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Resumen

El sistema dopaminérgico mesocorticolimbico juega un papel importante en los
mecanismos de adiccion al alcohol. Los péptidos opioides modulan esta via y se ha
propuesto que actuan como mediadores de las propiedades reforzadoras de la droga.
La beta-endorfina podria participar en el desarrollo de la adiccién al alcohol por lo cual,
el primer objetivo de este trabajo fue investigar si su precursor, el ARNm de la
Proopioimelanocortina se encontraba presente en las regiones del sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico del cerebro de la rata. Utilizamos la técnica de
transcripcion reversa acoplada a la reaccién de la polimerasa en cadena. También
hicimos uso de la técnica de hibridacion in situ con el objetivo de conocer la
distribucion del ARNm de POMC. Encontramos que la amplificaciéon del ARN extraido
de las regiones de interés utilizando 2 pares de sondas distintas para POMC genero
los productos de amplificacién del tamafio esperado 94 y 678 pb. La omision de la
transcriptasa reversa en la reaccidon de RT de las muestras de tejido cerebral impidi6 la
generacion de los productos de la PCR de POMC. No se originé ningun producto de
amplificacion a partir de ARN extraido de la linea glial C-6 (la cual no expresa ARNm
de POMC). De esta manera demostramos que la corteza prefrontal medial, el nucleo
accumbens, y el area tegmental ventral de la rata contienen ARNm de POMC, el cual
se encuentra en bajas concentraciones (entre 21 y 31% de lo detectado en el
hipotalamo). Los experimentos de hibridacién in situ confirman estos resultados y
muestran que el ARNm de POMC esta distribuido de manera homogénea en las
regiones estudiadas. La presencia del ARNm de POMC en la via dopaminérgica
mesocorticolimbica podria tener una implicacién funcional en las conductas motivadas.
Debido a que demostramos previamente que la union al receptor mu esta alterado
después de la administracion aguda de etanol (Méndez et al., 2001), el siguiente
objetivo fue investigar el efecto de la administracion aguda y crénica de alcohol sobre
el contenido de su ligando enddgeno, la beta-endorfina en diversas regiones del
sistema dopaminérgico y examinar si el tratamiento crénico con alcohol altera la unién
del ligando al receptor mu en la via de recompensa. Ratas Wistar macho recibieron

una dosis aguda de etanol (2.5 g/kg, el etanol fue diluido en agua destilada al 63.3 %)
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0 agua por via intragastrica. Para los experimentos del efecto cronico del etanol las
ratas fueron divididas en 4 grupos: ad libitum o control (C), etanol (E), sacarosa (S) y
agua (A). Los grupos E y C tuvieron acceso ad libitum al alimento sélido y a una
solucion de etanol al 10 % (v/v) o agua, respectivamente. Los grupos S y A se
alimentaron con la misma cantidad de comida y liquido que consumieron las ratas del
grupo de etanol. El grupo S recibié una solucion isocaldrica de sacarosa y el grupo A
agua. Este tratamiento se llevd a cabo durante 4 semanas. El contenido de beta-
endorfina se cuantificd por radioinmunoensayo y los estudios de unién de ligando al
receptor pu se realizaron por autoradiografia cuantitativa utilizando 8 nM de [°H]-
DAMGO. La administracion aguda de etanol disminuyo (26 %) el contenido de beta-
endorfina en el hipotalamo una hora después de la administracion. No se observaron
efectos del alcohol sobre el mesencéfalo, el area tegmental ventral, la sustancia nigra,
el nucleo accumbens, el nucleo accumbens-septum y la corteza prefrontal. El
tratamiento cronico con alcohol no cambio ni los niveles de beta-endorfina ni los de la
unién de [PH]-DAMGO al receptor mu en ninguna de las regiones estudiadas. Sin
embargo, la sacarosa incrementd significativamente el contenido del péptido en el
nucleo accumbens y la sustancia nigra en comparacion con todos los demas grupos.
Este hallazgo sugiere que los efectos reforzadores del alcohol y la sacarosa se
producen a través de mecanismos neurales distintos e involucran regiones cerebrales
especificas.

En conclusién la administracién aguda de etanol produjo una disminucion en la
concentracion de B-endorfina en el hipotalamo lo cual, podria ser importante en los
mecanismos de reforzamiento del alcohol en la etapa inicial de la adiccién. Después de
un mes de exposicion a la droga el contenido hipotalamico de beta-endorfina regresé a
los niveles normales, lo cual podria indicar el desarrollo de tolerancia al alcohol. El
tratamiento cronico con etanol no produjo cambios en los niveles del péptido ni en la
unién de [H*-DAMGO al receptor p en ninguna region estudiada contrario a lo causado
por la administracion aguda de etanol (Méndez et al., 2001). El consumo croénico
produce cambios neuroadaptativos que impiden la expresion de estas respuestas
iniciales. Seria interesante investigar en qué momento cambia la respuesta del sistema

B-endorfinérgico al alcohol y si esto se relaciona con la expresién de la dependencia.
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La dependencia o adiccion al alcohol (o alcoholismo) se define como la pérdida
de control sobre el consumo de la droga. El alcoholismo representa un grave problema
de salud publica. El consumo indiscriminado de alcohol no sélo dafia la salud y la
calidad de vida, sino que también menoscaba el bienestar social y familiar. La
dependencia al alcohol se establece mediante el uso y abuso continuo de esta droga.
Durante el desarrollo del proceso de adiccion, el individuo requiere de dosis cada vez
mayores de la droga para obtener el efecto inicial con dosis bajas, fendmeno conocido
como tolerancia. Una vez que el individuo se hace dependiente a la droga, si deja de
utilizarla, presenta el sindrome de abstinencia, que dependiendo de la gravedad del
caso puede incluir sintomas tales como manos temblorosas, insomnio, nauseas o
vomito, alucinaciones, agitacién psicomotora, ansiedad, convulsiones, etc. (Zigmond,
et al. 1999).

Las drogas de abuso actuan a través de mecanismos de reforzamiento tanto
positivo como negativo. El principio del reforzamiento (Skinner, 1953) sostiene que un
comportamiento se aprende por sus consecuencias. Un reforzador es cualquier evento
que produce un efecto satisfactorio (una felicitacion, un abrazo, un estimulo monetario,
etc.) y es producido por una conducta especifica. Asi, la probabilidad de que esta
conducta se lleve a cabo aumentara. Por ejemplo, un individuo que bebe alcohol, lo
cual le produce euforia, querra repetir esa experiencia. El reforzamiento negativo
también aumenta la posibilidad de que se realice una conducta pero en este caso, la
satisfaccion es a través de la inhibicion (total o parcial) de una sensacion
desagradable; por ejemplo, la ansiedad se puede reducir temporalmente al tomar
alcohol desarrollando una propension a tomar de nuevo. Consecuentemente, la
experiencia “agradable” de beber se relaciona a la euforia inducida por el alcohol, y/o
al alivio de la ansiedad (Pihl y Peterson, 1992). Asi, las propiedades reforzadoras del
etanol contribuyen a la ingesta continua, al abuso y eventualmente, al desarrollo de la
dependencia de la droga. Se ha propuesto este reforzamiento ocurre a través de la
activacién de circuitos neuronales especificos, en particular del sistema dopaminérgico
(DAérgico) mesocorticolimbico (Koob, 1992; Wise y Rompre, 1989). Esta via se origina
en el area tegmental ventral (ATV) y proyecta hacia el nucleo accumbens (NAcc) y la

corteza prefrontal (CPF) entre otras (Kandel et al., 1991).
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El desarrollo de lineas de roedores seleccionadas genéticamente para
manifestar diferentes preferencias por la sustancia ha sido ampliamente utilizado para
identificar algunos de los sustratos neurales y de los sistemas de neurotransmisores
implicados. Por ejemplo, se ha observado que las ratas que prefieren etanol presentan
mayor sensibilidad del sistema opioide (SO) a la droga (De Waele et al., 1992; Li et al.,
1998).

El etanol afecta varios circuitos de neurotransmisores y/o neuromoduladores en
el cerebro. El etanol ademas de activar la via dopaminérgica mesolimbica y a los
péptidos opioides, también altera de manera importante al sistema del acido y-
aminobutirico (GABA) y al de glutamato, y aunque en menor grado, a los sistemas
serotoninérgico y de acetilcolina asi como, diversos neuropéptidos (e.g. factor liberador

de corticotropina (CRF) y al neuropéptido Y (Vengeliene et al., 2008).

|. Sistema dopaminérgico mesocorticolimbico.

1.1 Descripcion anatémica.

Los principales componentes anatémicos del sistema  DAérgico
mesocorticolimbico son el ATV y el cerebro anterior basal (nucleo accumbens,
tubérculo olfatorio, corteza frontal y amigdala) (Zigmond et al., 1999). Los grupos
celulares dopaminérgicos se han clasificado en dos grupos principales con base en
sus proyecciones eferentes: 1) los sistemas mesolimbico y mesocortical, cuyos somas
estan localizados en el ATV (area A10 y algunas de A9) y proyectan sus axones hacia
areas limbicas y corticales (Kandel et al., 1991); 2) el sistema nigroestriatal, cuyos
somas estan localizados en la substancia nigra (SN) (area A9) y proyectan sus axones
hacia diversas areas tales como el estriado, el nucleo subtalamico, etc (Kandel et al.,
1991) (Figura 1y Tabla 1).
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Figura 1. Sistema dopaminérgico mesolimbico. Los cuerpos celulares de las vias dopaminérgicas meso-
accumbens y meso-cortical se localizan en el area A10 (area tegmental ventral), mientras que los de la
via nigroestriatal se encuentran en A9 (sustancia nigra compacta) (Tomado de Kandel 1991).

Tabla 1. Organizacion de los grupos celulares dopaminérgicos.

\Via Células de origen  [Proyecciones
Mesolimbicoy |ATV Areas limbicas y corticales: Nucleo accumbens, tubérculo
mesocortical. olfatorio, cortezas cingulada, prefrontal, piriforme y

entorrinal, habénula, septum, amigdala, locus coeruleus.

Nigroestriatal |SN compacta Caudado putamen, globo palido, nucleo subtalamico y

neocorteza

(Modificado de Kandel et al., 1991.)

1.2. El circuito de recompensa y las drogas de abuso.

En los 50’s James Olds realizé uno de los mas grandes descubrimientos en el
campo de sustratos neurales del comportamiento: la via de recompensa en el cerebro

(Olds y Milner, 1954) que encontré por serendipia al estar estudiando el sistema de
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activacion reticular (SAR). Utilizando ratas que tenian implantado un electrodo en una
de las regiones del SAR para ser estimulada eléctricamente, Olds observé que algunas
siempre regresaban al lugar a donde se les habia aplicado la estimulacion. La idea que
surgi6 de esta modesta observacion, fue que la estimulacion eléctrica en determinadas
regiones del cerebro tiene propiedades reforzadoras, ya que al igual que proporcionar
una recompensa convencional (e.g., alimento) se aumenta la probabilidad de que la
conducta que la origind sea repetida, regresar al lugar donde se estimulé (Milner,
1991). Esta hipotesis se comprobd en una camara operante de Skinner; en este
modelo experimental la rata tiene un electrodo implantado en el cerebro y recibe una
corriente eléctrica al presionar una palanca. Cuando la estimulacion intracraneal
produce la activacidn de areas del cerebro involucradas en la recompensa, la rata
presiona persistentemente la palanca. Este tipo de auto-estimulacion es conocido
como estimulacion cerebral de recompensa (ECR). Inicialmente se identificaron dos
regiones donde se auto-estimulaban las ratas: el septum y el tracto mamilotalamico
(Olds y Milner, 1954). Posteriormente, Olds (1962) identificé al tracto medial del
cerebro anterior como el componente central del sistema de auto-estimulacion, y mas
tarde con técnicas electrofisiolégicas y neuroquimicas, se identifico al sistema
DAérgico mesocorticolimbico como el principal sustrato neuroanatomico de la ECR
(Wise y Bozarth, 1984; Bozarth, 1987).

Los reforzadores son objetos o eventos que producen una sensacion
placentera. Asi, la obtencién de un reforzador aumentara la probabilidad y la intensidad
de la conducta que la generd (Skinner, 1953). El sistema de recompensa del cerebro
dirige el comportamiento de los individuos hacia objetivos que, generalmente, son
benéficos y promueven la sobrevivencia del individuo (e.g., consumo de agua y
comida) e incluso de la especie (e.g., reproduccion) (Troland, 1928). Para fines
practicos, nos referiremos a estos reforzadores en general como reforzadores
naturales si bien, la busqueda del ©placer puede volverse obsesiva.
Desafortunadamente, varias drogas de abuso son capaces de activar al sistema
dopaminérgico mesolimbico con una potencia mucho mayor que la que producen los

reforzadores naturales ocasionando perdida del control del comportamiento
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favoreciendose la busqueda de la droga sobre la de los reforzadores que promueven la

sobrevivencia.

1.3. Sustratos neurales del alcohol.

El alcohol afecta de manera importante eventos de la transmisién DAérgica del
sistema mesocorticolimbico. Utilizando el modelo de ECR se ha demostrado que el
alcohol aumenta la frecuencia de auto-estimulaciéon (Bain y Kornetski, 1989) y
disminuye el umbral de la ECR, de manera que se requiere de una menor corriente
eléctrica para obtener el mismo comportamiento de auto-estimulaciéon (Moolten y
Kornetsky, 1990). La reduccion del umbral de la ECR se presenta poco después de la
administracion de alcohol y coincide con el momento en el cual la concentracion de
etanol en sangre (BAC por sus siglas en ingles blood alcohol concentration) esta
aumentando. Durante la fase de disminucién de la BAC, no se observa el aumento en
ECR (Lewis y June, 1990). Asi, la presencia del etanol potencia el reforzamiento
producido por la ECR. Estos estudios demuestran que el etanol, como otras drogas de
abuso, facilita la ECR y tiene efectos reforzadores.

