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RESUMEN

La drogadiccién es una enfermedad caracterizada por la necesidad de consumir drogas a
pesar de los efectos adversos que producen. Se ha observado que las mujeres son mas
vulnerables a estos efectos que los hombres. La amigdala extendida posee proyecciones
de vasopresina (AVP) hacia el septum lateral (SL), nucleo implicado en el proceso de
adiccion. Estas proyecciones regulan varias conductas alteradas por la adiccion a drogas
de abuso y es conocido que la densidad de proyecciones de AVP al SL es mayor en ratas
machos que en hembras. Esto podria relacionar a la AVP con los efectos dependientes del
sexo observados en el proceso adictivo. El objetivo de este trabajo fue estudiar los
efectos de la sensibilizacion a anfetamina (AMPH) (paradigma conductual de adiccidn)
sobre el sistema vasopresinérgico extrahipotaldmico en ratas hembras y machos. El 75%
de los animales tratados con AMPH aumentaron un 20% la actividad locomotora el dia 5
con respecto al dia 1 de tratamiento (sensibilizadas). Al dia de la expresion de la
sensibilizacién las ratas hembras control presentaron una mayor actividad locomotora que
los machos. No se observaron diferencias en la cantidad de AVP en SL en las ratas
hembras y machos de los distintos grupos, pero si una disminucidn en la expresion del gen
de AVP en la amigadala medial (MeA) en los animales sensibilizados a AMPH. El
tratamiento con AMPH en ratas hembras produjo diferencias segun la etapa del ciclo
estral en la expresion del gen de AVP en la MeA. Nuestros resultados mostraron que tanto

en hembras como en machos la sensibilizacién a AMPH produce una disminucion del



mensajero de AVP en la MeA sin demostrarse efectos dependientes del sexo de los

animales.



ABSTRACT

EFFECTS OF SENSITIZATION WITH AMPHETAMINE IN MALE AND FEMALE RATS: POSSIBLE
RELATIONS WITH DE EXTRA-HYPOTHALAMIC VASOPRESINERGIC SYSTEM

Drug addiction is a disease characterized by the need to use drugs despite adverse effects.
It has been observed that women are more vulnerable to these effects than men.
Extended amygdala sends vasopressin (AVP) projections to the lateral septum (SL),
nucleus involved in the addictive process. These projections regulate several behaviors
altered by drug addiction and it is known that the density of AVP fibers in SL is higher in
male rats than in females. Therefore, AVP could be related with sex-dependent effects
observed in the addictive process. The aim of this work was to study the effects of
sensitization to amphetamine (AMPH) (behavioral paradigm of addiction) on the
extrahypothalamic vasopressinergic system in male and female rats. 75% of the AMPH-
treated animals increased locomotor activity in a 20% on day 5 compared to day 1 of
treatment (sensitized animals). At the expression of sensitization day, control female rats
showed higher locomotor activity than males. No differences in SL AVP content of control
and sensitized female and male rats was observed, but in the medial amygadala (MeA)
there was a decrease in AVP gene expression in sensitized animals. AMPH treatment in
female rats produced differences depending on phase of the estrous cycle in the AVP gene
expression at the MeA. Our results showed that sensitization to AMPH causes a decrease
in MeA AVP mRNA in both females and males rats, and we did not find sex-dependent

effects in our results.



INTRODUCCION

La drogadiccion es una enfermedad crdénica recidivante que se caracteriza por la pérdida
de control en la ingesta de la droga, y estados emocionales negativos, como disforia,
ansiedad e irritabilidad que se exacerban en periodos de abstinencia (Koob et al. 1997).
Las drogas de abuso estimulan el circuito de la recompensa en el cerebro generando
efectos placenteros en los consumidores (Bobzean et al. 2014). Se cree que la
fisiopatologia de la adiccidn esta basada en neuroadaptaciones moleculares, genéticas y/o
farmacoldgicas que podrian desarrollar y mantener la adiccidon a largo plazo (Koob &
Volkow 2010).

La Organizacion Mundial de la Salud informd el 2004 que el 8,9% de la carga total de
morbilidad se debe a la adiccidn a sustancias psicoactivas, del cual el 0,8% corresponde a
drogas como, la anfetamina (AMPH), la heroina y la cocaina (OMS 2005).
Interesantemente, se ha observado que las mujeres son mas propensas al abuso de
drogas que los hombres a partir del primer uso ocasional de la droga y también generan
una mayor expresion de sintomas negativos producidos por el sindrome de abstinencia
(Bobzean et al. 2014, Brady & Randall 1999).

Recientemente, en nuestro pais el Servicio Nacional de Prevencién y Rehabilitacion del
Consumo de Drogas y Alcohol (SENDA) el 0,9% de la poblacidon (14 a 64 anos) consume
cocaina, el 7,1% marihuana, el 40,8% alcohol y el 21.9% nicotina (SENDA 2013). Estos
datos demuestran que nuestra poblacién ha incrementado el consumo de drogas de

abuso y surge la necesidad de realizar nuevas investigaciones focalizadas en la busqueda
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de factores de vulnerabilidad que facilitan su consumo y de nuevas terapias
farmacoldgicas que ayuden a tratar la adiccién. A continuacién se explicard el sustrato

neurobioldgico de las drogas de abuso.

Circuito de recompensa

El circuito de la recompensa es un circuito neuronal que se activa frente a
recompensantes naturales como el sexo (Pfaus et al.1990), la comida (Bassareo & Di
Chiara 1997) y frente a recompensantes artificialescomo las drogas de abuso (Wise RA.
2002 ; Bassareo & Di Chiara 1997 ). El efecto recompensante se produce a través de la
liberacion de dopamina (DA) en el nicleo accumbens (Mathews & Mccornick 2007).

Actualmente se sabe que el circuito de la recompensa estd constituido principalmente por
las proyecciones dopaminérgicas desde el area tegmental ventral (VTA) (Assaf & Miller
1977) hacia el nlcleo accumbens, corteza prefrontal (Koob & Volkow 2010) y otras areas
limbicas, como el septum lateral (SL) (Risold & Swanson 1997). Este circuito de la
recompensa es regulado por interneuronas GABAérgicas presentes en el VTA, las cuales
inhiben la activacidon de las neuronas dopaminérgicas del VTA (Gysling & Wang 1983,
Johnson et al. 1992) (Fig. 1). Ahora bien no solo se ha descrito una regulacion GABAérgica
intrinseca en VTA, sino también extrinseca proveniente de otras areas limbicas como el SL

(Staiger & Nurnberger 1991).
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Figura 1. Circuito de la recompensa Mesolimbico. La via mesolimbica se origina en las neuronas
dopaminérgicas (rojo) del VTA. Esta via proyecta principalmente al nicleo accumbens (NAc), pero también
hay proyecciones al lecho de la estria terminal (BNST), septum lateral (SL) y la corteza frontal (FC). VTA, SL y
NAcc son modulados por abundantes inervaciones de sistemas GABAérgicos (azul) y glutamatérgicos (verde);
modificado de Bobzean et al. 2014.

