011). Pero

aun quedan variables sin analizar. En este trabajo nos es de particular interés
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conocer la respuesta de la corteza prefrontal ante la misma dosis administrada
de dos formas: autoconsumo y consumo inducido en un ambiente estandar. Asi
mismo nos interesa conocer la respuesta de la corteza prefrontal y el nucleo
acumbens ante el consumo inducido en un ambiente estandar y un ambiente

enriguecido.

HIPOTESIS

Si la corteza prefrontal es la responsable de la toma de decisiones entonces
los niveles de AFosB en corteza prefrontal serdn mayores en animales

expuestos al autoconsumo de nicotina.

Si la corteza prefrontal es la responsable de la toma de decisiones entonces
los niveles de AFosB en corteza prefrontal seran menores en animales

expuestos a consumo inducido de nicotina.

Si el ambiente enriquecido actia como un neuroprotector, entonces los niveles
de AFosB en la corteza prefrontal y ndcleo acumbens serdn mayores en los

animales expuestos a un ambiente enriquecido.

Debido a que se ha observado que las hembras tienen una mayor tolerancia a
la nicotina entonces habra una menor inmunoreactividad a AFosB en la corteza

prefrontal con respecto de los machos ante una misma dosis de nicotina.
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OBJETIVOS
Determinar si existen diferencias en la inmunoreactividad a AFosB en la corteza
prefrontal entre hembras y machos ante un auto consumo y consumo inducido de

nicotina

Determinar si el enriquecimiento ambiental modifica la inmunoreactividad a AFosB
en la corteza prefrontal y el nldcleo acumbens ante un consumo inducido de

nicotina en ratas hembra

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar si existen cambios en el nivel de inmunoreactividad a AFosB en
corteza prefrontal, entre hembras y machos con auto consumo y consumo

inducido.
Determinar si existen cambios en el nivel de inmunoreactividad a AfosB en

corteza prefrontal, y nicleo acumbens en ratas hembra bajo la misma dosis ante

consumo inducido de nicotina en un ambiente enriquecido.
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Se utilizaron 16 ratas hembras de la cepa Wistar de 21 dias de edad, al inicio del
experimento. Los sujetos se alojaron en el bioterio del Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA), de la Universidad Auténoma del
Estado de México. Con una temperatura 21° £ 1, con un ciclo invertido de luz
12/12, la inversion de ciclo de luz se hizo con la finalidad de poder realizar las
manipulaciones en el tiempo de actividad de los animales (etapa de oscuridad). El
agua y el alimento se les proporciono ad libitum durante todo el experimento de
acuerdo con la NOM- 062- ZOO- 2003. Todas las manipulaciones realizadas en
los animales fueron bajo la aprobacion del comité de ética de nuestra institucion.
Los animales fueron distribuidos al azar en dos grupos control y cuatro grupos

experimentales.

CONFIGURACION DE AMBIENTES.
Se colocaron 4 individuos en cajas de policarbonato con dimensiones de
47x33x19 cm. Los individuos fueron alojados bajo condiciones estandar

previamente mencionadas.

Por otra parte, también se colocaron 8 individuos en cajas de acrilico con
dimensiones 75x60x60 cm, las cajas fueron disefiadas por nuestro laboratorio
para estudios de enriquecimiento ambiental (Con objetos, tales como tubos de
PVC, bolas de polipropileno, material de excavacion y juguetes de diferentes

formas, tamafios y texturas).
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DOSIS

Los dosis de nicotina utilizadas en el consumo inducido fueron obtenidas de un
experimento previo realizado por Morales (2015) (en preparacién) en el cual utilizo
ratas macho de 21 dias de edad, colocé en cajas estandar de laboratorio y en
enriguecimiento ambiental con una temperatura 21° £ 1, ciclo invertido de luz
12/12, aguay alimento con acceso ad libitum durante todo el experimento. A partir
del dia 51 inicio el experimento de autoconsumo, aislando a todos los animales (1
por jaula) y se les proporciondé un bebedero con solucién de nicotina en una
concentracion 0.006% por 12 horas, esto durante tres semanas, en el cual se
monitoreo diariamente, el peso, el consumo de agua y el consumo de nicotina. Al
final del experimento se obtuvieron dosis diarias de consumo de nicotina por
individuo. En este trabajo se utilizaron estas dosis y fueron suministradas
subcutaneamente en ratas hembras y comparamos la inmunoreactividad
existente en corteza prefrontal entre el experimento de Morales-Morales y el

nuestro.