Di Chiara e Imperato, (1988) demostraron que drogas de abuso tales como los
opiaceos, el etanol, la nicotina, las anfetaminas y la cocaina aumentan la liberacién de
DA en el NAcc. El etanol incrementa la sintesis, la liberacién (Di Chiara e Imperato,
1985; Imperato y Di Chiara 1986) y el recambio de dopamina (DA) en el NAcc (Carrol
et al., 2006), asi como la frecuencia de disparo de las neuronas DAérgicas del ATV,
tanto in vivo, (Gessa et al., 1985) como in vitro (Brodie et al., 1990). La liberacion de
DA vy la subsecuente activacion de sus receptores podria ser importante en la
motivacion por beber ya que la administracion de antagonistas DA inhibe el consumo
de alcohol mientras que agonistas DA prolongan el consumo de alcohol (Samson et
al., 1992; Vengeliene et al., 2008).

Los sustratos neuroanatomicos que median los efectos reforzadores del alcohol
incluyen varias regiones del sistema limbico (Gatto et al., 1994; Rodd-Henricks et al.,
2000). Dado que un aumento en la actividad de las neuronas DAérgicas del ATV esta

asociada con los procesos de reforzamiento (Wise, 1980) y que el alcohol activa el
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sistema DAérgico mesocorticolimbico, el ATV fue la primera regién investigada. Gatto
y colaboradores (1994), observaron que las ratas P (genéticamente seleccionadas
para preferir alcohol) se auto-administraban alcohol directamente en la region medial-
posterior del ATV, mientras que las ratas NP (genéticamente seleccionadas para no
preferir alcohol) no. Estos resultados sugieren que el alcohol se comporta como un
reforzador cuando es administrado en el ATV de las ratas P y que existen factores
genéticos que propician esta conducta. La auto-administracion de esta droga en el
ATV también se ha observado en ratas Wistar (Rodd-Henricks et al., 2000).

La activacion del sistema DAérgico mesolimbico es un evento importante en los
mecanismos de reforzamiento del alcohol si bien no es indispensable para la
adquisiciéon y/o mantenimiento del consumo de la droga (Rassnick et al., 1993a,
lkemoto et al.,, 1997, Koistinen et al., 2001, Shoemaker et al., 2002). Utilizando
diversos modelos de autoadministracion se demostré que la lesion del NAcc con 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) no impide la adquisicion de la conducta de consumo de
alcohol ni el mantenimiento de ésta (Rassnick et al., 1993a, Ikemoto et al., 1997,
Koistinen et al., 2001, Shoemaker et al., 2002). Asi, se concluye que la liberacion de
DA en el NAcc no es exclusiva en estos procesos y que otros sistemas de
neurotransmision participan de manera importante en los mecanismos de
reforzamiento del alcohol; por ejemplo si a ratas lesionadas con 6-OHDA se les
administra un antagonista no selectivo de receptores a opioides hay una disminucion
significativa en el consumo de etanol (Koistinen et al., 2001, Shoemaker et al., 2002).
Estos estudios sugieren que el sistema opioide es crucial para reforzar la auto-
administracion de alcohol. En el capitulo Il de la introduccidon se discutira

detalladamente el papel del sistema opioide en los procesos de adiccion al alcohol.

ll. Péptidos opioides.

2.1 Familias de péptidos opioides.

Alrededor de la década de los 70’s descubrieron diversos péptidos con actividad

biolégica similar a los opiaceos. En 1974, Huges logré purificar, a partir de
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homogenados de cerebro de cerdo, una substancia con propiedades parecidas a las
de la morfina, cuyos efectos eran revertidos por naloxona y naltrexona (Huges, 1975)
que posteriormente se demostro estaba constituida por dos pentapéptidos que
llamaron encefalinas (Huges et al., 1975). Paralelamente, otro grupo identificd un
péptido aislado de la hipdfisis de camello que se comportaba como la morfina
compuesto de 31 residuos de aminoacidos (aa) al que se le llamé B-endorfina (B-END)
(Li y Chung, 1976). La dinorfina, que es considerada el agonista endégeno del receptor
opioide kappa (x), fue aislada a partir de la pituitaria de cerdo (Goldstein et al., 1981).
Existen principalmente tres familias de péptidos opioides: las endorfinas, las
encefalinas y las dinorfinas, las cuales provienen de tres precursores distintos. A partir
de la Proopiomelanocortina (POMC) se origina la B-lipotropina, la cual sirve como
prohormona para generar las a-, B- y y- endorfinas y la hormona estimulante de
melanocitos B (B-MSH) (Chretien and Seidah, 1981). La Leu- y Met-encefalinas (Leu-
enk y Met-enk) son pentapéptidos que se derivan de la Proencefalina (Comb et al.,
1982) y difieren entre si unicamente en el ultimo aminoacido del lado carboxilo
terminal. Las dinorfinas son péptidos opioides derivados de un precursor diferente, la
Prodinorfina (Comb et al., 1982). En la tabla 2 se muestran los precursores, la
estructura de los péptidos opioides y su selectividad por los receptores a opioides
(Strand et al., 1999). En la década de los 90’s se descubrieron otros péptidos opioides,
la nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ) (Reinscheid et al., 1995) que se une
selectivamente al receptor de la N/OFQ (NOP) (Chiou et al., 2004) y las endomorfinas
1y 2 (Zadina et al., 1997). Dada la alta selectividad y afinidad de las endomorfinas al
receptor u Zadina las propuso como su ligando “endégeno” sin embargo, algunos
estudios cuestionan esta aseveracion basandose en el hecho de que no se ha

encontrado su precursor protéico (Terskiy et al., 2007).
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Tabla 2. Estructura de los péptidos opioides, sus precursores y su selectividad por los

receptores a opioides.

Precursor Péptido opioide Estructura Selectividad
(receptores)
Pro- B-Endorfina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-GIn-Thr- . >§>>«
opiomelanocortina Pro-Leu-Val-Thr-Leu Phe-Lys-Asn-Ala-
(POMC) lle-lle-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Gly-Glu
Proencefalina (A) [Leu5]Encefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu d>p >>«
[Met5]Encefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met nx&>> K
[Met5]Encefalina-Arg6-  Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Phe
Phe7
Prodinorfina Dinorfina A (1-17) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg- K>> pu> 8
(Proencefalina B) Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Aso-Asn-Gly
Dinorfina A (1-13) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg- > 8~ 1
Pro-Lys-Leu-Lys
Dinorfina A (1-8) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle K> 8%
Pronociceptina Nociceptina/ Phe-Gly-Gly-Phe-Thr-Gly-Ala-Arg-Lys- NOP/OLR1
Orfanina FQ Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Ala-Asn-Gin
Desconocido Endomorfina 1 Tyr-Pro-Trp-Phe-NH, 1
Endomorfina 2 Tyr-Pro-Phe-Phe-NH, mn

Modificado de Borsodi y Thoth, 1995 y Fichna y colaboradores, 2007.

2.2 Biosintesis y procesamiento de los péptidos opioides.

Los péptidos opioides son originados a partir de grandes moléculas precursoras
proteicas (de entre 10 y 36 KD), las cuales se sintetizan en el reticulo endoplasmico
del soma neuronal, son transportados a través del Golgi para ser empaquetados junto
con enzimas procesadoras, en el Trans Golgi en granulos de secrecion que son
transportados a través de mecanismos de flujo axonal rapido (es decir, a una velocidad
de 100nm en 24 h) (Pasantes et al., 1991) hasta la terminal sinaptica. El
procesamiento de los precursores a péptidos activos se lleva a cabo por enzimas que
reconocen aminoacidos basicos (Lys, Arg) llamadas convertasas, por
carboxypeptidasas que remueven estos aminoacidos y, dependiendo del tejido en que
se encuentren, un mismo precursor puede dar origen a péptidos de distintos tamafos
(i.,e. p-endorfina o, MSH, y otros [Figura 2]) ademas, pueden ser modificados
(acetilacion, la amidacion, la fosforilacion, la metilacién y/o la glucosilacién) (Strand,
1999).
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El ARNm de la POMC se encuentra en niveles altos en la hipdfisis y en el
hipotdlamo, mientras que la corteza, el estriado, el hipocampo, la amigdala y el
cerebelo contienen cantidades bajas de este ARNm (Civelli et al., 1982; Grauerholz et
al., 1998). Estos estudios indican que las neuronas productoras de POMC no estan
limitadas al hipotalamo y el NTS como se pensaba anteriormente. La POMC da origen
a varios neuropéptidos con actividad biolégica (Figura 2). Estos péptidos estan
distribuidos diferencialmente en las distintas areas del cerebro y la hipdfisis (o
pituitaria). En el I6bulo anterior de la hipdfisis (también llamada adenohipdfisis), el
procesamiento de la POMC produce principalmente la hormona adenocorticotropica
(ACTH), la B-lipotropina y la B -endorfina. Sin embargo, en el I6bulo intermedio de la
hipdfisis (también conocida como la neurohipdfisis) o en el nucleo arcuato del
hipotalamo, la POMC es procesada a péptidos mas pequefios tales como la hormona
estimulante de melanocitos (a-MSH), la B-endorfina y el péptido parecido a la
corticotropina (CLIP), entre otros.

El ARNm de la Proencefalina se encuentra en numerosas regiones del cerebro
tales como; la corteza, el nucleo accumbens, el tubérculo olfatorio, el estriado, el
septum lateral, la amigdala, el hipocampo, el hipotalamo, el cerebelo, el mesencéfalo y
la médula espinal entre otras (Harlan et al., 1987). La Pro-encefalina es una molécula
precursora que contiene una copia de Leu-enk, cuatro copias de Met-enk y una copia
de varios péptidos con la secuencia de la Met-enk extendida en el lado carboxilo
terminal (la Met-enk-Arg®-Gly’-Leu®, (ME-RGL) y la Met-enk-Arg°®-Phe’ (ME-RF)
(Figura 3 A) pero su procesamiento tambien puede depender del tejido en el que se

encuentre (Saravia et al., 1993).
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Figura 2. Estructura del gen y procesamiento post-traduccional de la POMC. El POMC en los mamiferos
esta formado por 3 exones de los cuales, los 2 Ultimos son traducidos. Las convertasas de pro-hormonas
1y 2 (PC1y PC2) cortan al precursor peptidico en péptidos mas pequefios de manera sucesiva. KK KR
y RK indican la posicion de los pares de aa basicos donde se llevan a cabo los cortes de la cadena. Los
productos finales se generan de manera especifica dependiendo del tejido, por ejemplo a-MSH y ACTH
no son producidas en las mismas células de la pituitaria. Los productos finales incluyen melanocortinas
(la hormona estimulante de melanocitos (MSH) y la hormona adenocorticotropica (ACTH); B-endorfina (-
end) y el péptido parecido a la corticotropina (CLIP)). Las lipotropinas (o y y-LPH) son productos
intermedios del procesamiento cuya actividad biolégica aun no es clara. Tomado de Millington, 2007.

El ARNm de la Prodinorfina se encuentra en altas densidades en regiones tales
como el nucleo supradptico y paraventricular del hipotalamo, el estriado y el giro
dentado (Morris et al., 1986). La Prodinorfina produce una copia de Leu-enk asi como
varios péptidos relacionados estructuralmente con esta (Figura 3 B); da origen a las
dinorfinas 1-17, 1-13 y 1-8, y a la a-neo-endorfina, entre otros péptidos biolégicamente

activos dependiendo del tejido donde son procesados, originando primero los péptidos
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que tienen alta afinidad por un determinado tipo de receptor (la dinorfinas 1 a 17 y la o-
neo-endorfina, que se unen al receptor k) y posteriormente produciendo Leu-enk, la
cual tiene alta afinidad por el receptor delta (5).

El ARNm de la Pronociceptina (PNOC) se presenta en altas densidades en el
septum lateral, la parte anterior del hipotalamo, el nucleo de la cama de la estria
terminal, los nucleos central y medial de la amigdala, el nucleo reticular del talamo, etc.
En contraste, la neocorteza, el hipocampo y el giro dentado contienen bajos niveles de
este ARNm (Nothacker et al., 1996). La Pronociceptina da origen a la nocistatina, la

nociceptina y la prepronociceptinaiss.1g1, (PPNOC 154.181) (Figura 3 C).

Met-enk Met-enk
A PPENK mt_-enll. Argﬂ:.r-Lnu ﬂ.rghn
NH; e " PéplidoE
PPDYN p-Necendorfina ) DinB
° [ sefal ——a—H j coon
NF, a-Neoendorfina P-4 Lotenk
PPNOC Mociceptina
NH; Nocistatina PPNOG as181

Figura 3. Esquema de los precursores de las encefalinas y dinorfinas. (A) La Preproencefalina (PPENK)
da origen a péptidos tales como, la Metionina-encefalina (Met-enk) y sus formas extendidas del lado
carboxilo terminal (la Met-enk-ArgG-GIy7-Leu8 y la Met-enk-ArgG-Phe7) asi como la Leucina-encefalina
(Leu-enk, no marcada en A) y los péptido E y F. (B) La Preprodinorfina (PPDYN) y los péptidos que
produce: a y pB-neoendorfina, dinorfina A, B y 1-8 (DinA, DinB y Din1-8) y Leu-enk. (C) La
Prepronociceptina (PPNOC) y sus fragmentos nocistatina, nociceptina y prepronociceptinaiss.1gi,
(PPNOC 154.131). Tomado de Vega, 2005.

Diversos grupos de investigacion han buscado al gene y al precursor (0
precursores) de las endomorfinas sin embargo, aun no ha sido descubierto
(Perlikowska et al., 2009). Terskiy y colaboradores (2007) llevaron a cabo la busqueda
bioinformatica de este precursor protéico en el genoma humano y no encontraron

evidencia de su existencia. Alternativamente, otras rutas de biosintesis podrian
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explicar la presencia de la endomorfina 2 en los ganglios espinales dorsales (Rénai et
al., 2009).

2.3 Distribucion de los péptidos opioides.

Los péptidos opioides estan ampliamente distribuidos en el SNC (Tabla 3) y
SNP. En el SNC existen principalmente dos grupos celulares que producen f-
endorfina. El mas importante se encuentra en los nucleos arcuatos del hipotalamo.
Este grupo celular proyecta sus axones a diversas areas del sistema limbico y del tallo
cerebral. El segundo grupo celular se encuentra en la regién comisural del nucleo del
tracto solitario (Akil et al., 1984). Las fibras de estos cuerpos celulares inervan
principalmente regiones vecinas del bulbo raquideo. Las neuronas que sintetizan
POMC podrian no estar restringidas a estos nucleos ya que estudios de inmuno-
histoquimica muestran que la Proopiomelanocortina también se encuentra en bajas
densidades en el NAcc, el septum, el nucleo paraventricular del talamo, la amigdala, la
sustancia gris periacueductal, el ATV, etc. (Bloom et al, 1978) (Tabla 4).