La participacidon del area septal en procesos recompensantes fue demostrada inicialmente
por Olds y Milner quienes observaron que las ratas prefieren autoestimular el area septal
del cerebro (Olds & Milner 1954).

Neuroanatdmicamente el area septal se divide en dos zonas, una medial (MS) relacionada
con procesos cognitivos y otra lateral (SL) que posee una funcidon regulatoria
principalmente sobre el hipotdlamo. Ademas, se considera una estacion de relevo de
informacién neural hacia otras areas cerebrales (Sheehan et al. 2004). El SL esta formado
por interneuronas y neuronas de proyeccién principalmente GABAérgicas (Jakab &
Leranth 1990) y se encuentra densamente conectado con otras areas cerebrales, como
hipocampo (memoria), el hipotalamo (homeostasis), la amigdala (emocidn), el nicleo del
lecho de la estria terminal (BNST) (ansiedad), el VTA (recompensa) y la corteza prefrontal

medial (Jakab & Leranth 1990, Staiger & Nurnberger 1991).



12

En los ultimos afios se ha analizado el rol del SL en procesos adictivos. Sartor y Aston-
Jones han demostrado que la inactivacién farmacoldgica con baclofeno y muscimol
(agonistas GABAg y GABA, respectivamente) del SL bloquea el condicionamiento inducido
por cocaina, indicando la participacién del SL en los efectos recompensantes de la cocaina
(Sartor & Aston-Jones 2012). También se ha demostrado que la administracién sistémica
de AMPH produce un aumento de la actividad neuronal en el area del SL que proyecta al
VTA (Colussi-Mas et al. 2007), por lo tanto el SL podria estar modulando la sensibilizacién
conductual a AMPH (Colussi-Mas et al. 2007) . Por otro lado, drogas depresoras del SNC
como la morfina producen un aumento en la liberacién de DA en el SL debido a una
inhibicién de las interneuronas GABAérgicas del VTA (Sotomayor-Zarate et al. 2005).
Interesantemente, se ha observado que la administracién sistémica de AMPH no produce
un aumento en la liberaciéon de DA en SL debido a un mecanismo indirecto que lleva a la
activacion de receptores GABAg que hiperpolarizan los terminales dopaminérgicos
(Sotomayor-Zarate et al. 2010). Recientemente, se ha demostrado que la abstinencia
producida por la administracién crénica de AMPH reduce la liberacion de DA en el SL de
ratas, sugiriendo cambios moleculares en la recaptacién vesicular de ésta (Renard et al.

2014).

Sensibilizacién Locomotora: Un modelo conductual util para medir los

efectos neuroquimicos de una droga.

Para evaluar los efectos de las drogas de abuso se utilizan diferentes paradigmas

conductuales validados en modelos animales como la preferencia de lugar condicionado
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(CPP; utilizado para estudiar el efecto recompensante de las drogas de abuso (Tzschentke
1998)) vy la sensibilizacion locomotora. La sensibilizacién locomotora es un modelo animal
utilizado para determinar el aumento progresivo de la respuesta locomotora a repetidas
administraciones de psicoestimulantes (Mathews & Mccornick 2007; Pierce & Kalivas
1997). Este modelo es Util para predecir el potencial adictivo de drogas, cambios plasticos
en redes neuronales y para determinar el potencial farmacolégico de nuevas moléculas
que afecten el sistema dopaminérgico (Steketee & Kalivas 2011). Es importante recalcar
que la sensibilizacidn es un proceso de larga duracién (Paulson et al. 1991) y su desarrollo
se puede separar en dos fases: Iniciacién y Expresidn. La iniciacién es el evento neuronal
inmediato en el VTA que induce la sensibilizacién conductual y la expresién es la
consecuencia a largo plazo de estos eventos iniciales y se asocia al NAcc (Steketee &
Kalivas 2011).

Interesantemente, se ha observado que tanto en humanos y animales de investigacidn,
gue existen diferencias conductuales dependientes del sexo y relacionadas a los efectos
recompensantes de las drogas de abuso. Asi se demostrd que las ratas hembras expresan
mayor actividad locomotora que ratas machos frente a una primera exposicion a AMPH
(Brown et al. 2011). Ademas, en ratas ovariectomizadas (OVX) la administracién de AMPH
no produce CPP (Silverman & Koenig 2007). Sin embargo, cuando se realiza reemplazo
hormonal con estradiol en ratas OVX se reestablece el CPP a AMPH (Silverman & Koenig

2007). También se ha observado que la administracion de estradiol incrementa la
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actividad locomotora y la sensibilizacion conductual inducida por cocaina en ratas OVX
(Segarra et al. 2010].

En roedores adultos, las hembras son mas sensibles a la activacién locomotora y a los
efectos recompensantes de los psicoestimulantes que los machos (Becker et al. 2001).
Para terminar de comprender estas diferencias sexuales producidas por las drogas de
abuso es necesario profundizar mas en los mecanismos implicados en el proceso de la

adiccion.

Vasopresina: Un neuromodulador relacionado con conductas de motivacion
y recompensa.

El efecto de las drogas de abuso en areas cerebrales como el SL podria estar modulado por
algunos factores capaces de afectar la liberacion de DA en el SL. En este sentido, se ha
visto que ciertos neuromoduladores como el factor liberador de corticotropina (CRF)
(Sotomayor-Zarate et al. 2013) y la vasopresina (AVP) (Kovacs & Versteeg 1993) pueden

afectar la neuroquimica del SL.