GRUPOS EXPERIMENTALES

Experimento 1. Efectos del autoconsumo de nicotina en la expresion de

AFosB en CPFy NAc en ratas macho

Grupo 1. En condiciones estandar (SE), autoconsumo de nicotina (n=7). Se
utilizaron 7 individuos aislados en condiciones estandar previamente
mencionados, con acceso de alimento y agua ad libitum, sin ningan otro estimulo,
por un periodo de 71 dias. A partir del dia 51 se les proporcionaron dos
bebederos, uno con solucién de nicotina (0.006 %, Sigma St Louis, MO, EE.UU.
N5260) (Dadmarz y Vogel, 2003, Venebra-Mufioz et al., 20014), durante las horas
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de oscuridad y otro con agua durante las horas de luz. Cada tercer dia, se
cambiaron las camas de los alojamientos. Los bebederos se cambiaron de lugar
constantemente para descartar consumo por preferencia de lugar y la solucion de
nicotina se cambid diariamente para tener nicotina fresca. El consumo de liquido y
el peso corporal se midieron cada tercer dia hasta el dia 50. A partir del dia 51 y
durante tres semanas se midié cada mafana el consumo de nicotina y se calculd
la dosis de la siguiente manera, (0.006 mg /ml) (Promedio de los mililitros
ingeridos de la solucion de nicotina) / (Promedio del peso de los animales)
(Dadmarz y Vogel, 2003, Venebra-Muioz et al., 2014). A dos organismos de este
grupo se les proporciono solo agua, como grupo control interno. Al término de las
tres semanas, los animales fueron sacrificados y sus cerebros se procesaron para

la inmunodeteccion de AfosB.

Experimento 2. Efectos del consumo inducido de nicotina en la expresién de
AFosB en CPF y NAc en ratas hembras en SEy AE

Grupo 2. En Condiciones estandar (SE) y consumo inducido de nicotina (n=8). Se
colocaron 4 individuos por caja. Los individuos fueron alojados bajo condiciones
estandar previamente mencionadas, sin ningun otro estimulo, por un periodo de 71
dias. A partir del dia 51 se les administré una inyeccion subcutanea de nicotina.
(Sigma St. Louis, MO, EE.UU. 5260), disuelta con solucion salina al 0.9% vy
neutralizada con NaOH a pH 7 (Torres et al., 2009; Zuo et al., 2011). La dosis fue
la misma que se obtuvo por los individuos del grupo de auto consumo. Dos
organismos de este grupo fueron inyectados con solucion salina al 0.9%, como
grupo control interno. Cada tercer dia, los organismos fueron pesados y se

cambiaron las camas de los alojamientos. Al término de los 71 dias los animales
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fueron sacrificados y sus cerebros se procesaron para la inmunodeteccion AFosB.

Grupo 3. En ambiente enriquecido (AE), consumo de nicotina inducido (n=8). Se
colocaron 8 individuos por caja. Los individuos fueron alojados bajo condiciones
de ambiente enriquecido previamente mencionadas, con acceso de alimento y
agua ad libitum, por un periodo de 71 dias. A partir del dia 51 se les administro
una inyeccion subcutanea de nicotina. (Sigma St Louis, MO, EE.UU. 5260),
disuelta con solucion salina al 0.9% y neutralizada con NaOH a pH 7 (Torres et
al., 2009; Zuo et al., 2011). La dosis fue en proporcion a la consumida por los
individuos de auto consumo. Dos organismos de este grupo fueron inyectados con
solucion salina al 0.9%, como grupo control interno. Cada tercer dia, los
organismos fueron pesados y se cambiaron las camas de los alojamientos, asi
mismo se modificé el enriquecimiento ambiental. Al término de los 71 dias los
animales fueron sacrificados y sus cerebros se procesaron para la

inmunodeteccion AfosB.