La Proencefalina, la Prodinorfina y la Pronociceptina estan ampliamente
distribuidas en el cerebro al igual que los péptidos opioides a los que dan origen (AKil
et al.,, 1984; Boom et al.,, 1999; Neal et al., 1999) (Tabla 3 y 4). Las endomorfinas
también se presentan en numerosos nucleos cerebrales distribuidas de manera
diferencial (Fichna et al., 2007) (Tabla 3). Estas diferencias en la distribucion podrian
indicar la existencia de precursores especificos para cada endomorfina o el
procesamiento diferencial del mismo precursor dependiendo de la region cerebral
(Fichna et al., 2007). Por otro lado, cabe mencionar que los anticuerpos utilizados para
llevar a cabo la descripcién neuroanatémica de la endomorfina 2, presenta reactividad

cruzada con diversas proteinas (Terskiy et al., 2007).
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Tabla 3. Distribucion de péptidos opioides en el cerebro de la rata.

Telencéfalo

Formacioén Hipocampal

3

2
. 4/
o /
de la estria terminal
4/
{ 2

2
0 3
4 0
i 4 4 3
Area hipotalamica lateral 3 2 3 3
Ndcleo paraventricular 4 4 3 0 4
0 3
Ji i 2 0

Pars reticulata 0 4
3

3
4
Hipotalamo 4
/4
Coliculo superior, inferior 3 3/3

1-
Nucleo paraventricular 1-
0_

5 = densidad muy alta; 4 = densidad alta; 3 = densidad moderada; 2 = densidad baja; 1 = densidad muy
baja; 0 = no detectable. Los rangos indican que la densidad varia dependiendo la sub-area estudiada.
Modificado de Akil et al., 1984; Fichna et al., 2007 y Neal et al., 1999.
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Tabla 4. Distribucion los precursores de péptidos opioides en el cerebro de la rata.

Regién del SNC POMC Pro-Enk Pro-Din Pro-Noc

Corteza frontal 0 ++ + +
Corteza entorrinal 0 +++ + +

Nucleo central ++++ ++++ ++ 4

Nucleo lateral

++ +++ + +

Hipotalamo

Nucleo paraventricular 0

Substancia gris periacueductal rostro-ventral ++++ +++ ++ +

Nucleo dorsal de rafé +++ ++ + +++(magnus)

++++= densidad muy alta; +++= densidad alta; ++= densidad moderada; += densidad baja;
0= indetectable. Tomado de Mansour et al. 1988.
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2.4. Liberacion y degradacion.

Los opioides, como otros neuropéptidos, se almacenan en los granulos de
secrecidon que son vesiculas electrodensas, relativamente grandes (>70 nm) y su
liberacién es dependiente de Ca?* (Strand et al., 1999) pero se requiere una frecuencia
de disparo mayor que la utilizada por los neurotransmisores clasicos, de tal manera
que solo un incremento en la frecuencia de disparo produce la exocitosis de los
péptidos (Hokfelt, 1991). Los péptidos liberados son capaces de difundir a distancias
relativamente largas si no son degradados (Duggan, 1990).

Diversos estimulos pueden activar a las células peptidérgicas induciendo la
liberacion de los péptidos opioides. Por ejemplo, el estrés aumenta la liberacion de
Met-enk de la médula adrenal (Strand et al., 1999) y bajas concentraciones de etanol
aumentan la liberacion de pB-endorfina en células hipotalamicas en cultivo (Gianoulakis,
1990).

Una vez que los péptidos opioides son liberados pueden llevarse a cabo
diversos procesos de inactivacion, tales como la difusion, la endocitosis mediada por
receptores y la degradacion de los péptidos mediante la accion de ectopeptidasas. La
inactivacion por peptidasas se lleva a cabo de manera muy rapida y se ha observado
que los péptidos opioides son degradados por diversas enzimas de la familia de las
metalopeptidasas tales como la aminopeptidasa N (APN, EC 3.4.11.2), exopeptidasa
que hidroliza el enlace Tyr'-Gly? (de la Baume et al, 1983); la endopeptidasa neutral
2411 (NEP o neprisilina, EC 3.4.24.11), conocida como Encefalinasa, hidroliza el
enlace Gly*>-Phe* (White et al., 1985); la enzima que convierte a la angiotensina (ACE,
EC 3.4.15.1), tiene actividad de dipeptidil carboxipeptidasa que hidroliza Gly>-Phe*; y
una dipeptidasa membranal (EC 34.13.11) que hidroliza el enlace Gly*-Gly* (Schwartz
et al., 1981). La B-END pierde su actividad opioide al ser hidrolizada por las
convertasas 1 y 2 (Nicolas P, 1988) asi como; por las endopeptidasas, la
aminopeptidasa y la carboxipeptidasa (Burbach et al., 1981). La regulacion de la
actividad enzimatica de estas ectopeptidasas puede influir en la cantidad del péptido

liberado.
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2.5. Receptores a opioides.

La existencia de receptores a opioides se demostrd con experimentos de unidn
usando ligandos opiaceos marcados radioactivamente (Simon et al. 1973; Terenius,
1973). Martin y sus colaboradores (1976) reportaron la primera evidencia
farmacoldgica de la existencia de varios tipos de receptores a opioides basandose en
la accion de diversos opiaceos y sus derivados; identificaron al receptor u (de morfina)
y al ¥ (de ketociclazocina). Lord y sus colaboradores (1977) encontraron un receptor en
el vas deferens de la rata al cual se unian con alta afinidad las encefalinas y lo
llamaron receptor 6. En 1994 diversos grupos de investigacion describieron un cuarto
receptor a opioides en varias especies (i.e. humano, rata y ratén) y en el caso del
humano se le llamé “orphan receptor” (ORL1) debido a que no se conocia su ligando
endogeno. Actualmente se conoce como NOP independientemente de la especie a la
que pertenezca (Jeffrey et al., 2001).

La caracterizacion farmacoldgica de los receptores a opioides mostro la
existencia de distintos subtipos de estos en el cerebro y en tejidos periféricos; las
endorfinas tienen mayor afinidad por los receptores p, y las encefalinas por los
receptores 6 (Chang y Cuatrecasas, 1981, Chang et al., 1979, Raynor et al., 1994). Las
substancias del tipo de la morfina tienen alta afinidad por el subtipo de receptor opioide
u y las substancias parecidas a la dinorfina tienen alta afinidad por el receptor « (Tabla
5). EI NOP reconoce selectivamente a la nociceptina y presenta alta afinidad por esta,
en la tabla 5 se mencionan algunos ejemplos de agonistas y antagonistas para este
receptor (Jeffrey et al., 2001). Algunos grupos de investigadores han hecho una
clasificacion mas fina de los subtipos de receptores basandose en estudios
farmacoldégicos y de unién de ligandos a receptores y se han caracterizado, por
ejemplo, receptores pul y u2 (Pasternak et al., 1983), 61 y 62 (Portoghese et al., 1992)
y k1 y k2 (Attali et al., 1982).

Existen cuatro genes para receptores a opioides, los cuales en el caso del
humano se encuentran localizados en diferentes cromosomas del genoma. El gen del

receptor u se encuentra en el cromosoma 6q24-25 (Wang et al., 1994), el del receptor
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Tabla 5. Agonistas y antagonistas de los receptores a opioides.

Receptor

n

)

K

NOP

Agonistas

B-endorfina

Endomorfina 1

[Met]encefalina

[Leu]encefalina

dinorfina

ketociclazocina

Nociceptina/Orfanina FQ
UFP-102

Endomorfina 2 DADLE Tifuadoma
morfina DSTLE Bramazocina
dihidromorfina DAMEA U-50488
oximorfona DPDPE U-69593
DAMGO Mr 2034
morficeptina
B-casomorfina
PL-017
Antagonistas naloxona naloxona naloxona Nocistatina
naltrexona naltrexona naltrexona UFP-101
B-funaltrexamina ICl 154, 129 Mr 2266
CTOP ICI 171, 864 WIN 44441-3

DAMGO = [D-Ala2, MePhe4, Gly-ol5]-encefalina H-Tyr-D-Ala-Gly-MePhe-Gly(lo)
DADLE = [D-Ala2, D-Leu5]-encefalina H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu-OH
DSTLE = [D-Ser2,Leu5,Thr6] -encefalina H-hyr-D-Ser-Gly-Phe-Key-Thr
DAMEA = [D-Ala2, Met5]-encefalina H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Met-CONH2
DPDPE = [D-Pen2 D-Pen5]-encefalina H-Tyr-D-Pen-Gly-Phe-D-Pen

CTOP = (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Trh-Pen-Trh-NH2)
ICI 154,129 e ICI 174,866 = analogos de las encefalinas

MR 2266 = [(-)-2-(3 furylmethyl)-normetazocina])
PL-017 = [N-MePhe3D-Pro4]morficeptina
U-69593 = (5a, 7a, 8B)-(-)-N-metil-N-[7-(1-pirrolidinil)-1-oxaspiro(4,5)-dec-8-il] bencenoacetamida

U 50488 = (trans-(+)3,4-dicloro-N-metil-N-[2-(pirrolidinil)-ciclohexil)-bencenoacetamida

WIN 44441-3 = (1-cyclopenthyl-5-(1,2,3,4,5,6-hexahidroxi-3,6,11-trimetil-2 -6-metano-3- benzazocin)-3-
pentatona metano sulfonato)
UFP-102 = [(pF)Phe4,Arg14,Lys15]nociceptin/orphanin FQ-NH2
Nocistatina (humano) = Met-Pro-Arg-Val-Arg-Ser-Leu-Phe-GIn-Glu-GIn-Glu-Glu-Pro-Glu-Pro-Gly-Met-
Glu-Glu-Ala-Gly-Glu-Met-Glu-GIn-Lys-GIn-Leu-GIn
UFP-101 = [Nphe1, Arg14, Lys15] N/JOFQ-NH2
(Modificada de Adler et al., 1990, Zadina et al., 1997 y Chiou et al., 2007).

d en el cromosoma 1p34.3-36.1 (Befort et al., 1994), el del receptor k en el cromosoma
8911.2 (Yasuda et. al.,, 1994) y el del receptor NOP en el 20q13.33. Sus exones e
intrones tienen una organizacion muy parecida, lo cual indica que posiblemente
derivan de un gen antecesor comun (Wang et al., 1994). Los cuatro tipos de receptores

a opioides pertenecen a la subfamilia de receptores a rodopsina, que a su vez forma
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parte de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) (Wess, 1998)
y se componen de 7 dominios transmembranales. Los receptores a opioides p, 8 y x
tienen una similitud de secuencia de aminoacidos del 60 al 67% entre si. La mayor
parte de las diferencias se presenta en las secuencias de aa de los extremos amino y
carboxilo terminales, asi como en la cuarta regidn transmembranal y en la segunda y
tercera asas intracelulares (Figura 4). La selectividad por los ligandos y la sensibilidad
diferencial a agonistas y antagonistas podria deberse a estas variaciones (Tablas 2 y
5).

Receptor opioide n
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Figura 4. Modelo del receptor opioide p de la rata. En este esquema se muestran los 7 dominios
transmembranales que conforman al receptor, las asas intracelulares y extracelulares y los extremos
amino (extracelular) y carboxilo (intracelular) terminales. Los aa sefialados (Y) son los sitios potenciales
de glucosilacion. Los residuos de aa del receptor u que estan conservados, tanto en el receptor 6 como
en él x se muestran en negro, los que estan conservados en el receptor 6 0 en el k, en gris. Los residuos
de aa del receptor pu que no estan concervados en ninguno de los dos receptores a opioides (8 y ) se
presentan en blanco. (Minami y Satoh, 1995)
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Los receptores a opioides estan acoplados a proteinas Gi/Go, y regulan
multiples sistemas de efectores tales como la adenilato ciclasa, canales de calcio y
potasio dependientes de voltaje y proteinas cinasas (Kieffer, 1995; Minami y Satoh,
1995). Las proteinas G son heterodiméricas, estan asociadas a la membrana y estan
compuestas de las subunidades o, y y. Las subunidades o de las diferentes
proteinas G contienen dominios homdlogos para la union e hidrolisis del GTP y
dominios variables para el reconocimiento del receptor y las interacciones con el
efector (Gilman, 1987). La activacion de los receptores a opioides resulta en una
disociacion de la proteina G en las subunidades a y By y estas subunidades regulan la
actividad de sus respectivos efectores. El efecto bioquimico mejor caracterizado de los
péptidos opioides es la inhibicion de la adenilato ciclasa por Gi, como en el caso de la
activacion de los receptores o por encefalinas (Ross, 1992). Sin embargo, existen otros
componentes intracelulares que regulan la actividad de los GPCRs. Se ha sugerido
que los mecanismos moleculares que llevan a la desensibilizacion de los GPCRs son
similares a los reportados para el receptor 2-adrenérgico (ya que pertenecen a la
misma subfamilia de receptores a rodopsina) (Lefkowitz, 1998). La unién del agonista
al receptor B2-adrenérgico induce una rapida fosforilacién del receptor por proteinas
cinasas, incluyendo las cinasas de GPCRs (GRKs), lo cual promueve la asociacién de
la arrestina al receptor, desacoplandolo de la proteina G e internalizandolo (Lohse et
al., 1990). Varios autores reportan la fosforilacion como un mecanismo de
desensibilizacion de los receptores a opioides u (Arden et al., 1995), 6 (Pei et al., 1995)
y « (Appleyard et al., 1997). Estudios realizados con los receptores p (Zhang et al.,
1996; El-Kohuen et al.,, 1999) y & (Pei et al., 1995) sugieren que la fosforilacion
inducida por los agonistas es mediada via GRKs y no por la proteina cinasa C. La
fosforilacién del receptor p es muy rapida (minutos), lo cual no corresponde con la tasa
de desensibilizacion del receptor, que se lleva a cabo en horas (El-Kohuen et al.,
1999). La fosforilacion del receptor p podria involucrar otras proteinas cinasas, tales
como las que son dependientes de Ca2+/calmodulina (Wang et al., 1996). Sin
embargo, la tasa de desensibilizacion relativamente lenta de este receptor podria ser

atribuida, al menos parcialmente, al reciclaje de los receptores internalizados (Law et
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al., 2000). En el caso del receptor & numerosos estudios sugieren una clara relacion
entre la fosforilaciéon de este receptor y su desensibilizacion (Pei et al., 1995; El-
Kohuen et al., 1999). Asi, la transmisién opiodérgica puede ser regulada también a
través de la internalizacion mediada por receptores (disminuyendo el numero de sitios

(Bmax) y/0 la fosforilacion y desensibilizacion de éstos.