La participacion del SL, el BNST y la amigdala medial (MeA) en el proceso adictivo ha sido
estudiado, sin embargo el rol del neuropéptido vasopresina (AVP) y su relacién con estos
nucleos en conductas adictivas no ha sido estudiado. El sistema vasopresinérgico es
sexualmente dimérfico (De Vries et al. 1983; Caffe et al. 1987) y podria estar implicado en
las diferencias sexuales observadas en las conductas adictivas y en la vulnerabilidad a

desarrollar adiccion a drogas psicoestimulantes.
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La AVP, conocida como hormona antidiurética (ADH), es una hormona peptidica
sintetizada en el hipotdlamo, almacenada y secretada en la neurohipdfisis (Guyton & Hall
2011) y que principalmente se encarga del equilibrio hidrico del organismo. Sus efectos
fisioldgicos y celulares son mediados por la activaciéon de receptores metabotrépicos
acoplados a proteina Gg/11 (Via Y Vis) Y @ proteina G (V2) en distintos 6rganos como rifion,
higado, vasos sanguineos y cerebro. A nivel cerebral participa en diferentes funciones
cognitivas como aprendizaje y memoria (Raggenbass 2008, Bychowski et al. 2013), y en
conductas sociales (Bielsky et al. 2005, Caldwell et al. 2008). A nivel SNC, la distribucion
de los receptores Vi, es amplia, encontrandose una alta expresion en el SL (Caldwell et al.
2008), los cuales se estimulan por AVP proveniente del BNST y la MeA (Allaman-Exertier et
al. 2007, Paul et al. 2014) (Fig. 2). El sistema vasopresinérgico extrahipotaldmico posee
proyecciones de AVP desde BNST y MeA (Wang et al. 1993) que inervan el SL y estas
proyecciones difieren segun el sexo en ratas adultas (De Vries et al. 1984). Por ejemplo,
ratas machos tienen dos a tres veces mas célulasAVP positivas que las hembras en el BNST
y en MEA (De Vries & AL-SHamma 1990, Wang et al. 1993) y se ha observado que desde el
dia post natal (PND) 12 en adelante, el macho tiene fibras AVPérgicas mas densas en el SL
gue ratas hembras (De Vries et al. 1984; De Vries et al. 1983). Ademas, las ratas machos
presentan una mayor expresion del receptor Via que las hembras en SL (Caldwell et al.
2008). Por otro lado, las neuronas AVPérgicas parecen ser sensibles a hormonas
esteroidales, ya que en machos neonatos castrados se observa una disminucion de las

proyecciones de AVP en el BNST y MeA en la edad adulta (Wang et al. 1993). Mientras que
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el reemplazo hormonal con testosterona en ratas hembras y machos neonatos castrados
produce un aumento de la densidad de fibras de AVP en el SL (Wang et al. 1993). Esto

sugiriere un patrén sexualmente dimoérfico en la densidad de las fibras de AVP

encontradas en el SLy en otras areas cerebrales (Wang et al. 1996).

BNST/MeA

@» AVF @BDA
@ GARPA @ \/1A

Figura 2. Representacion esquemdtica del neurocircuito vasopresinérgico (AVP) entre el ntcleo del lecho de
la estria terminal (BNST), amigdala medial (MeA), septum lateral (LS), drea tegmental ventral (VTA) y el
nucleo accumbens (NAc).

De acuerdo a los antecedentes presentados es porque encontramos interesante estudiar
la vulnerabilidad al abuso de drogas para lograr mejorar los tratamientos y disminuir las
tasas de recaidas al consumo de drogas. Para esto encontramos necesario entender mas a
fondo la predisposicién a la adiccién segin el género y la expresion de cambios
conductuales asociados. Ademas es interesante tener en cuenta las alteraciones

neuroquimicas producidas por las drogas de abuso en el sistema vasopresinérgico
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extrahipotalamico que es sexualmente dimérfico y modula conductas diferentes en
machos y hembras.

Es por esto que en esta tesis se propuso estudiar el efecto modulador de la AMPH sobre
la expresidon de AVP en SL y MeA de ratas machos y hembras que presentan la conducta

de sensibilizacion a AMPH.



HIPOTESIS

“La sensibilizacién inducida por anfetamina altera el sistema vasopresinérgico extra-

hipotaldmico de manera diferencial en ratas machos y hembras”.

18
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OBJETIVOS

Objetivo General:
* Determinar diferencias sexuales en la sensibilizacién a anfetamina y relacionarla

con cambios en el sistema vasopresinérgico extra-hipotalamico.

Objetivos Especificos:

A. Evaluar la expresién de sensibilizacion inducida por la administracién sistémica
repetida de AMPH y la administracidon sistémica repetida de salino en ratas
machos y hembras adultas.

B. Determinar la expresion del gen de AVP por RT-qPCR en MeA en ratas machos y
hembras control y tratadas con AMPH.

C. Determinar la concentracién de AVP en el SL a través de ELISA, en ratas machos y

hembras control y tratadas con AMPH.
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MATERIALES Y METODOS

Animales:

Se utilizaron ratas machos y hembras Sprague Dawley de aproximadamente 55 a 60 dias
de edad. Las ratas fueron obtenidas del bioterio de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Valparaiso. Los animales se mantuvieron en la sala de mantencién de
animales del Instituto de Fisiologia de la Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso
en un ambiente controlado, con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (luz de 8:00 a
20:00), 2142 °C de temperatura ambiente y humedad relativa (50% aprox.). La comida y el
agua se proporcionaron ad libitum. Los protocolos experimentales correspondientes al
proyecto FONDECYT N° 11140065 fueron evaluados por los Comités de Bioética y
Bioseguridad de la Direccién de Investigacion de la Universidad de Valparaiso.

Las ratas machos y hembras se dividieron al azar en 2 grupos experimentales: 1) Ratas
control, que recibieron inyecciones de solucion salina isotdnica (1 mL/Kg, i.p.); 2) Ratas
tratadas con AMPH, que recibieron inyecciones de AMPH (1,5 mg / Kg, i.p.) una vez por
dia durante el protocolo de sensibilizacidén. En el caso de las hembras, la etapa del ciclo
estral se determind por examen de frotis vaginales (Centola 1978) durante al menos 2

ciclos estrales consecutivos.

Registro de la fase del ciclo estral:
El registro diario de ciclicidad estral se realizé por frotis vaginal tomado diariamente luego
el frotis se colecta con una pipeta y se ubica en un portaobjeto (Marcondes et al. 2002), se

observa en un microscopio éptico la etapa del ciclo (Mathews & McCornick 2007) y
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basados en las caracteristicas citoldgicas que adopta el epitelio vaginal, se dividen en las

siguientes etapas:

- Estro: Etapa del ciclo estral de la rata de duracidn entre 24 a 48 horas. Es el periodo
de receptividad sexual al macho. Citolégicamente se caracteriza por presencia de
células escamosas (con citoplasma granular), de forma irregular y agrupadas.

- Metaestro o Diestro 1: Duracion de 12 a 24 horas. Presencia en el frotis de

leucocitos y células escamosas.

- Diestro 2: Etapa del ciclo estral con una duracién aproximada de 48 horas y con
alta presencia en el frotis de leucocitos.

- Proestro: Etapa del ciclo estral de la rata de duracion entre 12 a 24 horas y que
citolégicamente se caracteriza por presencia de células epiteliales nucleadas, bien

redondeadas y solo algunas escamosas de forma irregular.