INMUNOHISTOQUIMICA

Las ratas fueron profundamente anestesiadas con pentobarbital sédico (60 mg/kg)
y perfundidas transcardialmente con solucion salina (0,9%), seguido de
paraformaldehido (4 %) en tampon fosfato 0,1 M pH 7,4 (PB). Los cerebros fueron
extraidos y fijados durante la noche en paraformaldehido (4%) posteriormente se
crioprotegieron con un gradiente de soluciones de sacarosa (10, 20 y 30 %). El
cerebro fue cortado con un criostato en segmentos coronales de 40um de la
corteza prefrontal (CPF) (Bregma 3,20 mm) y nucleo acumbens (NAc) (Bregma
1,60 mm) (Paxinos y Watson, 1998) (Figura 5). Se seleccion6 un corte por region
de cada cerebro (Harris et al 2007). El tejido se lavéd en PB cuatro veces y
después se expuso a peréxido de hidrogeno al 0.5% durante 10 minutos para

neutralizar la peroxidasa endoégena. Los cortes se lavaron cuatro veces con PB y
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se incubaron durante 1h en suero normal de cabra al 3% con el fin de bloquear
reacciones no especificas. Posteriormente los cortes de tejido fueron incubados
por 96 horas a 4°C en el anti-FosB/AFosB 1:500 (sc-48 Santacruz Laboratories),
en una solucion de suero de cabra al 3% y Triton X100 0.03% en PB 0.1 M (PBT)
(Harris et al 2007). Trascurridas las 96 horas los cortes de tejido se lavaron 4
veces en PB 0.1M y se incubaron por 2h con un anticuerpo anti-conejo biotinilado
(81-6140 Invitrogen Laboratories EE:UU) diluido 1:250 en PBT. Nuevamente los
cortes fueron lavados 4 veces en PB 0.1 M y se incubaron durante 1h en el
complejo avidina-biotina siguiendo las instrucciones del fabricante del kit ABC
(Vectastain Elite PK-6100, Vector Laboratories, CA, USA). Se realizaron 4 lavados
en PB 0.1M por 5 min cada lavado, finalmente se reveld la inmunoreactividad con
una solucién 3, 3,-diaminobenzidina (sigma D-5637) al 0.06% en presencia de
sulfuro de niquel (1%), cloruro de cobalto (1%) (Sigma 202 185 y A1827,
respectivamente) y 0.1 ml de H,O, 3% diluidos en PB. Los cortes se lavaron 2
veces con PB 0.1M por 5 min cada lavado. Finalmente se montaron en
portaobjetos gelatinizados, se deshidrataron y aclararon en un tren gradual de
alcohol y xilol. Se tomaron fotografias con una camara digital montada en un
microscopio. Se cuantificaron los nucleos positivos al marcaje para AFosB, la
cuantificacion se realiz6 en ambos hemisferios de ndcleo acumbens y corteza
prefrontal y posteriormente se analizaron las fotografias con la ayuda del software

gratuito de andlisis de imagen (ImageJ 1,34, NIH, EE.UU.).
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Breg 3.20
=Ema Bregma  1.60

Figura 5. Esquema de los niveles utilizados para realizar la inmunohistoquimica para la deteccion de AfosB.
A, Corteza prefrontal (Bregma 3,20 mm). B, Nucleo acumbens (Bregma 1,60 mm). Las zonas en gris

muestran las zonas donde se realizaron los conteos de células reactivas.

ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar las diferencias significativas en el numero de neuronas
inmunorreactivas AFosB entre el grupo control y el grupo experimental se
utilizaron pruebas de t Student. Para analizar si existen diferencias significativas
en el numero de neuronas inmunorreactivos AFosB entre grupos se utilizaron
pruebas de ANOVA y pruebas poshoc de tukey o LSD para detectar las
diferencias entre los grupos. Un valor de p <0.05 se consider6 como valor

significativo.
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RESULTADOS

Comparacion de lainmunoreactividad entre los grupos de auto-consumo

machos (experimento 1) y consumo inducido hembras (experimento 2).