2.6 Distribucion de receptores a opioides.

Los receptores a opioides estan ampliamente distribuidos en diversos tejidos
tales como el nervioso, gastrico, inmune, etc (Satoh and Minami, 1995; Shahabi et al.,
1990; Lord et al., 1977). En el cerebro, el receptor n se encuentra en altas densidades
en regiones tales como los parches del estriado, el nucleo accumbens, la substancia
nigra compacta, etc y en bajas concentraciones en el ATV y algunos nucleos del
hipotdlamo. En contraste, el receptor 5 esta restringido a unas cuantas areas del
cerebro, presentandose en altas densidades en el nucleo lateral de la amigdala, el
tubérculo olfatorio y el nucleo accumbens y en bajas densidades en la sustancia nigra
reticulata, entre otras. El receptor k se encuentra en altas densidades en la amigdala,
el tubérculo olfatorio, el nucleo accumbens, el area preoptica media y el hipotalamo y
en bajas densidades en el hipocampo y la corteza frontal (Mansour et al., 1988) (Tabla
6). EI ARNm de los receptores a opioides se encuentra distribuido amplia y
diferencialmente en el cerebro. La localizacién del ARNm del receptor p, presenta un
patron muy parecido al de su proteina respectiva y generalmente en niveles
cualitativamente similares. Sin embargo, algunas regiones donde no se ha detectado el
receptor o esta en niveles muy bajos muestran altas concentraciones de su ARNm
(e.g. el nucleo central de la amigdala, el globo palido, el area predptica, el nucleo
arcuato, el area hipotalamica lateral y el nucleo paraventricular del tdlamo) (Satoh and
Minami, 1995). En el caso del ARNm del receptor 6 y « también hay grandes
similitudes con la distribucién de su receptor. No obstante, en el caso del ARNm del
receptor & algunas areas del cerebro (globo palido, nucleo ventromedial del
hipotalamo, nucleos paraventricular y central medio del talamo, etc) contienen

concentraciones muy bajas o indetectables mientras que su proteina se expresa en
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Tabla 6. Distribucion de los receptores a opioides en el cerebro de la rata.

Receptores
Regién del SNC M | S K
Telencéfalo
Corteza frontal +++ ++ +
Corteza piriforme ++ ++ ++
Corteza entorrinal ++ ++ ++
Nucleo central de la amigdala 0 0 ++
Nucleo medial de la amigdala +++ ++ ++
Nucleo lateral de la amigdala ++++ +++ 4+
Hipocampo +++ ++ +
Giro dentado del hipocampo +++ + +
Tubérculo olfatorio + +++ +++
Nucleo accumbens ++++ (parches) ++++ +++ (ventral)
Caudado putamen ++++ (parches)| +++ (vent-lat)| +++ (vent-med)
Globo palido + + +
Septum medial +++ + +
Nucleo de la cama de la estria terminal ++ ++ +++
Area preoptica + + +++
Diencéfalo
Nucleo reuniens ++++ ++ ++
Habénula media +++ +++ 4+
Hipotalamo
Nucleo supradptico 0 ++ ++
Nucleo paraventricular 0 ++ ++
Nucleo arcuato 0 ++ ++
Nucleo ventromedial 0 +++ F++
Nucleo dorsomedial + +++ +++
Area hipotalamica lateral + ++ ++
Talamo
Nucleo paraventricular 0 4+ T+
Nucleo central medio ++++ ++ ++
Mesencéfalo
Nucleo interpeduncular (central) ++++ +++ 4+
Area tegmental ventral + 0 +
Substancia gris periacueductal (rostroventral) + 0 ++
Coliculo superior/inferior ++++ + ++
Nucleo dorsal de rafé ++ 0 T+
Substancia nigra
Pars compacta +++ 0 0
Pars reticulada ++ + +

++++= densidad muy alta; +++= densidad alta; ++= densidad moderada; += densidad baja; 0= densidad
indetectable. Tomado de Mansour et al., 1988.
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todas estas regiones y en algunos casos en altas densidades. EIl ARNm del receptor «
se encuentra en muy altas densidades en la SNc y el ATV; mientras que en el giro
dentado del hipocampo no es detectable (Satoh and Minami, 1995). La falta de
concordancia entre la localizacion del ARNm vy la del receptor sugiere que los
receptores son sintetizados y transportados hacia las terminales las cuales se

encuentran en una region distinta a la de la neurona que los produjo.

2.7 Funciones fisiolégicas

Los péptidos opioides actuan como neuromoduladores ejerciendo una profunda
influencia sobre diversos estados fisiologicos y patoldgicos, incluyendo funciones
cardiovasculares, respiratorias y gastrointestinales. Los opioides también interactuan
con el sistema neuroenddcrino y son sensibles a diversos estresores. Asimismo, estos
neuropéptidos estan involucrados en la regulacion del dolor y es bien conocido su
efecto analgésico. También participan en los procesos de aprendizaje, memoria y
conducta sexual (Strand, 1999).

A nivel del SNC los receptores a péptidos opioides generalmente estan
localizados presinapticamente y su activacion disminuye la liberacion de varios
neurotransmisores y neuromoduladores, incluyendo GABA, acetilcolina, dopamina,
norepinefrina, sustancia P, somatostatina, vasopresina y oxitocina (Xiao and Ye, 2008;
Atweh y Kuhar, 1983; Berman et al., 1984). Varias de las funciones fisiolégicas de los
opioides explican cémo podrian estar modulando la liberacibn de los
neurotransmisores (Simonds, 1988). Los opioides aumentan la corriente rectificadora
entrante de potasio y disminuyen la conductancia del calcio dependiente de voltaje,
hiperpolarizando las membranas neuronales, reduciendo la amplitud de los potenciales
sinapticos y disminuyendo la tasa de disparo espontaneo de las neuronas (North et al.,
1987; Simonds, 1988). Estas acciones se han observado en tejido nervioso central y
periférico, y varian dependiendo de la regién cerebral y del tipo neuronal. Ciertas
conductancias ionicas pueden ser reguladas por subtipos individuales de receptores a

opioides. Por ejemplo, los agonistas para receptores x inhiben la conductancia de

calcio dependiente de voltaje, mientras que los agonistas para receptores p y d activan
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la corriente rectificadora entrante de potasio (Cherubini y North; 1985). Un s6lo subtipo
de receptor también puede interactuar con mas de un sistema efector. Por ejemplo, en
la linea celular hibrida de neuroblastoma X-glioma NG108-15, (la cual expresa solo el
receptor 8), los opioides inhiben la adenilato ciclasa y la conductancia de calcio
dependiente de voltaje (Hescheler et al., 1987). También se ha observado que la -
endorfina y la dinorfina inhiben la frecuencia de disparo de la mayoria de las neuronas

del hipotalamo y esta inhibicion es bloqueada por sus antagonistas (Lin y Pan, 1994).

2.8 Los péptidos opioides como mediadores del placer.

Los opiaceos ejercen efectos evidentes en el estado de animo y la motivacion.
En los humanos, éstos producen euforia y son utilizados como drogas de abuso. La
administracion de opiaceos a largo plazo resulta en el desarrollo de tolerancia y
dependencia fisica (Herz, 1997). Inmediatamente después de la identificacion de los
péptidos opioides, se postuldé que éstos podrian ser los mediadores de estados
placenteros en el cerebro (Belluzzi y Stein, 1977). Diversas aproximaciones
experimentales apoyan esta hipotesis. Una gran variedad de modelos animales, tales
como la auto-administracion intracraneal (AAIC), la auto-estimulacion intracraneal
(AEIC) y el paradigma de preferencia de lugar (PL), han sido empleados para
determinar los efectos motivacionales de los opioides (Mucha y Herz, 1985; Herz,
1997). Este tipo de estudios muestran que los péptidos opioides producen
reforzamiento o aversion, dependiendo del tipo de receptor que activen. En el modelo
de PL se ha demostrado que la activacion de los receptores p produce preferencia al
lugar asociado a la droga, mientras que la administracion de U 50488 y U 69593
(agonistas del receptor ) produce aversion al lugar (Mucha y Herz, 1985). La
administracion intracerebroventricular (ICV) de B-endorfina, asi como la de DPDPE
(agonista especifico para receptores 3), produce preferencia de lugar, mientras que la
administracion de E-2078 (un derivado de la dinorfina) produce aversion (Herz, 1997).
La aversion condicionada a un lugar también es producida por naloxona (antagonista
opioide no selectivo) y CTOP (antagonista especifico del receptor opioide n) (Herz et

al., 1992; para revision). También se ha comprobado que las ratas se auto-administran
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agonistas para receptores a opioides p (DAMGO y morfina) y 6 (DPDPE) en el ATV
(Devine y Wise, 1994). Estos resultados muestran que la activacion de los receptores a
opioides n y o6 produce reforzamiento y que la disrupcién de este sistema resulta en
estados aversivos. En contraste, la activacidon de los receptores k produce aversion.

En los primeros estudios realizados para investigar los mecanismos de
reforzamiento de los péptidos opioides se sugiridé que estos efectos se debian a la
activacion de la via dopaminérgica mesocorticolimbica, ya que el antagonista del
receptor D1 SCH23390 (Shippenberg y Herz, 1988) y las lesiones con 6-OHDA
(Spyraki, et al., 1983) en el NAcc atenuaban los efectos reforzadores de los opiaceos;
la manipulacién de este sistema puede abolir los efectos aversivos de la naloxona y del

agonista a receptores k U-69593 (Shippenberg y Herz, 1988).

2.9 Modulacion de la actividad dopaminérgica por opioides.

Las regiones cerebrales que han sido asociadas a los mecanismos de
reforzamiento a drogas de abuso contienen péptidos y receptores a opioides, en
algunos casos en muy altas concentraciones. Estos péptidos modulan la actividad
dopaminérgica de la via mesolimbica. La administracién ICV de agonistas a receptores
a opioides p y 6 (DAMGO y DPDPE, respectivamente) aumenta la liberacion de DA en
el NAcc, mientras que la administracion de agonistas a receptores x (E-2078) la
disminuye. Los efectos producidos sobre la liberacion de DA debida a la activacion de
los receptores a opioides es prevenida por sus antagonistas (CTOP, ICI174, 864 y
norbinaltorfimina para p, 8 y k respectivamente) (Spanagel et al., 1990). La inyeccion
directa de agonistas y antagonistas en las regiones de somas o terminales del sistema
DAérgico mesolimbico afecta la liberacion de DA y sus metabolitos en el NAcc:
DAMGO en el ATV la aumenta, mientras que la de CTOP la disminuye; en cambio, la
microinyeccion de estas substancias en el NAcc no afecta la liberacién de DA. En
contraste, la administracion de U-69593 (agonista del receptor k) en el NAcc disminuye
la liberacion de DA, mientras que la de nor-BNIl (antagonista del receptor «)la
aumenta; mientras que en el ATV no produce ningun efecto (Spanagel et al., 1992). Se

ha sugerido que la activacién de las neuronas DAérgicas en el ATV inducida por
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agonistas de los receptores u, se lleva a cabo a través de la inhibicion de
interneuronas GABAérgicas. Numerosas evidencias apoyan esta hipétesis: 1) La lesion
del ATV por 6-hidroxidopamina (6-OHDA) no afecta significativamente ni la densidad ni
la distribucidon del receptor opioide u (Dilts y Kalivas, 1989). Ademas, estudios mas
recientes confirman que la mayoria de los receptores a opioides p en el ATV estan
localizados sobre neuronas no DAérgicas (Garzén y Pickel, 2001), las cuales
probablemente sean GABAérgicas; 2) La administracion de morfina en el ATV
disminuye la concentracion de GABA extracelular e incrementa la de DA (Klitenick et
al.,, 1992); 3) Neuronas DAérgicas del ATV electrofisiologicamente identificadas son
inhibidas por DA y no responden a péptidos opioides (Johnson y North, 1992a); 4) El
agonista de receptor u DAMGO silencia a las neuronas GABAérgicas del ATV e inhibe
las corrientes inhibitorias post-sinapticas (IPSCs) registradas en neuronas DAérgicas
(Xiao and Ye, 2008). Estos estudios sugieren que el incremento en la liberaciéon de DA
en el NAcc ocurre a través de la activacion de los receptores p, lo cual produce una
disminucién del tono inhibitorio ejercido por neuronas GABAérgicas sobre los cuerpos
celulares dopaminérgicos del ATV (Johnson y North, 1992 a y b). Cabe mencionar que
otros neurotransmisores también podrian participar de manera importante en la
regulacion de la actividad de las neuronas DAérgicas del ATV (i.e. glutamato, purinas y
dopamina) (Xiao et al., 2008 and Xiao et al., 2009).
Los receptores a opioides también actuan en las terminales de las neuronas
dopaminérgicas regulando su actividad (Spanagel et al., 1992; Herz, 1997). El receptor
d en la cubierta del NAcc modula la liberacion presinaptica de neurotransmisores
principalmente inhibitorios (Svingos et al, 1998), mientras que la activacion del receptor
k inhibe las neuronas glutamatérgicas (Hjelmstad y Fields, 2001). Asi, la regulacién de
la liberacién de DA en el NAcc podria llevarse a cabo mediante mecanismos similares
al del ATV.

Indudablemente los péptidos opioides juegan un papel crucial en la regulacion
de la actividad de la via DAérgica mesolimbica lo cual tiene implicaciones
trascendentales en el contexto de los mecanismos neurales de reforzamiento de las

drogas de abuso como se vera mas adelante.
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[ll. El sistema opioide y el alcohol.

3.1. Papel de los péptidos opioides en la adquisicion y el mantenimiento de la conducta

de alto consumo de alcohol.