Sensibilizacion Locomotora:

El protocolo de sensibilizacién utilizado en este proyecto se modificé de Herrera et al.
2013. La actividad locomotora horizontal se midié utilizando cajas de acrilico (17 cm x 47
cm x 26 cm) colocados en una sala de conducta. Antes de cada inyeccidn las ratas se
habituaron a la sala de conducta por 1 hora y a las cajas durante 10 minutos. Las ratas
machos y hembras fueron inyectadas con AMPH (1,5 mg/Kg i.p.) o solucién salina una vez
al dia entre las 10:00 a 12:00 h, durante 5 dias consecutivos (induccidn). Las ratas se

colocaron en la caja durante 60 minutos inmediatamente después de la inyeccion,
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mientras fueron grabados por camaras inaldambricas (Modelo LX-C202, Lynx Security,
China). La distancia total (metros) que cada animal recorrié fue utilizada como medida de
la actividad locomotora. El criterio para la sensibilizacién fue un aumento del 20 % en la
actividad locomotora durante el dia 5 respecto al dia 1 del periodo de induccion de
sensibilizacion (Fuentealva 2010, Casanova et al. 2013). El analisis de los videos se realizd
utilizando el software ANY-Maze (Stoelting Co., IL, USA).

Después del periodo de induccién de sensibilizacion locomotora los animales se dejaron
en la sala de mantencién sin inyecciones durante cuatro dias. Cinco dias después de
finalizado el periodo de induccidn, se inyectd a todas las ratas con AMPH (1,5 mg/Kg i.p.)
(Grupos control y tratado), y se midié la actividad locomotora como medida de la

expresion de sensibilizacion (Fig. 3).

EXPRESION DI
LA SENSIBILIZACION

INDUCCION DE
LA SENSIBILIZACION

1 2 3 4 & ©6 71 8 9 10

AMPH (1,5 mg/ kg, i.p.) periodo sin adm.de 1nvECcCION
6 salino (1 ml/kg,i.p.) AMPH 6 salino. AMPH

Figura 3. Protocolo de Actividad Locomotora utilizado: dia 1 al 5 corresponde al periodo de induccion de la
sensibilizacion a AMPH, del dia 6 al 9 es el periodo sin administracion de AMPH o solucidn salina, el dia 10 o
Challenge se administra una dosis de AMPH tanto a los grupos control como a los tratados con AMPH.
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Fijacion de tejido para inmunohistoquimica:

En un primer grupo de animales (n=9) posterior al protocolo de sensibilizacién se realizé
inmunohistoquimica con el fin de estudiar los posibles cambios en la densidad de las
proyecciones que inervan al SL.

Luego de medir la expresidon de la sensibilizacion (ultima inyeccion con AMPH), los
animales fueron anestesiados con hidrato de cloral (HC: 400 mg/Kg, i.p.) y una vez que los
animales estuvieron bajo anestesia profunda fueron perfundidos por via transcardiaca con
solucidn salina (0,9 % NaCl) seguida de paraformaldehido (PFA) al 4 % en buffer fosfato
(PBS: NaH,PO4 0,1 M, NaCl 0,9 %, pH 7.4; solucién de fijacion). Luego de finalizada la
perfusion, los cerebros fueron removidos y se fijaron durante la noche en PFA al 4 % en
PBS y posteriormente se almacenaron a 4 °C en una solucion de sacarosa al 20 % en PBS.
La inmunomarcacion se llevé a cabo en secciones flotantes. Se utilizé un criostato semi-
automatico (modelo KD-2950, Kedee, China) para obtener secciones coronales de 30 umy
con la guia de un atlas de cerebro de rata (Paxinos & Watson 2009) se seleccionaron

aquellas que contenian el SL.

Inmunohistoquimica para AVP:

Antes de comenzar con la inmunotincidn, las secciones coronales seleccionadas se
colocaron en una solucion al 3% de H,0, en PBS 0,01 M durante 30 minutos para bloguear
la peroxidasa enddgena del tejido. A continuacion, se incubaron en un una solucién al 10%

Y/, de suero de caballo normal (NHS) durante 1 h para bloquear los sitios de unidn
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inespecifica. Luego, las secciones de cada cerebro fueron incubadas durante 48 horas a
4°C con el anticuerpo primario anti-vasopresina (anticuerpo policlonal de conejo anti-
vasopresina: AB1565, Chemicon Internacional) en una diluciéon de 1:10.000. Luego de ser
lavadas con PBS 0,01 M, se incubaron con un anticuerpo secundario biotinilado
(anticuerpo anti-inmunoglobulina G anti-conejo). Posteriormente se incubaron los cortes
con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (Vectastain® ABC kits, Vector, USA) durante 1
h a temperatura ambiente para amplificar la sefial. La inmunoreactividad citoplasmatica
de AVP fue detectada con diaminobencidina (DAB), que al reaccionar produce un
producto de color marrén. Por ultimo, las secciones se montaron en portaobjetos, se
secaron al aire durante la noche y se colocé un cubreobjetos con medio de montaje Eukitt
(Sigma & Aldrich, St. Louis, MO, USA). Las secciones del cerebro con la inmunomarca para
AVP fueron visualizadas en un microscopio (Modelo BA210, Motic, Italia) acoplado a una

camara de fotos de 2 megapixeles.

Protocolo microdissecion del cerebro:

Otro grupo de animales se utilizé para microdisectar el SL (Bregma +0,2 a -0,4 mm) para
medir el contenido total de AVP y microdisectar la MeA (Bregma -2,1 a -3,6 mm) para
cuantificar los niveles del mMRNA de AVP. Luego de medir la expresién de la sensibilizacién
los animales fueron decapitados con una guillotina para animales pequenos.
Posteriormente se procedié a extraer el cerebro y con ayuda de un atlas de cerebro de

rata (Paxinos & Watson 2009) se microdisectaron y pesaron.
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Enzimo inmunoanélisis (ELISA) para AVP:

Para medir los niveles de AVP utilizando un kit comercial de ELISA (Vasopressin ELISA
(AVP/ADH) No. 74-VSPHU-EOQ5, ALPCO) el SL fue previamente tratado con un volumen
equivalente al peso de la muestra de &cido tricloroacético (inhibidor de proteasas) y
homogeneizado. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas por 5 minutos a
10.000 rpm. El sobrenadante fue recuperado y se le agregé un volumen equivalente a 1:20
de dietiléter y fueron nuevamente centrifugadas por 5 minutos a 6.000 rpm. El
sobrenadante fue eliminado y la porcién restante fue almacenada a -80°C para su
posterior determinacién, se realizé speedVac y se reconstituyd la muestra con el buffer
assay. La placa del kits cuenta con el anticuerpo primario especifico adherido. En cada
pocillo se agregd el calibrador, el control y la muestra que se analizé6 en duplicado.
Posteriormente a cada pocillo se le agregé el conjugado de fosfatasa alcalina unido a
vasopresina y se agrego el anticuerpo policlonal de conejo para vasopresina se mezclo e
incubéd a 4°C por 24 horas. Posteriormente se agregd una solucidn de p-nitrofenil
fosfatasa en buffer y se incubd a 37°C por 1 hora. Finalmente se agregaron 50 pL de la
solucién de “stop” en cada pocillo y se leyd la placa en un lector a 405 nm dentro de los
primeros 20 minutos. Los datos de las muestras se interpolaron en la curva de calibrado
donde se obtuvo la concentracidn de AVP en cada muestra. La intensidad del color que se

formo es inversamente proporcional a la concentracion de AVP en la muestra.
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RT-gPCR de mRNA para AVP