Los resultados muestran que no hay diferencias en el nimero de neuronas
inmunoreactivas AFosB para el grupo control interno de auto-consumo (agua) y el
grupo de auto-consumo por efecto de la nicotina (t=1.18137, p>0.05) de igual
manera no hay diferencias entre el grupo control interno inducido (solucién salina)

y el grupo de consumo inducido por efecto de la nicotina (t=1.74683, p>0.05).

Por otra parte, el grupo control interno de auto-consumo (agua) muestra
diferencia con el grupo control inducido (inyeccién de solucion salina), y también
con el grupo de consumo inducido de nicotina. En el grupo de Auto-consumo
existen mas neuronas positivas con respecto del grupo control inducido (inyeccién
de solucién salina) asi como con el grupo inducido (inyeccion de nicotina)
(Fo.051)3,17)=11.63, p<0.05) (Fig. 6).
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Figura 6. Comparacion entre el experimento 1y 2 para inmunoreactividad AFosB en la corteza prefrontal por

efecto del auto-comsumo, la gréfica muestra las medias (+ -) el error estandar Fo.051)3,17=11.63, p<0.05.
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Comparacion de la Inmunohistoquimica entre los grupos de Consumo

inducido por ambiente (experimento 2).

Corteza prefrontal.

En el grupo control interno no se muestran diferencias en el nUmero de neuronas
inmunoreactivas AFosB por efecto del ambiente. En el grupo de consumo de
nicotina inducido se muestran diferencias ya que el grupo en ambiente enriquecido
tiene un numero mayor de neuronas inmunoreactivas AFosB por efecto del
ambiente. El grupo control interno en ambiente estandar tiene un niumero menor
de neuronas inmunoreactivas AFosB en comparacion con el grupo de consumo
de nicotina inducia en ambiente estandar, pero esto no es suficiente para hacer
una diferencia estadistica por efecto de la nicotina. Para el grupo de consumo
inducido de nicotina en ambiente enriquecido si hay diferencia ya que este
muestra un nimero mayor de neuronas inmunoreactivas AFosB en comparaciéon
con el grupo control interno en ambiente estandar por efecto de la nicotina y del
ambiente. El grupo control interno en ambiente enriquecido muestra diferencias ya
que tiene un numero menor de neuronas inmunoreactivas AFosB en
comparacién con el grupo de consumo de nicotina inducido en ambiente
enriquecido por efecto de la nicotina, pero no muestra diferencias en comparacion
con el grupo de consumo inducido de nicotina en ambiente estandar ya que estos
grupos tienen un numero similar de neuronas inmunoreactivas AFosB por efecto

de la nicotina y el ambiente (Fo.051)3, 27)=3.28, p<0.05) (Fig. 7) .
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Figura 7. Comparacion del experimento 2 para inmunoreactividad AFosB en corteza prefrontal por efecto del

ambiente, la grafica muestra las medias (+ -) el error estandar Fo.os(1)3, 27)=3.28, p<0.05.

Nucleo Acumbens Core.

En el grupo control interno no se muestran diferencias en el numero de neuronas
inmunoreactivas AFosB por efecto del ambiente. En el grupo de consumo de
nicotina inducido se muestra un numero mayor de neuronas en el grupo de con
nicotina inyectada en ambiente enriquecido en comparacion con el grupo de
nicotina inyectada en ambiente estandar, esto por efecto del ambiente. El grupo
control interno en ambiente estandar muestra un ndamero menor de neuronas
inmunoreactivas AFosB en comparacion con el grupo de consumo de nicotina

inducia en ambiente estandar lo que hace una diferencia por efecto de la nicotina.
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El grupo control interno en ambiente estandar tiene un numero menor de
neuronas inmunoreactivas AFosB en comparacion con el grupo de consumo
inducido de nicotina en ambiente enriquecido por efecto de la nicotina y el
ambiente. El nimero de neuronas inmunoreactivas AFosB es menor en el grupo
control interno en ambiente enriquecido en comparacion con el grupo de consumo
de nicotina inducido en ambiente enriquecido por efecto de la nicotina. El nUmero
de neuronas inmunoreactivas AFosB es mayor en el grupo de consumo inducido
de nicotina en ambiente estandar en comparacion con el grupo control interno en
ambiente enriquecido por efecto del ambiente y la nicotina, pero esto no hace una