El etanol activa al sistema opioide enddgeno y se ha postulado que los cambios
neuroadaptativos resultantes en este sistema son esenciales en la adquisicion y
mantenimiento de la dependencia al alcohol. La administracion de naltrexona
(antagonista no selectivo de receptores a opioides) atenua la adquisicion del
comportamiento de consumo de alcohol (Phillips et al., 1997; Davidson et al., 1997).
Ademas, diversas especies de animales responden similarmente a la administracion
de antagonistas no selectivos para receptores a opioides tales como la naloxona, la
naltrexona y el namelfeno, asi como a la de antagonistas selectivos para receptores n
y & disminuyendo el consumo de alcohol de manera dosis dependiente (Herz, 1997,
Myers et al., 1986; Froehlich et al., 1990; Froehlich et al., 1991; 1993; June et al., 1998;
Hyytia, 1993; Krishnan-Sarin et al., 1995; Honkanen et al., 1996). En el humano, la
naltrexona (ReVia), combinada con terapia conductual, reduce el consumo de alcohol
asi como la ansiedad por beber y las recaidas (Volpicelli et al., 1992; O’Malley, 1996).
La efectividad del tratamiento del alcoholismo con naltrexona depende de un
polimorfismo del receptor u donde una Asparagina (Asn) es sustituida por Aspartato
(Asp) en la posicion 40 de la cadena de residuos de aa del receptor. Esta sustitucion
produce un cambio estructural en el dominio extracelular del receptor el cual muestra
un aumento en la unién a la B-END asi como en su actividad funcional in vitro (Bond et
al., 1998). Anton y colaboradores (2008) encontraron que la mayoria (81.7%) de los
individuos heterocigotos (Asp40/Asn40) del gen del receptor mu responden
exitosamente al tratamiento con naltrexona, mientras que solo la mitad (54.8%) de los
individuos homocigotos (Asp40/Asp40) lo hacen. Los agonistas opioides modifican el
consumo de alcohol dependiendo de la dosis administrada y de la previa exposicion a
éstos (Ho y Chen, 1976; Barson et al., 2009). Por ejemplo, la administracion de
agonistas opioides en el NAcc, tales como morfina y DAla-Gly-Phe-Met-NH2 (DALA),

aumenta el consumo de etanol (Barson et al., 2009). Los inhibidores de la degradacion

35



de encefalinas, también incrementan el consumo voluntario de alcohol (Blum et al.,
1987; Hyytia, 1993). En resumen, la activacion de los receptores a opioides p y é es
importante en los mecanismos de reforzamiento del alcohol tanto en el periodo de

adquisiciéon de la conducta de consumo de la droga, como en la fase de dependencia.

3.2. Modelos animales de alcoholismo y sistema opioide endbgeno.

Los roedores cruzados selectivamente dependiendo de su preferencia por el
alcohol (Eriksson, 1968; Lumeng y Li, 1986; Fadda et al., 1990; Sinclair et al., 1996) y
de su manera especifica de responder a la exposicion aguda y crénica al alcohol
(Crabbe et al., 1987; Kosobud y Crabbe, 1986; Crabbe y Kosobud, 1986) se han
utilizado para investigar las bases neuroquimicas y neurofisiolégicas de las conductas
relacionadas con el consumo del alcohol (e.g. la preferencia por la droga, la activacion
locomotora, la narcosis y la hipotermia inducidas por esta). En la tabla 7 se muestran
algunos ejemplos.

El sistema opioide enddégeno de los roedores que prefieren alcohol no presenta
un patron general de comportamiento basal o de respuesta a la droga. Sin embargo,
vale la pena examinar algunas hipdtesis que se han planteado al respecto. Se ha
propuesto que existe una relacién entre un riesgo elevado de alcoholismo y niveles
basales bajos de péptidos opioides (Gianoulakis et al., 1989; Zalewska-Kaszubska and
Czarnecka, 2005). Las ratas AA presentan una liberacion espontanea hipotalamica de
B-endorfina menor que las ratas ANA (De Waele et al., 1994). Los niveles basales de
Met-encefalina son mas bajos en el NAcc de las ratas AA que las ANA (Nylander et al.,
1994) y en el hipotalamo de los ratones C57BL/6 (que prefieren alcohol) que en el de
los DBA/2 (que evitan la droga) (Blum y Briggs, 1988). En el caso del sistema (-
endorfinérgico se han reportado resultados similares en humanos. Los individuos que
son hijos de padres alcohdlicos muestran una actividad opioidérgica hipotalamica
disminuida en comparacion con los hijos de no alcohdlicos (Wand et al., 1998).
Ademas, los humanos con alto riesgo de alcoholismo tienen niveles basales bajos de
B-endorfina plasmatica en comparacion con los individuos con bajo riesgo de

alcoholismo (Gianoulakis et al., 1989). En conclusion, deficiencias en los sistemas
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opioidérgicos (en varios casos especificos dependiendo de la regién) podrian predecir

una vulnerabilidad aumentada a desarrollar la conducta de alto consumo de alcohol.

Tabla 7. Lineas de roedores seleccionados por su preferencia, consumo y respuestas

a los efectos del alcohol.

Lineas Rasgo de seleccidon

Ratas que prefieren alcohol (“Prefering”) (P)

y que no lo prefieren (“Non-prefering”) (NP)

Ratas “ALKO alcohol” (AA) y “ALKO non-
alcohol” (ANA) Preferencia por el alcohol.

Ratas “High-alcohol drinking” (HAD) y “Low-
alcohol drinking” (LAD)

Ratas “High-ethanol prefering” (HEP) vy
“Low- ethanol prefering” (LEP)

Ratones “Long sleep” (LS) y “Short sleep” Efecto anestésico del alcohol demostrado por la
(SS) duracién de la pérdida del reflejo de rectificacion.
Ratones “FAST” y “SLOW” Actividad estimulada por alcohol.

Ratones propensos “Withdrawal seizure | Severidad de las convulsiones durante el sindrome
prone“ (WSP) y resistentes “Withdrawal de abstinencia.
seizure resistant® (WSR) a las convulsiones

producidas por la abstinencia.

Ratones “COLD” y “HOT” Intensidad de la hipotermia inducida por alcohol.

Adaptado de Gianoulakis, 2001.

Por otra parte, también se ha sugerido que un sistema opioide altamente
responsivo al alcohol esta asociado a un alto riesgo de alcoholismo (Gianoulakis et al.,
1989; De Waele et al., 1992). El alcohol aumenta la liberacion de B-endorfina del
hipotadlamo y este efecto es significativamente mayor en los ratones que prefieren la
droga (C57BL/6) en comparacion con los que la evitan (DBA/2) (De Waele et al.,
1992). EI ARNm de Met-encefalina aumenta significativamente después de la
administracion de una dosis aguda de alcohol en el NAcc de las ratas P, pero no en el
de las NP (Li et al., 1998). En las ratas AA el tratamiento crénico con etanol incrementa

los niveles de Met-encefalina-Arg6-Phe7, en comparacion con las ratas ANA (Nylander
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et al.,, 1994). En el humano se ha observado que el alcohol produce un incremento de
la concentracién de la B-endorfina plasmatica y que este cambio es mayor en los
individuos con alto riesgo de alcoholismo que en los individuos con bajo riesgo
(Gianoulakis et al., 1989).

También se han encontrado diferencias en la densidad de los receptores a
opioides al comparar los animales que prefieren y los que evitan el alcohol. Estas
diferencias se han detectado en diversas regiones del cerebro, incluyendo aquellas
que estan involucradas en los procesos de reforzamiento y recompensa de drogas de
abuso (De Waele et al., 1995; Jamensky y Gianoulakis, 1997; De Waele y Gianoulakis,
1997). Se encontr6 que las ratas AA en comparacion con las ANA presentan una
mayor densidad de receptores a opioides p en la cubierta del NAcc y en la corteza
prefrontal, pero una menor densidad del receptor k en el hipotalamo ventromedial
(Marinelli et al., 2000). De Waele y colaboradores (1995) reportaron una densidad mas
alta de receptores 6 en el NAcc de las ratas AA en comparacién con las ANA. Los
ratones C57BL/6 en comparacion con los DBA/2 tienen mas altas densidades del
receptor 8 y mas bajas del « en el NAcc (Jamensky y Gianoulakis, 1997; De Waele y
Gianoulakis, 1997). El receptor opioide p se presenta en densidades mas altas en el
NAcc y los parches del estriado, entre otras regiones del cerebro de las ratas P en
comparacion con el de las NP (McBride et al., 1998). De manera interesante, los
roedores que prefieren alcohol presentan altos niveles de receptores py/o éen
regiones tales como el NAcc, lo cual podria contribuir de manera importante en los
efectos reforzadores del alcohol.

Bajos niveles basales de péptidos opioides, una sensibilidad incrementada del
sistema opioide al alcohol y altos niveles de receptores py/o 6 en el NAcc son
caracteristicas presentes en el cerebro de los roedores seleccionados para preferir
alcohol, y probablemente también en el de los humanos con alto riesgo de desarrollar
alcoholismo. Asi, el alcohol podria tener un efecto particularmente reforzador en
individuos con estos antecedentes genéticos. En este contexto, el alcohol estimularia

la liberacion de B-endorfina y de encefalinas, los cuales van a activar los receptores p
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y & en regiones como el NAcc, estimulando a su vez, la actividad de la via de
reforzamiento (Gianoulakis, 2001).

Por otro lado, independientemente de la interaccién opioides-DA, los niveles
incrementados de B-endorfina durante la actividad fisica o en estados alterados de la
conciencia han sido asociados con un mejor estado de animo y un sentimiento
generalizado de bienestar (Akil et al., 1984), lo cual sugiere que el incremento de -
endorfina inducido por alcohol en individuos con historia familiar de alcoholismo puede
tener un significado reforzador importante.

Estudios realizados en ratones transgénicos que no expresan ciertos elementos
del sistema opioide también aportan datos interesantes en este contexto y
proporcionan nuevas evidencias de la trascendencia de sistema opioide en la conducta
de un alto consumo de alcohol. Los ratones “knock-out” de B-endorfina, e incluso los
que expresan la mitad de los niveles normales de este péptido, se auto-administran (de
manera oral o intravenosa) cantidades significativamente mayores de etanol que los
ratones intactos (Grisel et al., 1999). Por otro lado, el raton “knock-out” de receptor &
opta por beber alcohol y presenta un alto consumo de esta droga en comparacion con
los ratones intactos (Roberts et al., 2001). El raton C57BL/6, normalmente prefiere
beber alcohol, pero cuando se le inhibe la expresion del receptor p (knock-out del
receptor) exhibe menor preferencia por la droga en comparacién con los ratones
control (Roberts et al., 2000). De hecho, el consumo de la substancia en estos
animales (C57BL/6 knock-out del receptor n) es similar al observado en los ratones de
la cepa DBA/2J, los cuales evitan el alcohol (Belknap et al., 1993; Risinger et al.,
1998).

Evidentemente el alcoholismo es un desorden multifactorial donde la expresién
de predisposicion genética a este sera influenciada por factores ambientales
especificos (Cloninger et al., 1985). Sin embargo, los estudios mencionados
anteriormente indican que diferencias genéticas en los sistemas de péptidos opioides
podrian ser determinantes de la preferencia por el alcohol y la conducta de un alto
consumo de la droga observada en los roedores que prefieren alcohol e individuos

alcohdlicos.
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3.3. Efecto del alcohol sobre el sistema opioide endbégeno.

3.3.1 Sistema B-endorfinérgico.

Efecto de la administracién aguda de alcohol.

La exposicion de tejido hipotalamico e hipofisiario a etanol in vitro estimula la
liberacion de B-endorfina de manera dependiente de la dosis (de Waele et al., 1992;
Keith et al., 1986, Gianoulakis, 1990; de Waele y Gianoulakis, 1993). En el hipotalamo,
concentraciones “bajas” de etanol (20 mM) inducen un incremento mas pronunciado en
la liberacion de la B-endorfina que las concentraciones altas (60, 120 mM) (de Waele et
al., 1992; Gianoulakis, 1990; Gianoulakis et al., 1989). Estudios in vitro muestran que
el etanol (17 and 20 mM) aumenta rapidamente la liberacién de B-endorfina hipofisiaria
e hipotalamica (durante 15 a 20 minutos), y posteriormente regresa a los niveles
basales (Keith et al., 1986; de Waele y Gianoulakis, 1993). Desafortunadamente, las
concentraciones de etanol utilizadas en estos estudios no son representativas de las
que se alcanzan fisiolégicamente. Por ejemplo, la administracion de 2 g/kg de etanol
produce concentraciones de hasta 8 mM en el NAcc de la rata (Yim et al., 2000). Asi,
la administracion de alcohol in vivo no afecta la liberacion del péptido en los nucleos
arcuatos del hipotadlamo, pero si en otras regiones tales como el NAcc, la amigdala
central y el mesencéfalo/ATV (Olive et al., 2001, Marinelli et al., 2004, Lam et al., 2008,
Jarjour et al., 2009). El aumento en la liberacion de B-endorfina en estas regiones es
transitoria y dependiente de la dosis (Marinelli et al., 2003, Lam et al., 2008, Jarjour et
al., 2009). En el mesencéfalo/ATV, dosis de etanol de 1.2, 1.6 y 2 g/kg (i.p.) aumentan
la liberacion de B-END 1, 0.5 y 2.5 h después de la administracion (respectivamente
para cada dosis); esta se mantiene elevada hasta 3.5 0 4 h después. La administracién
de alcohol (2.4 g/kg) también aumenta la liberacion del péptido en el NAcc 90 min
después de la administracion (Marinelli et al., 2003; 2004).