Extraccion de RNA total: EI RNA total de la muestra de MeA se extrajo a través de RNeasy

Mini Kit (Catdlogo N°74104, Qiagen, Valencia, CA, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Cuantificacién _de RNA total: Se cuantifico 1,5 pL de RNA total extraido en un equipo

Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) a través del programa
nanodrop versién 37.1, realizando el blanco con agua libre de RNAsas. Solo las muestras
de RNA con la relacidon de la Abs 260/280 entre 1.8-2.0 se utilizaron para los analisis
siguientes.

RT-gPCR: La preparacién del templado de cDNA y mRNA se llevé a cabo en un Sistema de
Deteccién PCR Real-Time CFX96, marca BIO-RAD del Laboratorio de Neurogenética
dirigido por el Dr. Pablo R. Moya. Cuatro ng de RNA total fue sujeto a transcripcidon reversa
usando el Kit de Transcripcién Reversa QuantiTect (Catdlogo N°205314, Qiagen, Valencia,
CA, USA). La reaccién de transcripcion reversa fue realizada en un master mix el cual
incluyé 8 uL del RNA total (libre de DNA gendmico), 1 uL de Transcriptasa Reversa
Quantiscript, 4 puL Buffer RT Quantiscript 5X, 1 uL Primer Mix RT. Se incubd por 15 minutos
a 42°C, luego 3 minutos a 95°C para inactivar la Transcriptasa Reversa Quantiscript, se
almacend a -20°C.

Para la cuantificacién del mRNA de AVP, todas las muestras fueron analizadas por
duplicado en un volumen de reaccién de 10 pl, por medio de un mix de reaccion estandar

para la reacciéon de PCR en tiempo real, el cual contenia 5 uL Kit SYBR Green PCR
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QuantiTect (Catalogo N°204143, Qiagen Valencia, CA, USA), 2.8 uL de agua libre de
RNAsas, 0.1 pL de cada primer y 2 puL de cDNA. Para la amplificacidn del gen especifico se
realizé un protocolo estandar de 50 ciclos en un Real-Time PCR Detection System CFX96
Touch™ (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA).

La reaccién de amplificacidn para AVP se realizé a 50 ciclos, a través de la activacion de la
Taq polimerasa a 95°C por 2 min, denaturacion a 95°C por 30 seg, apareamiento a 60°C
por 30 seg, extension a 72°C por 30 seg. Para la normalizacion de la expresion del mRNA
de AVP, se midié el mRNA 18S ribosomal en cada protocolo. La reaccion de amplificacién
para 18S comenzd con la activacién de la Taq polimerasa a 95°C por 10 min, 45 ciclos de
denaturacién a 95°C por 10 seg, apareamiento a 60°C por 20 seg, extensiéon a 72°C por 25
seg. Tubos de reaccion sin la enzima RT fueron usados como controles negativos del PCR.
Los productos de PCR fueron detectados por medio de la fluorescencia de la unién del
SYBR Green al producto de PCR, donde el aumento de la intensidad de fluorescencia fue
proporcional a la cantidad del amplicén producido en cada ciclo. Se determiné la razén de

expresion entre el gen AVP versus 18S y se analizo el nivel de expresion de estos.

Gen N° acceso Secuencia Forward Secuencua Reverse

AVP  NM_016992.2. TGC-CTG-CTA-CTT-CCA-GAA- AGG-GGA-GAC-ACT-GTC-TCA-
CTG-C GCT-C

18S X01117 TCA AGA ACG AAA GTC GGA GGA CAT CTA AGG GCA TCA

GG CA
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Anadlisis de datos del gen de AVP: Para analizar las muestras de MeA, se realizé una curva

de calibrado a diferentes concentraciones con un pool de cDNA de las muestras de MeA
del gen de AVP y 18S para el grupo tratado con AMPH y control, se determind la eficiencia
de la amplificacién de ambos genes, segun la férmula de % Eficiencia. Las muestras se
normalizaron a una concentracién de 10 ng/20ul, posteriormente se realizd el PCR por
duplicado y se obtuvieron los Ct de cada muestra, se calculé el Log de cada gen y el antilog
para obtener la concentracion de cada uno, finalmente se relaciond la expresion del gen

de AVPy 18S de acuerdo a la féormula ACq para el grupo tratado y control.

% Eficiencia= (10 1/rerdiente) _1) x 100

ACq 1= Cq (Target Gen-treated) —Cq (Ref Gen-treated)
ACq1l=Cq(VP-AMPH) - Cq (185-AMPH)

CALCULOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados son expresados como valor promedio + error estandar medio (SEM). Las
figuras que muestran el curso temporal de actividad locomotora (medida como distancia
recorrida) fueron analizadas por analisis de varianza ANOVA de dos vias seguido por un
post-test Bonferroni. La diferencia estadisticamente significativa se establecié cuando el
valor de p fue menor a 0,05. Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el

programa GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).
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Evaluacion de las curvas de peso de ratas hembras y machos control y

tratadas con AMPH, antes y durante el protocolo de sensibilizacién.

No se observan cambios estadisticamente significativos en las curvas de ganancia de peso

de animales control y tratados con anfetamina tanto en hembras (Fig.4 A) como en

machos (Fig.4B).
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Figura 4. Curvas de peso de ratas hembra (A) y macho (B) de los grupos control y tratamiento de AMPH.
Hembras control n=11, Hembras AMPH n=11, Machos control n=7 , Machos AMPH n=7.
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Actividad locomotora en ratas hembras y machos control y tratadas con
AMPH durante el periodo de induccion de la sensibilizacion.

En la figura 5 se observa la actividad locomotora de ratas hembra y macho control y
tratadas con AMPH durante el periodo de induccién de sensibilizaciéon. El grupo de
animales tratados con AMPH se separdé en animales sensibilizados y no sensibilizados
segun el criterio de sensibilizacidon establecido en esta tesis (aumento del 20% de la
locomocién respecto del dia 5 al dia 1). El 75% de los animales tratados con AMPH
sensibilizaron: 11 de 14 hembras y 7 de 9 machos. Se observa que las ratas no
sensibilizadas presentan una mayor actividad locomotora frente a una primera dosis de
AMPH en comparacion con los animales sensibilizados, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa sélo en hembras (Fig. 5).