diferencia estadistica significativa (Fo.os(1)3,20=5.11, p<0.05) (Fig. 8).
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Figura 8. Comparacion del experimento 2 para inmunoreactividad AFosB en niicleo acumbens core por efecto

del ambiente, la grafica muestra las medias (+ -) el error estandar Fo.os(1)3,29=5.11, p<0.05.
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Nucleo Acumbens Shell.

En el grupo control interno no se muestran diferencias en el nUmero de neuronas
positivas a AFosB por efecto del ambiente. En el grupo de consumo inducido de
nicotina muestra diferencias estadisticas ya que es grupo inyectado con nicotina
en ambiente enriquecido muestra un ndmero mayor de neuronas positivas a
AFosB en comparacion con el grupo de nicotina inyectada en ambiente estandar
esto por efecto del ambiente. El grupo control interno en ambiente estandar tiene
un nimero menor de neuronas con AFosB en comparacion con el grupo de
consumo inducido de nicotina en ambiente estandar por efecto de la nicotina,
pero esto no hace una diferencia estadistica. Por otro lado, si hay diferencia entre
el grupo control interno en ambiente estandar y el grupo de nicotina inyectada en
ambiente enriquecido, ya que este Ultimo tiene mas neuronas inmunoreactivas a
AFosB por efecto de la nicotina y el ambiente. El grupo control interno en ambiente
enriguecido muestra un numero menor de neuronas con AFosB en comparacion
con el grupo de consumo de nicotina inducido en ambiente enriquecido por efecto
de la nicotina, pero no muestra diferencias en el numero de neuronas
inmunoreactivas AFosB en comparacion con el grupo de consumo inducido de
nicotina en ambiente estandar ya que este Ultimo tiene un numero mayor de
neuronas inmunoreactivas AFosB por efecto de la nicotina y el ambiente
(Fo.05(1)(3,29=4.52, p<0.05) (Fig.8).
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Figura 9. Comparacion del experimento 2 para inmunoreactividad AFosB en nucleo acumbens shell por efecto
del ambiente, la grafica muestra las medias (+ -) el error estandar Fo.os5(1)3,29=4.52, p<0.05
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Graficas de inmunoreactividad individual por ambientes

Graficas individuales de ratas hembras, bajo la misma dosis en ambiente estandar

y ambiente enriquecido
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Figura 10. Inminoreactividad a AFosB individual por ambiente en la corteza prefrontal.
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Figura 11. Inminoreactividad AFosB individual por ambiente en niicleo acumbens Core
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Figura 12. Inminoreactividad A FosB individuarel por ambiente en nlacleo acumbens shell
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Micotina Indocida Nicotina inducida

Grupo control interno Grupo control interno Anbieite estandar

Ambiente estandar Ambiente enriquecido Ambiente enriquecido

Figura 13. Células positivas a AFosB en distintas areas cerebrales de grupos control y en consumo de
nicotina en ambiente estandar y ambiente enriquecido. Microfotografias de células AFosB en corteza
prefrontal (a-d), nicleo acumbens core (e-h), niicleo acumbens shell (i-1). La barra representa 30um.
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DISCUSION

Comparacion de lainmunoreactividad entre los grupos de auto-consumo

machos (experimento 1) y consumo inducido hembras (experimento 2).