La administracion aguda de etanol también altera el contenido de la B-END
diversas regiones del cerebro. Se ha reportado que la administracion de una dosis

aguda de etanol puede incrementar (Schulz et al., 1980; Patel and Pohorecky, 1989;
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Anwer and Soliman, 1995), disminuir (Przewlocka et al., 1990) o no alterar (Seizinger
et al., 1983; Rasmussen et al., 1998) los niveles de B-END hipotaldamica en ratas
Wistar o Sprague Dawley. Las dosis de etanol utilizadas en estos estudios van de 0.91
a 5 g/ kg y fueron administradas por via intraperitoneal (i.p.) o intragastrica (i.g.). Sin
embargo, estas diferencias no explican las discrepancias encontradas entre los
distintos resultados publicados (Tabla 8). También se ha estudiado el efecto del
alcohol sobre algunas regiones del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico. La
administracion de una dosis aguda de etanol (2.5 g/kg i.p.) en ratas Sprague Dawley
no altera el contenido de B-END en el mesencéfalo (Seizinger et al., 1983). Sin
embargo, una dosis mas alta (3 g/kg i.p.) en ratas Wistar lo aumenta (Anwer and
Soliman, 1995). Estos ultimos autores también estudiaron el efecto de la droga sobre
el contenido del péptido en la corteza frontal y no detectaron ningun cambio.
Rasmussen y colaboradores (1998) investigaron el efecto de la exposicion al alcohol a
corto plazo en el NAcc y la VTA. Las ratas utilizadas en este estudio fueron
introducidas gradualmente a la droga y se les administré una dosis baja de alcohol en
el primer dia (0.91 g/kg), una dosis media en el segundo dia (1.33 g/kg), salina en el
tercer dia y en el cuarto dia se llevé a cabo la administracion de diversas dosis de
etanol y se midi6é el contenido de B-END en el NAcc, la VTA, la amigdala y varias
regiones del hipotalamo. Encontraron que la dosis de 1.68 g/kg de etanol (i.g.)
aumenta el contenido del péptido en el NAcc y la VTA 30 min después de la
administracion. En esta ultima region, una dosis media de etanol (1.33 g/kg) también
aumentod el contenido de B-END (Rasmussen et al., 1998). Cabe mencionar que en
este estudio se utilizé un anticuerpo con una reactividad cruzada del 60% contra la -
lipotropina porcina, por lo que los cambios observados podrian deberse, al menos
parcialmente, al aumento de este neuropéptido. El etanol también altera el contenido
del péptido en otras regiones del cerebro, tales como el hipocampo, y el tdlamo, pero
no tiene efecto en la médula/puente (Anwer and Soliman, 1995; lukhananov et al.,
1983) (Tabla 8). lukhananov y colaboradores (1983) estudiaron el efecto de una dosis
aguda de etanol sobre el contenido de B-END del cerebro de ratas con baja y alta
sensibilidad a los efectos narcéticos de la droga (“short” y “long-sleepers”

respectivamente). Los short-sleepers consumen cantidades significativamente mas
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altas de alcohol que los long-sleepers (Burov et al.,, 1981). La narcosis inducida por
alcohol se determind inyectando 4.5 g/kg de etanol (i.p.) y cuantificando el tiempo que

la rata permanecia sedada (short-sleepers 85+ 9 miny long-sleepers 192 £15 min).

Tabla 8. Efecto de una dosis aguda de etanol sobre el contenido de B-endorfina en el

cerebro de la rata.

Dosis (g/kg) y Cepa Tiempo Region Efecto | Referencia
via de después de la
administraciéon administracion
2 g Sprague Dawley 1h T Patel y
Pohorecky,
1989
2.5 i.p. Sprague Dawley 20 miny 1h T Schulz et al.,
1980
3 ip. Wistar 1h Hipotalamo 0 Anwer and
Soliman, 1995
25 ip. Sprague Dawley 1h - Seizinger et al.,
1983
5 ig. Wistar 30 min N Przelowcka et
al., 1990
25 ip. Sprague Dawley 1h - Seizinger et al.,
Mesencéfalo 1983
3 ip. Wistar 1h T Anwer and
3 ip. Wistar 1h Corteza - Soliman, 1995
frontal
short-sleepers * 1h - lukhananov et
25 ip. long-sleepers * h Corteza % al., 1983
3 ip. Wistar 1h Hipocampo T Anwer and
Soliman, 1995
short-sleepers * 1h T lukhananov et
25 ip. Estriado al., 1983
long-sleepers * 1h -
short-sleepers * 1h N lukhananov et
2.5 i.p. Talamo al., 1983
long-sleepers * 1h N
short-sleepers * 1h - lukhananov et
2.5 i.p. Medula + al., 1983
long-sleepers * 1h Puente -

*A partir de la misma cepa de ratas albinas se seleccionaron 2 grupos dependiendo de su sensibilidad a
la narcosis inducida por alcohol y fueron nombradas short-sleepers y long-sleepers, para la baja y alta
sensibilidad respectivamente. Quince dias después se administrd etanol o solucién salina y se midieron
los niveles de B-END. En el texto se detalla la metodologia empleada en este estudio.
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Quince dias después se llevo a cabo la administracién de etanol (2.5 g/kg) o solucién
salina y la cuantificacion de B-END en diversas regiones del cerebro. En algunos casos
el efecto del alcohol sobre el contenido del péptido no difiere entre estos dos grupos de
ratas (Tabla 8). Sin embargo, en la corteza se presenta un aumento significativo en los
niveles de la B-END solo en las long-sleepers, en cambio en el estriado el contenido
del peptido aumenta solo en las short-sleepers (Tabla 8).

En general, la administracion aguda de etanol (dosis entre 0.91 - 3 g/kg)
aumenta el contenido del péptido en la mayoria de las regiones cerebrales estudiadas.
Este efecto se observa también después de la exposicion corta a la droga (3 dias).
Evidentemente existen algunas excepciones, caso notable de esto es el talamo en el
cual se observa el efecto opuesto. Ademas, en regiones especificas algunas cepas
responden a la droga mientras otras no (i.e. Sprague Dawley vs Wistar en el
mesencéfalo). Incluso en roedores de la misma cepa seleccionados por su sensibilidad
a la narcosis inducida por alcohol se presentan cambios en uno u otro grupo
dependiendo de la region (i.e. el estriado y la corteza). Por otro lado, dosis muy altas
de etanol (5 g/kg) indujeron un rapido descenso en la -endorfina hipotalamica.

También se ha estudiado el efecto del alcohol sobre el ARNm de la POMC.
Popp y Erickson (1998) mostraron que una dosis aguda de etanol (0.5, 1 o 3 g/kg) no
afecta los niveles de los transcritos primario y maduro del ARN de POMC hipotalamico.
Los tiempos estudiados fueron 0.25, 0.5, 1 0 4 h después de la administracion.
Rasmussen y colaboradores (1998) investigaron el efecto de una exposicion de alcohol
a corto plazo utilizando el protocolo descrito arriba, donde las ratas fueron expuestas
gradualmente a la droga y posteriormente se les administraron 3 diferentes dosis de
alcohol, las cuales fueron seguidas por 4 infusiones mas. Esto ultimo se llevo a cabo
con el objetivo de mantener constante en nivel de alcohol en sangre durante mas de 3
horas. Asi, la administracién de 1.68 g/kg de etanol seguida por 0.28 (dos veces) y
0.25 (dos veces) g/kg cada 30 min indujo un aumento en los niveles del ARNm de
POMC en la region medio-basal del hipotalamo a las 3 y 6 h. No encontraron efecto a
los 30 min y 1 hora después de la administracion inicial de alcohol. La administracion
de 0.91 y 1.33 g / kg de etanol no alter6 los niveles de ARNm de POMC en ningun

tiempo estudiado. En contraste, Zhou y colaboradores (2000) encontraron que la
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administracion de 1.5 g/kg (3 veces a intervalos de una hora) durante un dia disminuye
los niveles de ARNm de POMC en el hipotalamo. En general la exposicién de alcohol a
corto plazo activa al sistema B-endorfinérgico, aumentando el contenido y la liberacion
del péptido y alterando también los niveles de ARNm de POMC. Estos cambios son
diferenciales dependiendo del area, la dosis y el tiempo transcurrido después de la
administracion. Se ha sugerido que estan relacionados con el reforzamiento positivo
que produce la droga contribuyendo a la iniciacion en la conducta de un alto consumo

de alcohol.

Efecto de la administracion cronica de alcohol.

La exposicion al alcohol durante 2 semanas no altera (Zhou et al., 2000) o
aumenta (Angelogianni and Gianoulakis, 1993) los niveles del ARNm de POMC en el
hipotalamo. En contraste, el consumo de etanol durante 7 semanas los disminuye
(Rasmussen et al., 2002).

A pesar de que se han realizado numerosos estudios de los efectos de la
administracion cronica de etanol sobre el contenido de la B-endorfina hipotalamica, los
resultados son inconsistentes. Se ha reportado que la exposicion prolongada al alcohol
puede aumentar (Patel and Pohorecky, 1989; Przelowcka et al., 1990; Boyadjieva et al.,
2001), no alterar (Schulz et al., 1980; Seizinger et al., 1983) o incluso disminuir
(Boyadijieva et al., 2001) los niveles del péptido en el hipotdlamo. Estas discrepancias
pueden deberse a diferencias en los tiempos de exposicion, las dosis utilizadas, las
disecciones de las areas cerebrales y la cepa de roedor utilizada en el estudio. En
algunos estudios es evidente el desarrollo de tolerancia a la droga, presentandose
inicialmente un aumento en los niveles del péptido después de una semana de
tratamiento y, posteriormente, una disminucion a las 2, 3 y 4 semanas de exposiciéon
(Boyadjieva et al., 2001). El efecto del alcohol durante periodos de tiempo largos
también se ha estudiado en otras regiones del cerebro tales como el mesencéfalo
(Seizinger et al.,, 1983), la médula + puente, la corteza, el tdlamo y el estriado

(lukhananov et al., 1983). Cuando la exposicion a la droga es de 10 meses, se produce
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una disminucion en el contenido de beta-endorfina en la corteza y la médula + puente,

mientras que en el talamo se observa un aumento (Tabla 9).

Tabla 9. Efecto del tratamiento crénico con alcohol in vivo sobre el contenido de j-

endorfina en el cerebro de la rata.

Dosis (g/kg) / Forma o via
Concentracion | de Cepa Duracion Region Efecto | Referencia
de etanol (%) administracion
5a10 g/kg i.g. Wistar 6 dias T Przelowcka et
- al., 1990
8 g/kg a 11 i.g. Sprague 10 dias Patel y
a/kg Dawley 0 Pohorecky,
- 1989
- 1 semana 0 Boyadjieva et
8.7 % En dieta Fischer 2, 3 y 4 | Hipotalamo ) al., 2001
liquida semanas
15 g/kg/dia Sprague 2 semanas - Seizinger et
7% En dieta Dawley al., 1983
liquida
- Sprague 6, 14 y 30 Schulz et al.,
1,5y 20% En el agua Dawley dias - 1980
para beber
15 g/kg/dia Sprague 2 semanas - Seizinger et
7% En dieta Dawley Mesencéfalo al., 1983
liquida
Heavy 3 meses -
drinkers 10 meses J
Light 3 meses Corteza -
drinkers 10 meses -
Heavy 3 meses -
drinkers 10 meses -
Auto- - Light 3 meses Estriado -
- administracion | yrinkers 10 meses N lukhananov et
15% volunta_na Heavy 3 meses ; al., 1983*
I(%aradllgmla’ de | grinkers 10 meses )
ibre eleccion) Light 3 meses Talamo
drinkers 10 meses -
Heavy 3 meses -
drinkers 10 meses Médula + N
Light 3 meses Puente -
drinkers 10 meses -

* lukhananov y colaboradores (1983) dividieron ratas albinas en 2 grupos dependiendo de su consumo
voluntario de etanol: 1) Los roedores que consumieron preferentemente la solucién de etanol (15 %)
especificamente: un minimo del 70% del liquido total bebido a los que llamaron “Heavy drinkers” y 2)
Los roedores que consumieron como maximo de solucién de alcohol el 10% del volumen total “Light
drinkers”.
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Al igual que la exposicion aguda al alcohol, la administracion de alcohol a corto
plazo (6-10 dias) induce un aumento en el contenido de B-END hipotalamica; sin
embargo, cuando la duracién del tratamiento es de 2 semanas o mayor se ha
reportado que no hay efecto o que se produce una disminuciéon en los niveles del
péptido. Otras regiones también presentan disminuciones significativas en los niveles
del péptido después de 10 meses de consumo voluntario de alcohol (i.e. corteza y
meédula + puente) (Tabla 9). Estos resultados concuerdan con la hipétesis de que la
exposicidén cronica al alcohol disminuye la actividad del sistema beta-endorfinérgico
(Richardson et al.,, 2008; Zalewska-Kaszubska y Czarnecka, 2005); lo cual podria
promover y mantener el consumo de alcohol a través de mecanismos de reforzamiento

negativo.

3.3.2 Efectos del alcohol sobre los sistemas de encefalinas y dinorfinas.

La exposicion al etanol altera también los sistemas encefalinérgico vy
dinorfinérgico. El etanol modifica los niveles de los RNAm que dan origen a los
precursores de encefalinas (Pro-Enk) y dinorfinas (Pro-Din). El tratamiento agudo con
alcohol (2.5 g/kg) altera diferencialmente la expresion del ARNm de Pro-Enk
dependiendo de la regidn estudiada y del tiempo transcurrido después de la
administracion. Este tratamiento produjo un aumento en los niveles del ARNm en el
estriado (1 y 2 h), la CPF (4h) y el NAcc, area central (1 a 8 h) y la cubierta (2 a 8h). En
contraste, la administracion aguda de alcohol indujo una disminucion del ARNm en
otras regiones del cerebro (SN y ATV 2h después de la administracion) (Méndez and
Morales-Mulia, 2006; Méndez et al., 2008). El tratamiento agudo con alcohol aumenta
los niveles del ARNm de las dinorfinas en el nucleo paraventricular (NPV) del
hipotalamo (Chang et al.,, 2007). En contraste, el tratamiento crénico con alcohol
aumenta los niveles del ARNm de encefalinas en el NPV del hipotalamo, la VTA, el
NAcc, la CPFm y la amigdala central (ACe) y el de dinorfina en el NPV del hipotalamo,
la CPFmy la ACe (Chang et al., 2010).