81 5 Dia 1
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L] i =

Control Sensibilizado  No Sensibilizado Control Sensibilizado  No Sensibilizado

Hembras Machos

Figura 5. Actividad locomotora expresada en distancia recorrida en metros de ratas hembras y machos
control y tratadas con AMPH al dia 1y 5 del proceso de induccidn de la sensibilizacion locomotora.**p<0.01;
**%p<0.001. Hembras Control n=11 , Hembras Sensibilizadas n=11, Hembras No Sensibilizadas n=3 ;Machos
Control n=7, Machos Sensibilizados n=7 , Machos No Sensibilizados n=2 .
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Actividad locomotora inducida por AMPH en ratas hembras y machos
control y tratadas durante el dia de expresién de la sensibilizacion.

Se observa que las hembras tienen una mayor locomocién en comparacién con los
machos control a la primera dosis de AMPH el dia de la expresidn de la sensibilizacion (dia

10) (Fig.6).

N = T

60+ T

Distancia Recorrida (m)

20+

Control Sensibilizado No Sensibilizado Control Sensibilizado No Sensibilizado

Hembras Machos

Figura 6. Actividad locomotora expresada en distancia recorrida en metros de ratas hembras y machos
control y tratadas con AMPH al dia 10 del protocolo como medida de la expresion de la sensibilizacion
locomotora. **p<0.01. Hembras Control n=11 , Hembras Sensibilizadas n=11 , Hembras No Sensibilizadas
n=3 ;Machos Control n=7, Machos Sensibilizados n=7 , Machos No Sensibilizados n=2.

Actividad locomotora en ratas hembras sensibilizadas con AMPH segun la

etapa del ciclo estral.

No se observan diferencias significativas en la locomocidn de ratas sensibilizadas entre las

diferentes etapas del ciclo estral.
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Figura 7. Actividad Locomotora expresada en distancia recorrida en metros segun la etapa del ciclo estral de
hembras al dia 5 del protocolo de actividad locomotora. Hembras Estro n=2, Hembras Diestro n=3 , Hembras
Proestro n=3.

Expresion del mRNA de AVP en la MeA de ratas hembras y machos control y
sensibilizadas con AMPH.

En la figura 8 se observa que los niveles de RNA mensajero de AVP disminuyen en las
ratas sensibilizadas con AMPH de ambos sexos con respecto a sus respectivos grupos

control.

Razén mRNA AVP/mRNA 185

Control Sensibilizadas  Control  Sensibilizados

Hembras Machos

Figura 8. Expresion de mRNA AVP en la amigdala medial (MeA) de ratas control y tratadas con anfetamina
en ratas hembra y macho. *p<0.05. Hembras Control n=5, Hembras Sensibilizadas n=6; Machos Control n=4,
Machos Sensibilizados n=4.
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Expresion del mRNA de AVP en MeA de ratas sensibilizadas a AMPH
dependiendo de la etapa del ciclo estral al dia de la expresion de la
sensibilizacion.

En la figura 9 A podemos observar que en las hembras control la expresién de mRNA de
AVP es mayor en los animales que se encuentran en la etapa de estro del ciclo estral al dia
10 de tratamiento en comparacion con las hembras control en la etapa de diestro. Sin
embargo, en los animales sensibilizados el mRNA de AVP en la MeA disminuye en
hembras que se encuentran en la etapa de estro al dia 10 de tratamiento en comparacion
con las hembras en diestro. Sélo en las hembras que se encuentran en estro disminuye la
expresion del mRNA de AVP en la MeA luego del tratamiento con AMPH (Fig.9A). En
cuanto la actividad locomotora inducida por AMPH de las hembras control vy
sensibilizadas dependiendo de la etapa del ciclo estral que se encuentran al dia 10 de

tratamiento (Fig.9B), no se observan diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 9. Expresion de mRNA AVP en la amigdala medial (MeA) (A) y actividad locomotora de ratas control y
tratadas con anfetaminas dependiendo de la etapa del ciclo estral (B). **p<0.01; ***p<0.001. Hembras
Control en Diestro n=3, Hembras Control en Estro n=2 ; Hembras Sensibilizadas en Diestro n=3 , Hembras
Sensibilizadas en Estro n=2.

Niveles de AVP en el SL de ratas hembras y machos control y tratadas con
AMPH.

No se observan diferencias estadisticamente significativas en los niveles de AVP presentes
en el SL de ratas control y sensibilizadas con AMPH tanto en hembras como en machos
(Fig.10). Sin embargo, se observa una tendencia al aumento en los niveles de AVP en el SL

de machos tratados con AMPH.
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Figura 10. Niveles de AVP expresados en pg/mg de tejido de Septum Lateral (SL) de ratas hembra y macho
control y tratadas con anfetamina. NS: no significativo. Hembras Control n=4, Hembras Sensibilizadas n=5 ;
Machos Control n=4 , Machos Sensibilizados n=4.
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Niveles de AVP en SL dependiendo de la etapa del ciclo estral en ratas

sensibilizadas a AMPH.

No se observan diferencias significativas en los niveles de AVP en SL dependiendo de la

fase del ciclo estral en hembras sensibilizadas.
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Figura 11. Niveles de AVP expresados en pg/mg de tejido de Septum Lateral (SL) dependiendo de la etapa
del ciclo estral de ratas sensibilizadas. Hembras Control en Diestro n=2, Hembras Control en Estro =2;
Hembras sensibilizadas en Diestro n=3 , Hembras Sensibilizadas en Estro n=2.

Evaluacion de las curvas de ciclo en hembras control y tratadas con

anfetamina, antes y durante el protocolo de sensibilizacion.

Como se puede observar en la figura 12, el tratamiento con anfetamina no alteré el ciclo

estral en las hembras tratadas.
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Figura 12. Curvas representativas del ciclo estral de 2 ratas hembras control y 2 tratadas con AMPH.

Imagenes de Inmunohistoquimica de AVP en ratas sensibilizadas a AMPH.

El andlisis semicuantitativo de las fotografias no se llevd a cabo, ya que a pesar que la
técnica se realizd correctamente porque se observaron neuronas vasopresinérgicas en el
nucleo paraventricular del hipotdlamo (Fig. 14 E), en el Septum lateral no se observaron

fibras vasopresinérgicas (Fig. 13 D).