Los resultados que se muestran en la Fig. 6 indican que la nicotina no hace
diferencia en el nimero de neuronas inmunoreactivas a AFosB cuando los
animales la consumen de forma bebida y tampoco de forma inyectada, sin
embargo, si existen diferencias entre hembras y machos, al parecer la CPF se
activa en mayor medida cuando la nicotina es consumida de forma voluntaria; con
respecto a esto Venebra-Mufioz et al. (2014) encuentra que en machos la CPF se
activa en mayor medida con el enriquecimiento ambiental y cuando consumen
nicotina la inmunoreactividad disminuye, estas diferencias quiza radiguen en
cuanto al sexo y a la via de administracion, ademas de la dosis. En algunos
estudios se ha encontrado que los niveles de dopamina en &reas cerebrales como
es el cuerpo estriado, el puente, el talamo y el hipotdlamo muestran una mayor
concentracion en hembras en comparacién con machos (Pefia, 2007; Das y
Chudhuri, 1995). Ademas en algunos casos se ha comprobado que las diferencias
en los niveles de dopamina en el estriado persisten por sexo y en ausencia de
hormonas: machos castrados y hembras ovariectomizadas (Brazzett y Becker,
1994). Con respecto a la dosis, esta también pudo influir para que no se presenten
diferencias estadisticas entre los animales que consumieron o fueron inyectados
con respecto a los que no consumieron o fueron inyectados con solucién salina,
existen trabajos que mencionan que los machos tienen preferencia por una dosis
media (0.006 mg/kg) (Dadmarz y Voge, 2003), asi mismo los machos muestran
efectos adversos ante dosis altas de nicotina que son gratificantes para las
hembras (Torres et al., 2009). Una dosis de 0.3 mg/kg de nicotina es suficiente

para producir un efecto de tipo conductual (activacion locomotora) en ratas, dosis
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mayores muestran inhibicion en hembras (Cao et al., 2010a; Gomez et al., 2012).
La Fig. 6 no nos muestra diferencias de inmunoreactividad en la CPF, sin embargo
a nivel fisiologico pudieron existir diferencias que no fueron medidas en este
trabajo, como cambios en la frecuencia cardiaca, y en la presion arterial (Yildiz,
2004). Asi como los efectos conductuales correspondientes con la motivacion y el

aprendizaje entorno a la recompensa (Olausson et al., 2003).

Comparacioén de la Inmunohistoquimica entre los grupos de consumo
inducido por ambiente (experimento 2).

Corteza Prefrontal.

Los resultados en la Fig.7 muestran que el AE no hace una diferencia en el
namero de neuronas inmunoreactivas AFosB en comparacion con el SE en ratas
inyectadas con solucion salina (también manejadas aqui como control interno).
Cuando se inyecta la nicotina en ratas criadas en SE no se aprecian diferencias en
el nimero de neuronas inmunoreactivas en comparacion con el control de solucién
salina, esto es consistente con los resultados encontrados en CPF por Venebra-
Mufioz et al (2014). Sin embargo, de manera interesante en las ratas criadas en
AE e inyectadas (consumo inducido) con nicotina el numero de neuronas
inmunoreactivas se incrementa en comparacion con las ratas criadas en SE e
inyectadas (consumo inducido) con nicotina. Con relacion a lo anterior, se ha
demostrado que las condiciones ambientales son suficientes para modificar la
sensibilidad del sistema de recompensa (Bardo et al., 1997; Rahman y Bardo,
2008; Stairs y Bardo, 2009), quiza4 por esto se encontré un mayor niumero de
neuronas reactivas en CPF en animales en AE. Sin embargo el niamero de
neuronas inmunoreactivas en la CPF de las hembras es menor en comparacion
con los resultados encontrados en machos por Venebra-Mufioz (2014). Esta

diferencia puede deberse en parte, a que la corteza cerebral de ratas hembras y
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machos responden de forma diferente al AE, por ejemplo, se han reportado
diferencias en cuanto a un aumento dendritico en neuronas piramidales en la
corteza cerebral dependiendo del sexo, por ejemplo Juraska (1984) observé que
los machos en AE presentan un aumento de estructuras detriticas en la corteza
visual en comparacion con las hembras en AE; por el contrario, las hembras en
AE presentan una mayor complejidad detritica que los machos en las neuronas del
giro dentado del hipocampo, asi mismo el AE produce un aumento mayor en el
grosor de la corteza occipital en los machos, mientras que en las hembras este
cambio era mas importante en la corteza somatosensorial (Pefia, 2007). Sin

embargo en la CPF no existen datos que nos indiquen esto.
Nucleo Acumbens Core.