La administracion de una dosis aguda de etanol (1.2 g/kg) aumenta la liberacion

de dinorfina 1-8 en el mesencéfalo pero no la de Met-encefalina (Jarjour et al., 2009).
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En el NAcc, dosis de etanol de 1.6 y/o 3.2 g/kg aumentan la liberacion de ambos
péptidos en ratas Sprague Dawley en libre movimiento (Marinelli et al., 2005; Marinelli
et al., 2006). Estudios realizados en ratas Wistar anestesiadas también muestran un
aumento en la liberacién de Met-enk en este nucleo en respuesta a la administracion
i.p. de alcohol (0.5, 1y 2.5 g/kg) aunque con patrones cinéticos diferentes (Méndez et
al.,, 2010). En la amigdala central, 2.8 g/kg de alcohol aumenta la liberacién de
dinorfina 1-8, pero no de Met-encefalina (Lam et al., 2008). El tratamiento agudo con
alcohol también afecta el contenido de Met-encefalina en diversas regiones del
cerebro, tales como el hipotdlamo, el estriado y el mesencéfalo, mientras que el
contenido de dinorfina en estas regiones no es alterado (Seizinger et al., 1983; Schulz
et al., 1980). Estudios mas recientes muestran que una dosis aguda de etanol (2.5
g/kg) disminuye el contenido de Met-enk en el NAcc y el caudado-putamen de ratas
Wistar (Méndez et al., 2010.) La exposicion cronica al etanol induce una disminucion
en los niveles de Met-encefalina en la médula + puente, el hipotalamo, el estriado y el
mesencéfalo. En el caso de la dinorfina 1-13 este tipo de tratamiento aumenta los
niveles del péptido en el NAcc, el hipotalamo y el hipocampo y los disminuye en la
corteza cingular (Lindholm et al., 2000; Seizinger et al., 1983). Gustafsson y
colaboradores (2007) demostraron que ciertos factores ambientales durante el
desarrollo de las ratas (i.e., la separacion maternal durante 15 o 360 min por dia)
podian modificar los niveles de Met-encefalina-Arg-Phe (MEAP) en diversas regiones
del cerebro, pero no los de dinorfina B. Ademas, en estas ratas el efecto del consumo
cronico de alcohol modifica diferencialmente el contenido de MEAP, pero no el de
dinorfina B. Asi, en las ratas con separacion maternal de corta duracion la exposicion a
largo plazo al etanol disminuye los niveles de MEAP en la corteza prefrontal medial
(CPFm) y la substancia gris periacueductal. En cambio, en las ratas que fueron
sometidas a separacion maternal de larga duracién los niveles de este péptido
aumentan en el hipotalamo, el estriado y la sustancia nigra (SN). El contenido de
dinorfina B fue alterado en la hipdfisis, el hipotalamo y la SN de manera similar en
ambos tipos de ratas (Gustafsson et al., 2007). Asi, eventos estresantes durante el
desarrollo de los roedores pueden modificar significativamente la respuesta algunos

péptidos opioides al alcohol (Gustafsson et al., 2007).
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En conclusién, el efecto del alcohol sobre los sistemas de encefalinas vy
dinorfinas es distinto dependiendo de la dosis administrada, el tiempo transcurrido
después de la administracion y el tiempo de exposicién a la droga asi como, de la
region estudiada.

Los cambios inducidos por el alcohol en estos sistemas opioidérgicos podrian
estar relacionados con los efectos reforzadores (positivos y negativos) del alcohol. Los
sistemas encefalinérgico y dinorfinérgico podrian participar de manera opuesta en el
establecimiento de la adiccion al etanol, ya que la liberacion de encefalinas y la
subsecuente activacion de los receptores mu y delta estimulan la via dopaminérgica
mesocorticolimbica y, por lo tanto, el circuito de la recompensa, mientras que la
liberacién de dinorfinas seguida por la activaciéon de los receptores kapa tiene el efecto
contrario. Ademas, se ha hipotetizado que el tratamiento cronico con alcohol induce
una deficiencia del sistema encefalinérgico acompanada por una hiperactividad del
sistema dinorfinérgico, lo cual podria contribuir a la conducta de un alto consumo de

alcohol a través de mecanismos de reforzamiento negativo (Gianoulakis, 2004).

3.3.3 Efectos del alcohol sobre los receptores a opioides.

La administracion de una dosis aguda de etanol in vivo afecta diferencialmente
la union de DAMGO y DPDPE en el cerebro de rata, dependiendo del tiempo
transcurrido después de la administracién y de la region estudiada. La administracion
intragastrica de una dosis de 2.5 g/kg de etanol disminuye la unién de DAMGO, en el
ATV, el NAcc y la SN, mientras que en la corteza frontal y prefrontal aumenta la unién
del ligando al receptor pu (Méndez et al., 2001; Méndez et al., 2003). En el caso del
DPDPE el mismo tratamiento produce un aumento en la unioén del ligando en la corteza
frontal y prefrontal, la SN y en las regiones anterior y media del estriado, asi como en
el NAcc. En contraste, en la parte posterior del estriado se presenta un decremento en
la union del ligando (Méndez et al., 2004). Otros estudios muestran que una dosis de
2 g/kg de etanol (i.p.) aumenta la union de DAMGO en regiones tales como la cubierta
del NAcc y la amigdala basolateral, entre otras, y que no afecta la unién de deltorfina

en practicamente ninguna region del cerebro una hora después de la administracion
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(Rosin et al., 2003). Las variaciones en los resultados podrian estar relacionadas con
la respuesta diferencial en la liberacién de beta-endorfina y encefalinas a distintas
dosis y cursos temporales. En relacion a los receptores kapa, la administracion aguda
de etanol (2 g/kg i.p.) induce un aumento de la unién de C1977 en el area preodptica y
una disminucion en la amigdala medial (Rosin et al., 2003). Estos estudios sugieren
que la activacion de receptores a opioides podria formar parte de los mecanismos de
reforzamiento en las etapas tempranas de la conducta de consumo de alcohol.

Los efectos de la exposiciéon cronica al alcohol sobre la unién de ligandos
opioides a sus receptores también han sido explorados. En ratas Wistar la exposicion
cronica al alcohol induce una regulacion negativa del receptor u en el NAcc y en el
estriado, pero no tiene efecto sobre los receptores a opioides 61 y 62 (Turchan et al.,
1999). Adicionalmente, el tratamiento cronico con alcohol afecta el acoplamiento de las
proteinas G a los receptores a opioides u, como se ha demostrado en la CPF y
regiones especificas del coliculo superior e inferior y del giro dentado (Sim-Selley et
al., 2002; Saland et al., 2004). El consumo voluntario de etanol (durante 26 dias) altera
la unién de deltorfina y C1977 en diversas regiones del cerebro lo cual depende, en
algunos casos, de los niveles de estrés experimentados en los primeros 21 dias
postnatales. Asi, el consumo de alcohol induce una disminucién de la union del ligando
al receptor 6 en las capas superficiales de la corteza de roedores sometidos a una
separacion maternal de corta duracién, sin modificarla en aquellos que fueron
sometidos a una separacién maternal por periodos prolongados (Ploj et al., 2003). En
el caso del receptor k¥ el consumo crénico de alcohol induce una disminucion de la
unién de C1977 en diversas regiones del cerebro de los roedores sometidos a una
separacion maternal de corta duracidon (e.g. capas profundas de la corteza occipital,
talamo, hipocampo, coliculo superior) mientras que en los roedores sometidos a
separacion maternal de larga duracion no hay efecto (Ploj et al., 2003). En conclusion,
la exposicién prolongada al alcohol altera la unién a receptores 6 y k de manera
diferencial dependiendo de la duracién de tratamiento, la regién estudiada, el nivel de
estrés experimentado durante la etapa postnatal, etc.

En resumen, el consumo de alcohol induce cambios en la transmisidn

opioidérgica produciendo alteraciones en el contenido y liberacion de los péptidos, en
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los niveles de sus precursores y receptores, etc., tanto en las etapas iniciales de
consumo de la droga como a largo plazo y estos cambios podrian estar asociados con

las propiedades de reforzamiento positivo y negativo de la droga.
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Planteamiento del problema.

El sistema p-endorfinérgico y los receptores p son importantes en los
mecanismos de reforzamiento del alcohol. Estudios realizados en roedores
seleccionados por su preferencia al alcohol indican que existen modificaciones
geneéticas en este sistema que podrian estar relacionadas con la preferencia innata por
la droga. Ademas, la administracion de alcohol induce un aumento en la liberacion de
B-END hipotaldamica en los roedores que prefieren alcohol que es significativamente
mayor a la producida en aquellos roedores que no prefieren la droga (De Waele et al.,
1992). La activacién de los receptores u también es crucial en los mecanismos de
reforzamiento del alcohol; antagonistas selectivos (e.g. la p-funaltrexamina) y no
selectivos de receptores a opioides disminuyen el consumo voluntario de la droga en
ratas que prefieren alcohol (Stromberg et al., 1998). Asimismo, el alcohol modifica la
actividad B-endorfinérgica de manera diferencial, dependiendo de la dosis y de la
duracion del tratamiento y se ha propuesto que estos cambios son importantes en el
desarrollo de la adiccion (Herz, 1997). A pesar de todas estas evidencias, el efecto del
alcohol sobre la B-endorfina y los receptores p en las regiones pertenecientes al
sistema de recompensa del cerebro ha sido muy poco estudiado. Los resultados
publicados hasta el momento son inconsistentes y se han enfocado principalmente al
nivel neuroendocrino o se han realizado en roedores seleccionados para preferir la
droga. Nosotros consideramos importante ampliar los conocimientos existentes en este
campo con el objetivo de aportar un mejor entendimiento del papel del sistema
endorfinérgico en los mecanismos de reforzamiento del alcohol.

Nuestro laboratorio se ha concentrado en investigar las modificaciones inducidas
por el alcohol sobre la transmision opioidérgica en las regiones pertenecientes al
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico. Uno de los aspectos que nos ha interesado
investigar es el efecto del alcohol sobre los precursores de opioides (Méndez y
Morales-Mulia, 2006; Méndez et al., 2008). Desafortunadamente la existencia del
ARNmM de POMC, precursor de la B-END no ha sido claramente demostrada en la via
mesocorticolimbica. Este ARNm parece estar restringido principalmente al hipotalamo y

el nucleo del tracto solitario; sin embargo, estudios de inmunohistoquimica han
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revelado la presencia de diversos productos del procesamiento del POMC en varias
regiones del cerebro incluyendo el nucleo accumbens, el mesencéfalo y diversas areas
corticales sugiriendo que estas areas podrian contener neuronas POMCEérgicas. Por lo
cual, el primer objetivo del presente trabajo fue averiguar si el precursor de la -
endorfina se encontraba en regiones pertenecientes a la via de recompensa.
Demostrar que el ARNm de POMC esta presente en estas areas es un punto
fundamental en el discernimiento del origen de las redes neuronales POMCérgicas
involucradas en las conductas motivadas tales como el consumo de alcohol y nos
permitié iniciar el estudio del efecto de la droga sobre su expresion.

El segundo aspecto que nos ha interesado es investigar el efecto de la
exposicidn aguda y cronica al alcohol sobre el sistema -endorfinérgico. El consumo de
etanol altera diferencialmente la transmisién B-endorfinérgica dependiendo del tiempo
de exposicion a la droga y estos cambios neuroadaptativos podrian estar relacionados
con la adiccién a la droga (Schulz et al., 1980; lukhananov et al., 1985; Méndez vy
Morales-Mulia, 2008). Estudios previos del laboratorio demostraron que Ia
administracion de una dosis aguda de alcohol altera de manera transitoria la union de
3[H]-DAMGO al receptor p en diversas regiones de la via de recompensa (Méndez et
al., 2001). Consecuentemente, el segundo objetivo del presente trabajo fue estudiar el
efecto del tratamiento agudo y cronico con alcohol sobre el contenido de B-END en
diversas regiones del sistema DAérgico asi como, el efecto de la exposicion prolongada

al alcohol sobre los receptores p en la via de recompensa del cerebro.
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Hipotesis

Las numerosas evidencias presentadas anteriormente sugieren que tanto la -
END como el receptor p estan involucrados en los mecanismos de reforzamiento del
alcoho. De acuerdo con esto, proponemos que el tratamiento agudo y crénico con
alcohol modificara diferencialmente los niveles de B-END en diversas regiones del
sistema DAérgico y en el hipotalamo. Ademas, el tratamiento créonico con alcohol

alterara la union de DAMGO a los receptores L.
Objetivo general:

Investigar el papel de sistema p-endorfinérgico en los mecanismos de reforzamiento

del alcohol en la via mesocorticolimbica del cerebro de la rata.
Objetivos especificos:

1. Investigar si el ARNm de POMC, precursor de la 3-END, se encuentra presente
en la corteza, el nucleo accumbens y el area tegmental ventral.

2. Estudiar el efecto del tratamiento agudo y crénico con alcohol sobre el contenido
de B-END en la corteza frontal, el nucleo accumbens, el area tegmental ventral,
la sustancia nigra y el hipotalamo.

3. Investigar el efecto del tratamiento crénico con alcohol sobre la unién de *[H]-
DAMGO a receptores a opioides u en la corteza frontal, el ndcleo accumbens y

el area tegmental ventral.
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Presencia del ARNm de POMC en la via mesocorticolimbica.
Hibridacioén in situ del ARNm de POMC

Con el objetivo de investigar si el ARNm de POMC esta presente en la CPF, el
NAcc y el ATV, asi como para conocer la distribucion de este ARN en el cerebro de la
rata utilizamos la técnica de hibridacion in situ. Brevemente, se utilizd6 un
oligonucledtido de 24 bases d(GCG ACC CCG TTC GGC CAC CCG TTC) (3-5’) que
es complementario a una regién del ARNm de POMC que codifica para un fragmento
de la corticotropina (residuos 8 a 15) (Nakanishi et al., 1979; Lewis et al., 1986). El
oligonucledtido se marcé con a-[*°S]-ATP por medio de la enzima transferasa de
deoxinucledtidos y se obtuvo una actividad especifica promedio de 1.5 x10® cpm/ug de
oligonucledtido (ver articulo Il: Leriche et al., 2007). La hibridacién in situ se llevé a
cabo como se describe en Méndez y Morales-Mulia (2006), con algunas
modificaciones. Las secciones se incubaron en la solucion de hibridacion conteniendo
diferentes cantidades de oligonucleétido marcado (250, 000, 500, 000 o 750 000
cpm/corte) durante una noche a 40 °C y posteriormente enjuagadas en soluciones de
citratos de diferentes concentraciones (ver Leriche et al., 2007). Para detectar la sefal
utilizamos peliculas sensibles a **S (Hyperfilm Bmax de Amersham). La exposicién de las
peliculas se llevd a cabo durante 1 a 12 semanas y después se revelaron. Las
condiciones Optimas para la deteccion del ARNm de POMC fueron 250,000 cpm por
corte y exposicidon de 1 semana para el hipotalamo o 12 semanas para las demas
regiones estudiadas. La hibridacién inespecifica se determiné utilizando un exceso de
100 veces de oligonucleétido no marcado. Los autoradiogramas se cuantificaron por
densitometria, utilizando un programa de analisis de imagenes (Image-Pro Plus

Sofware, Media Cybernetics).
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Reaccién de la polimerasa en cadena acoplada a la transcripcion reversa del ARNm de
POMC

Con el objeto de confirmar la presencia del ARNm de POMC en las regiones del
cerebro involucradas en los mecanismos de recompensa llevamos a cabo la reaccion
de la polimerasa en cadena acoplada a la transcripciéon reversa (RT-PCR).
Brevemente, extrajimos el ARN total del hipotalamo, CPFm, NAcc y ATV (Figura 1
tomada de Leriche et al., 2007) utilizando tiocianato de guanidina, como se ha descrito

previamente (Pérez-Martinez et al., 1998).