Figura 13. (A) Esquema de cerebro de rata sacado del atlas de Paxinos y Watson (bregma 0,36 mm) donde
se observa la localizacion del SL (LSD: septumlateral dorsal, LSI: septum lateral intermedio, LSV: septum
lateral ventral); (B) inmunohistoquimica a corte de cerebro a rata hembra tratada con AMPH; (C) drea de
septum lateral a 10x; (D) drea de septum lateral a 40x.
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Figura 14. (A) Esquema de corte de cerebro de rata segun atlas de cerebro de rata Paxinos y Watson
(bregma -1,32 mm) donde se puede observar la ubicacion del nucleo paraventricular (PaAP) y nucleo
supradptico (SO); (B) inmunohistoquimica a corte de cerebro a rata hembra tratada con AMPH; (C) drea de
PaAP a 10x; (D) drea de SO a 10x; (E) drea de PaAP a 40x; (F) drea de SO a 40x.
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DISCUSION

En este trabajo se estudid los efectos de la sensibilizacién a AMPH en ratas hembras y
machos sobre el sistema vasopresinérgico extra-hipotaldmico. Nuestro resultados
demostraron que las ratas hembras como los machos expresan el mismo nivel de
sensibilizacidn, observando leves diferencias conductuales entre los sexos. A nivel central
la sensibilizacién a AMPH produjo una disminucién similar en el mRNA de AVP en la MeA
en ambos sexos. En cuanto a los niveles AVP en SL se observa una tendencia al aumento

en ratas machos tratadas con AMPH.

Imagenes de Inmunohistoquimica de AVP en ratas sensibilizadas a AMPH.

Debido a la baja concentracién de AVP en zonas extrahipotaldmicas, para poder
observarlo por inmunohistoquimica hay que realizar un pretratamiento de los animales
con colchicina o utilizar un anticuerpo especifico que sea capaz de marcar los péptidos
gue se encuentran a muy bajas concentraciones. La colchicina se utiliza en
inmunohistoquimica porque permite la cuantificacidon de péptidos de baja concentracién
(Van Leeuwen & Caffé 1983; Caffé & Van Leewen 1983) al bloquear el transporte axonal

de AVP (Dahlstrom 1968) permitiendo su acumulacion.

Sensibilizacién locomotora inducida por AMPH en ratas hembras y machos

adultas.

El abuso de drogas depende de factores que influencian la iniciacién, mantencién vy

reinstalacion del consumo de drogas (Mathews & Mills 2008), como factores estresantes u
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hormonas circulantes y estos podrian definir la vulnerabilidad al abuso y adiccion. Se ha
observado que ratas hembras adolescentes poseen una mayor sensibilizacion locomotora
a psicoestimulantes y por lo tanto serian mas vulnerables al abuso de drogas (Wu &
Schlenger 2003). Esto es consistente con estudios realizados en humanos donde se ha
visto que en adolescentes y especialmente mujeres que consumen estimulantes son mas
propensas a la dependencia de drogas (Wu & Schlenger 2003) y poseen mas problemas de
abuso que los hombres (Kosten 1993). A pesar que son mds hombres que mujeres los

consumidores de drogas de abuso (Brady & Randall 1999).

Sin embargo, nuestros resultados muestran que aproximadamente el 75% de los animales,
tanto hembras como machos sensibilizan a AMPH. Se sabe que la actividad locomotora en
respuesta a inyecciones repetidas de solucién salina fisioldgica generalmente se
mantienen constante durante los dias de tratamiento (5 dias), mientras que la actividad
locomotora a tratamientos repetidos de psicoestimulantes aumenta (Mathews &

McCornick 2007).

Nuestras ratas no sensibilizadas muestran una mayor actividad locomotora que los
animales sensibilizados al primer dia de la inyeccién de AMPH. Se ha observado que ratas
con una alta locomocién en respuesta a un ambiente nuevo muestran una mayor
locomocién (high- responders) a una administracion inicial de AMPH y mayor auto-
administracion a AMPH (Scholl et al. 2009). También se ha descrito que los animales no
sensibilizados estarian des-sensibilizados al tratamiento al habituarse a los efectos

conductuales de la administracién repetida de anfetamina (Scholl et al. 2009). Segun
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Scholl y col, se describe que las ratas no sensibilizadas presentarian un estado intermedio
entre los animales controles tratados con solucién salina y las ratas sensibilizadas a AMPH

(Scholl et al. 2009).

Al dia de la expresidon de la sensibilizacién (dia 10 del protocolo de sensibilizacion),
nuestros resultados muestran que la actividad locomotora en las ratas hembras control
fue mayor que en ratas machos control. Las ratas control presentaron su primera dosis de
AMPH al dia de la expresion de la sensibilizacion y se ha visto que las hembras expresan
una mayor actividad locomotora frente a una primera exposicion a AMPH que ratas
machos (Brown et al. 2011). Adema3s, se ha observado que tanto ratas hembras como
machos bajo estimulos estresantes presentan una mayor respuesta locomotora con

administraciones agudas de AMPH (Mccornick et al. 2005).

Actividad Locomotora dependiente del ciclo estral en ratas hembras
sensibilizadas.

En estudios anteriores no se ha encontrado diferencia en la sensibilizacién locomotora
entre ratas en diestro o estro (Diaz-Véliz et al. 1994; Milesi-Hallé & McMillan 2007), asi
como nosotros tampoco encontramos diferencias en la sensibilizacion en ratas que se
encuentran en distintas etapas del ciclo estral al comienzo y al final del protocolo.

Ademas se ha observado que el ciclado de hembras bajo tratamientos adictivos produciria
un estrés extra asociado al estudio, es por esto que existen estudios que prefieren no

controlar el ciclo estral de las ratas hembras porque las variaciones de hormonas sexuales
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circulantes podrian afectar los efectos producidos por la AMPH vy la realizacion del frotis
vaginal puede disminuir la actividad inducida por el psicoestimulante (Walker et al. 2002).
Por lo tanto los resultados obtenidos en los test conductuales no serian comparables con
lo obtenido en machos.

En el paradigma conductual CPP se ha observado que ratas hembras en diestro presentan
mayor CPP (> 60% de permanencia en la caja relacionada con AMPH) a AMPH que las que
se encuentran en estro-proestro de la fase del ciclo estral (McCornick et al. 2007). Cabe
destacar que si bien sensibilizacion locomotora inducida por psicoestimulantes y el CPP
difieren en los circuitos neuronales implicados en el establecimiento de ambos

paradigmas conductuales (Mathews & Mills 2008).

Concentracion de AVP en SL y expresion de mRNA de AVP en MeA en ratas
hembra y macho adultas.