En la Fig.8. Se observa que el AE no hace diferencia en el nUumero de neuronas
inmunoreactivas en comparacion con el SE cuando se inyecta solucién salina.
Cuando se inyecta nicotina en ratas criadas en SE el nidmero de neuronas
inmunoreactivas aumenta por efecto de la nicotina en comparacion con el grupo
en SE e inyeccién de solucién salina. Varios estudios han demostrado que la
nicotina aumenta la liberacion de dopamina en el NAc core a través de las
aferencias provenientes del VTA (Di Chiara, 2002; Fernadndez-Espejo, 2000).
Ademas, NAc core es la region mas susceptible a los mecanismos de motivacion y
respuestas motoras en el consumo de drogas (Harris et al., 2007). De acuerdo
con esto, Venebra-Mufioz (2014) encontr6é que ratas macho en SE expuestos a la
nicotina tenian niveles mas altos de neuronas inmunoreactivas que los no
expuestos a nicotina. De forma interesante cuando las ratas se criaron en AE y se
les inyecto nicotina el nimero de neuronas inmunoreactivas se incrementa en
comparaciéon con las ratas criadas en SE y con inyeccion de nicotina. Lo anterior
sugiere que el AE provoca diferencias en la motivacion y en la motricidad de los

animales, esto tiene sentido por la propia configuracion del AE (espacios mas
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grandes y novedosos).

Nucleo Acumbens Shell.

Los resultados de la Fig.9 son muy similares a las de la Fig.7. Donde se observa
que el AE no hace diferencia en el nimero de neuronas inmunoreactivas en
comparacion con el SE cuando se inyecta solucion salina. Cuando se inyecta
nicotina a ratas criadas en SE no se aprecia diferencia en el nUmero de neuronas
inmunoreactivas en comparacion con el control de solucion salina. NAc shell es
una region con caracter limbico (Fernandez-Espejo, 2000), involucrada en la
motivacion de la recompensa (Harris et al., 2007) especialmente a las drogas de
abuso (Di Chiara et al., 1993), que posee campos detriticos con entradas
hipocampales, amigdalinas y prefrontocorticales (Fernandez-Espejo, 2000), lo que
puede explicar un resultado similar al encontrado en CPF. De forma interesante
cuando las ratas se crian en AE y se les inyecta nicotina, el nimero de neuronas
inmunoreactivas se incrementa en comparacion con las ratas criadas en SE y con
inyeccién de nicotina. Los animales bajo AE presentan un mayor numero de
neuronas inmunoreactivas en NAc Shell (Solinas et al., 2009), esto quizas es
debido a que el AE reduce el umbral hedonico a las drogas, los animales criados
en condiciones enriquecidas muestran una mayor sensibilidad a los efectos de los
farmacos (Rahman y Bardo, 2008; Venebra-Muioz, 2014), por lo que se necesita
una dosis menor para activar el shell (Venebra-Muiioz et al., 20011).

Consumo individual

Bajo la misma dosis inducida de nicotina en ambientes diferentes el numero de
células inmunoreactivas AFosB cambia, y en las diferenciasindividuales no se
muestra una tendencia de efecto por el ambiente. Como se ha visto las drogas de

abuso modifican la actividad en regiones de la CPF y NAc favoreciendo la adicion.
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En el caso de la nicotina esta activacion se ve modificada por el ambiente, pero el
consumo de nicotina es altamente individualizado y parece estar determinada por
ciertas caracteristicas del animal ofreciendo una nueva base génica y biolégica

ante la busqueda a la adiccion a la nicotina (Dadmarz y Vogel, 2003).

CONCLUSION
Los experimentos de esta tesis muestran que el autoconsumo de nicotina
aumenta los niveles de AfosB, estos resultados se inclinan a favor de la hipotesis
gue menciona que la corteza prefrontal es la responsable de la toma de
decisiones implicadas en el abuso de drogas, pero estos resultados no son del
todo concluyentes ya que en este trabajo se encontraron distintas variables que
abren un nuevo panorama sobre el papel de la corteza prefrontal en las
adicciones. Por otra parte los resultados apoyan la idea que el AE actia como un

posible neuroprotector sobre la sensibilidad a la nicotina.
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