Desde hace tiempo se conoce que los machos presentan una mayor densidad de fibras
vasopresinérgicas que proyectan al SL que las hembras (De Vries et al. 1983) y mayor
expresion del receptor Via en el drea septal (Ostrowski et al. 1992). Ademas, se ha
observado que la expresidon del gen de AVP en zonas del circuito vasopresinérgico
extrahipotalamico como la MeA es regulada por testosterona (Szot & Dorsa 1994; Wang &
De Vries 1995).

Sin embargo, en nuestros resultados no se observaron diferencias significativas entre
ambos sexos en la expresion del mRNA de AVP, pero si entre tratamientos, observando

una disminucion del mensajero de AVP en las ratas hembras y machos tratadas con
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AMPH. En cuanto a la cantidad de AVP no se observaron diferencias significativas en
ambos sexos, pero existe una tendencia de mayor cantidad en los machos tratados.

Esto podria relacionarse con que hormonas sexuales masculinas disminuyen los efectos
producidos por AMPH y cocaina, mientras que hormonas femeninas aumentarian estos
efectos (Becker et al. 1984). Cabe considerar que nuestras hembras estuvieron en Diestro
y Estro donde los niveles de estrégeno se encuentran cercanos al basal en ambas etapas y
la progesterona se encuentra mas elevada en Diestro que en Estro.

Se ha observado que ratas hembras y machos gonadectomizadas disminuyen las fibras de
AVP que inervan desde el BNST y la MeA, pero sin observar diferencias en el sistema
vasopresinérgico hipotaldmico de neuronas magnocelulares del PVN y el nucleo
supradptico (De Vries 1984, De Vries 1985). También se ha observado que en ratas
castradas disminuyen las proyecciones de AVP en BNST y MeA, lo que produciria un
debilitamiento del reconocimiento social (Bluthe et al. 1990).

En cuanto a tratamientos con drogas de abuso, se ha observado que existe un aumento
del gen de AVP en abstinencia subaguda a cocaina (1 dia), pero no en abstinencia crénica
a la misma droga (10 dias) (Zhou et al. 2005). Es por eso que los resultados podrian verse
alterados dependiendo del tiempo del tratamiento, dosis utilizada y periodo de

abstinencia antes del challenge ademas de los factores fisiolégicos antes mencionados.
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Concentracion de AVP en SL y expresion de mRNA de AVP en MeA en ratas
hembras sensibilizadas.

Las mujeres experimentan mas efectos positivos por el consumo de drogas durante la fase
folicular del ciclo menstrual cuando estd mas alto el estradiol (Evans et al. 2002).

Se ha observado que las proyecciones desde el BNST y MeA son mas sensibles a los
efectos de hormonas esteroidales gonadales (De Vries et al. 1984). Los estrogenos se
asocian con un aumento de la actividad dopaminérgica (Di Paolo et al. 1988) y con accion
opuesta al estrégeno, la progesterona tiene un efecto bloqueador en el sistema
dopaminérgico estriatal (Fernandez-Ruiz et al. 1990) por lo tanto disminuiria el efecto de
la AMPH. También se ha observado que la administracion de progesterona exdégena puede
suprimir la accion de neuronas vasopresinérgicas en los sitios de proyeccién del BNST y
MeA, como SLvy la habénula lateral (Auger & Vanzo 2006).

El receptor de progesterona se encuentra en casi todas las neuronas vasopresinérgicas
principalmente en BNST y MeA (Auger & De Vries 2002) y sabemos que la AVP es
influenciada principalmente por testosterona mediada por la activacién del receptor de
andrégeno (De Vries & Sodersten 2009).

Nuestros resultados mostraron que la expresion de mRNA de AVP en ratas hembras
sensibilizadas es diferente dependiendo de la etapa del ciclo estral, entre los grupos de
tratamiento en diestro y estro. La principal diferencia ocurre en estro donde los niveles de
estradiol estan en su nivel basal, pero en esta etapa la progesterona disminuye

progresivamente. Ademas se ha visto que dosis agudas de AMPH aumentarian los niveles
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plasmaticos de progesterona y testosterona (Budziszewska et al. 1996) y de esta manera
podria modular la expresién de AVP. Esto podria relacionarse con que hormonas sexuales
femeninas aumentan los efectos inducidos por anfetamina y cocaina, en cambio
hormonas masculinas disminuyen estos efectos (Becker et al. 1984).

La cuantificacién de AVP en SL no demuestra ninguna diferencia significativa dependiendo
del ciclo estral en hembras sensibilizadas. Es importante considerar que la inervacién
vasopresinérgica al SL proviene de la MeA pero también del BNST, y ambos nucleos
podrian responder de manera diferente frente a las drogas de abuso.

La sensibilizacién a AMPH produjo una disminucion en el mRNA de AVP en la MeA en
animales sensibilizados machos y hembras. Este nucleo es parte de un sistema que regula
diferentes conductas como agresividad, memoria social y ansiedad, por lo que las drogas
de abuso podrian alterar estas conductas a través de la modulacion de este sistema. Al
estudiar otros nucleos vasopresinérgicos afectados por la AMPH y observando si
presentan diferencias sexuales en la modulacién podriamos contribuir a determinar los
factores que podrian definir la vulnerabilidad al abuso de drogas y conocer los cambios en
la maquinaria neuronal que modificaria el funcionamiento de circuitos neuronales que a

su vez se traduciria en el desarrollo de conductas de tipo adictivas.



45

CONCLUSIONES

1. La administracion repetida de AMPH produce una sensibilizacion de alrededor del
75% de ratas hembra y macho adultas.

2. La administracion repetida de AMPH en las hembras no sensibilizadas, produce
una mayor actividad locomotora al primer dia de tratamiento en comparacién con
hembras sensibilizadas.

3. La administracion de AMPH al dia de la expresién de la sensibilizaciéon en ratas
control produce una mayor actividad locomotora en ratas hembras que en
machos.

4. La administracién repetida de AMPH en hembras sensibilizadas no produce
diferencias en la actividad locomotora dependiendo de la etapa del ciclo estral en
el proceso de sensibilizacion.

5. La administracién repetida de AMPH produce una disminucién de la expresion del
gen de AVP en los animales tratados con AMPH en comparacion con el grupo
control, pero no hay diferencias entre sexos en la expresién del gen de AVP.

6. La administracién repetida de AMPH produce una disminucién de la expresién del
gen de AVP en ratas hembras sensibilizadas que se encuentran en estro en
comparacion con el grupo control.

7. La administracidn repetida de AMPH no produce diferencias en la cantidad de AVP

en SL de ratas hembras y machos adultas en comparacién con el grupo control.
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8. La administracidn repetida de AMPH no produce diferencias en la cantidad de AVP
en SL de ratas hembra sensibilizadas dependiendo de la etapa del ciclo estral en

gue se encuentren comparada con las hembras control.
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