Figura 1. Representacion esquematica de cortes
coronales del cerebro de la rata mostrando la
corteza prefrontal medial, el nucleo accumbens
y el area tegmental ventral. Las 4&reas
sombreadas corresponden a las regiones
extraidas: la corteza prefrontal medial (mPFC),
420 mm respecto a bregma (a), el nucleo
accumbens (Nacc), 1.70 mm respecto a bregma
(b) y el area tegmental ventral (VTA), -6.04
respecto a bregma (c). Modificado del Atlas de
Paxinos y Watson (1998).
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Posteriormente, se llevd a cabo la transcripcion reversa del ARN. Utilizamos 2 pares de
sondas que llamamos para fines practicos POMC 1 y POMC 2. Las sondas POMC 1
(sentido 5-GAA GCG GCG CCC TGT GAA-3" y antisentido 5-CTC GCC TTC CAG
CTC CCT CTT-3") amplifican un segmento del exdn 3 (originando un producto de 94
pb) (Lindblom et al., 2005) y las POMC 2 (sentido 5-GAGATTCTG CTA CAG TCG
CTC-3" y antisentido 5-TTG ATG ATG GCG TTC TTG AA-3") amplifican un segmento
del exdn 2 y el exdon 3 (producto de 678 pb) (Grauerholz et al., 1998). El primer par de
sondas fue utilizado para medir las diferencias de concentracion en las diversas
regiones estudiadas; el segundo par de sondas fue utilizado para confirmar la
presencia del ARNm de POMC completo (es decir que contiene la secuencia que
origina al péptido sefal el cual se encuentra en el exdn 2). Esto es importante porque
existe una forma truncada del ARNm de POMC, constituida solamente por el exén 3)
(Chen et al., 1984). Las condiciones 6ptimas de temperatura y numero de ciclos fueron

determinadas (Figuras 2 y 3, tomadas del articulo II: Leriche et al., 2007).

L Hypothalamus NAcc

Temperature (°C) 60 62.3 644 66.5 68 60 623 644 66.5 68

100 bp» «—POMC

L VTA mPFC
Temperature (°C) 60 623 644 66.5 68 60 623 644 665 68

100 bp <~—POMC

Figura 2. Efecto de la temperatura de alineamiento sobre la amplificacion del ARNm de POMC por PCR.
Se extrajo el ARN total de las diferentes regiones del cerebro y los cDNA se obtuvieron mediante la
reaccion de RT y se llevo a cabo la PCR. Las fotografias de los geles muestran el producto de 94 pb
obtenido del hipotalamo (H), nicleo accumbens (NAcc), el area tegmental ventral (VTA) y la corteza
prefrontal medial (mPFC) utilizando diferentes temperaturas de alineamiento. L= Escala de tamario
molecular.
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Figura 3. Amplificacién del ARNm de POMC por PCR utilizando diferente numero de ciclos. Se extrajo el
ARN total de las diferentes regiones del cerebro y los cDNA se obtuvieron mediante la reaccién de RT y
se llevé a cabo la PCR. Las fotografias de los geles muestran el producto de 94 pb obtenido del
hipotalamo (H), nicleo accumbens (NAcc), el area tegmental ventral (VTA) y la corteza prefrontal medial
(mPFC) mediante el incremento del niumero de ciclos (a). La intensidad de la banda POMC fue
cuantificada por densitometria y graficada contra el nimero de ciclos (b). L= Escala de tamafio
molecular.

Realizamos dos controles negativos: 1) Omitiendo la enzima de transcripcion reversa y
2) utilizando el ARN total de células gliales C-6, las cuales no sintetizan POMC (Figura

4 a 'y b respectivamente, tomadas del articulo II: Leriche et al., 2007).
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a RT-

H NAcc VTAmPFC L H NAcc VTA mPFC

100 bp »

b C-6 glial cells
L mPFC NAcc VTA H 50ng 250ng

— CYC

100 bp » «— POMC

Figura 4. Controles negativos de la RT-PCR utilizando ARN total obtenido de las regiones de interés del
cerebro de rata y de la linea de células gliales C-6. EI ARN total obtenido de las diferentes regiones del
cerebro de rata fue adicionado a la mezcla de reaccién de RT en presencia o ausencia (RT-) de la
enzima de RT y posteriormente se llevo a cabo la PCR (a). Adicionalmente, se obtuvo cDNA por RT a
partir del ARN total de diversas regiones del cerebro y de la linea de células gliales C-6 y se llevo a cabo
la PCR utilizando las sondas POMC 1 y de ciclofilina (CYC) (b). Se muestran experimentos utilizando 50
y 250 ng de cDNA obtenido a partir de ARN total de la linea de células gliales C-6. La fotografia de los
geles muestra el producto de 94 pb de la PCR. H= hipotalamo, NAcc= nucleo accumbens, VTA= area
tegmental ventral (VTA), mPFC= corteza prefrontal medial, L= Escala de tamafio molecular.

Para determinar la concentracion relativa del ARNm de POMC en las regiones
de interés utilizamos un protocolo semicuantitativo: amplificamos simultaneamente
POMC y un gen constitutivo, la ciclofilina (CYC) y ajustamos el total del producto de
amplificacion del POMC relativo al de la ciclofilina. Por ultimo calculamos el porcentaje
de cDNA de POMC encontrado en la CPFm, el NAcc y la VTA en relacién al hipotalamo

(considerando este ultimo como el 100%).
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Efecto del tratamiento agudo y crénico con alcohol sobre el contenido de la B-
endorfinay la exposicién prolongada a la droga sobre la unién de [*H]-DAMGO al

receptor opioide p.

Tratamiento de los animales

El tratamiento agudo y cronico con alcohol se llevo a cabo como se describe
detalladamente en el articulo Il (Leriche y Méndez, 2010). Brevemente, para el
tratamiento agudo con alcohol se utilizaron ratas (Wistar) macho adultas (200-300 g)
que fueron alimentadas con croquetas (Purina Chow) y agua ad libitum y mantenidas
en un ciclo de luz -obscuridad de 12 horas. Los animales recibieron agua destilada (5
ml/kg) por via intragastrica durante 7 dias con el fin de habituarlas al procedimiento. En
el octavo dia recibieron una dosis aguda de etanol (2.5 g/kg) (grupo experimental) o
agua destilada (grupo control) por via intragastrica. Los animales se sacrificaron 30
min, 1, 2, 4, 8 0 24 h después de la administracion de etanol o agua. Para la
determinacion de la concentracion de B-endorfina se extrajeron los cerebros y se
congelaron en hielo seco y preservados a -70° C para posteriormente disecar las
regiones de interés (ver Leriche y Méndez, 2010).

El tratamiento crénico con alcohol se llevd a cabo como se describe en el
articulo Il (ver Leriche y Méndez, 2010). Brevemente, ratas Wistar macho de
aproximadamente 200 g al inicio del tratamiento fueron divididas en 4 grupos: etanol
(E), sacarosa (S), agua (A) y ad libitum o control (C). Los grupos E y C tuvieron acceso
ad libitum al alimento sdélido y a una solucion de etanol al 10 % (v/v) o agua,
respectivamente. Los grupos de sacarosa y agua fueron alimentados con la misma
cantidad de comida y liquido que consumieron las ratas del grupo de etanol (con una
solucion isocaldrica de sacarosa 0 agua, respectivamente). La solucion de sacarosa
(14.14 %) se utilizé para reemplazar las calorias que aporta el etanol. Este tratamiento
duré 4 semanas, al término de las cuales los animales fueron sacrificados. Para la
determinacion de la concentracidn de B-endorfina se extrajeron los cerebros
inmediatamente y se congelaron con hielo seco y fueron preservados a -70 ° C.

Posteriormente, se obtuvieron las regiones de interés. Para los experimentos de union
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de [°H]-DAMGO se obtuvieron cortes coronales de 20 um de grosor en un criostato, los

cuales se montaron en portaobjetos previamente gelatinizados y se guardaron a -70 °C.
Radioinmunoensayo de B-endorfina

Con el objetivo de estudiar el efecto de los tratamientos agudo y crénico con
alcohol sobre el contenido de la B-endorfina se utilizé la técnica de radioinmunoensayo
(RIA). El péptido fue extraido del tejido segun Rasmussen y colaboradores (1998). Para
llevar a cabo el RIA se elaboro6 el trazador utilizando la técnica de la cloramina T, como
se ha descrito anteriormente (Rees et al., 1971; Deby-Dupont et al., 1983). El trazador
se separd del yodo libre utilizando una columna de Sephadex G-50. Para medir la
concentracion de p-endorfina, el RIA se realiz6 como se indica en la hoja técnica del
anticuerpo contra B-endorfina (Bachem) con algunas modificaciones (ver articulo |
Leriche y Méndez, 2010). También se determiné el contenido de proteina total por

region utilizando el método de Lowry (Lowry et al., 1951).
Autoradiografia de receptores

Los efectos del tratamiento crénico con etanol sobre la unién de [*H]-DAMGO a
los receptores p se evaluaron por autoradiografia cuantitativa de receptores, como se

ha descrito previamente (Méndez et al., 2001). Concisamente, los cortes se incubaron

en una solucion Tris-HCI 50 mM conteniendo 8 nM de [3H]-DAMGO (union total). La
unidn inespecifica se determin6 en una serie paralela de secciones incubadas en
presencia de 10 uM de naloxona. Las secciones se colocaron en casetes de
autoradiografia (Amersham) en presencia de estandares de *H (marca ARC) y en
aposicion con un film sensible a tritio (Kodak BioMax MS). Se dejo exponer 24
semanas. Los autoradiogramas se cuantificaron por densitometria utilizando una
camara conectada a un sistema de analisis de imagenes computarizado (programa
IMAGE 1.61, NIH). Se tomaron 4 a 16 mediciones de la densidad en 20 diferentes

secciones provenientes de cada animal (ver articulo I: Leriche y Méndez, 2010).
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Analisis estadisticos

Para investigar el curso temporal del efecto de una dosis aguda de etanol sobre
el contenido de B-END utilizamos el andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias siendo
el tratamiento y el tiempo transcurrido después de la administracion los factores
independientes. Para investigar las diferencias en el contenido del péptido entre los
grupos control y tratados con etanol 1 h después de la administracion, aplicamos la
prueba t de Student para muestras independientes. Para los tratamientos crénicos con
alcohol sobre el contenido de B-END y unién de [°H]-DAMGO empleamos la ANOVA de
una via para analizar el efecto de los tratamientos; el test de Tukey-HSD fue utilizado

para investigar si habia diferencias significativas entre grupos.
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A continuacién se presenta un resumen de los resultados obtenidos en el
desarrollo de la presente tesis. Este resumen esta dividido en 2 secciones y cada una

va seguida por el articulo correspondiente.

Presencia del ARNm de POMC en diversas regiones de la via de recompensa del

cerebro de la rata.

El objetivo de este trabajo fue investigar si el ARNm que da origen a la POMC se
encuentra en areas del sistema mesocorticolimbico. Utilizando la técnica de hibridacién
in situ demostramos que este ARN se encuentra en la CPF, NAcc, Hy ATV (Figura 9 a,
c, e y g). Esta técnica también nos permiti6 examinar la distribucion del ARNm de
POMC,; en el H la sefal se concentrd principalmente en los nucleos arcuatos como se
ha reportado previamente. Los niveles detectados en las regiones de interés (CPF,
NAcc y ATV) son bajos y estdn homogéneamente distribuidos excepto por la capa | de
la corteza donde la densidad es aun menor. También detectamos al ARNm de POMC
en otras regiones (e.g. el nucleo olfatorio anterior, la SN, las cortezas cingular, motora,

piriforme, auditoria, visual secundaria, entorrinal, etc) (Figura 9).

Los resultados obtenidos por RT-PCR confirman que el ARNm de POMC se
encuentra presente en la CPFm, el NAcc y el ATV. Comprobamos que la senal
observada no se debe a contaminacion con ADN en la muestra (Figura 4a) y que no
todos los tejidos la producen (Figura 4b). La concentracién del ARNm de POMC se
determind semicuantitativamente y se consideré al hipotalamo como el 100%. Asi, con
respecto al hipotalamo los niveles encontrados en la CPFm corresponden al 21.63 *
2.7% (n=3),27.02+£0.7% (n=3)al NAccy 31.4 £ 7.7% (n = 3) al ATV (Figura 10).
También demostramos que la senal observada corresponde al ARNm de POMC que
puede ser traducido ya que la secuencia amplificada incluye al exén 2 donde se

encuentra el péptido senal (Figura 11).
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Figura 9. Expresion del ARNm de POMC detectada por hibridacion in situ. En la seccion de métodos se
describe como se llevo a cabo la hibridacion in situ de POMC. Las fotografias de los films muestran en la
primera columna la hibridacién total y en la segunda la hibridacion inespecifica de la corteza prefrontal
(a, b), el nucleo accumbens (c, d), los nucleos arcuatos del hipotalamo (e, f) y el area tegmental ventral
(g, h). El tiempo de exposicién de los films fue de una semana para el hipotalamo y 12 para las demas
regiones. mPFC= corteza prefrontal medial, NAcc= nicleo accumbens, c= centro del NAcc, sh= cubierta
del NAcc, NArc= nucleos arcuatos del hipotalamo, VTA= area tegmental ventral.

65
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Figura 10. Detecciéon del ARNm de POMC mediante RT-PCR en é&reas del cerebro de la rata. EIl ARN
total fue extraido de diferentes regiones del cerebro de rata, se obtuvo el cDNA por RT y se llevé a cabo
la PCR. Las fotografias de los geles muestran los productos de la PCR obtenidos de la amplificacion
simultanea de POMC (94 pb) y el gen constitutivo ciclofilina (CYC). L= Escala de tamafio molecular, H=
hipotalamo, ImMPFC= corteza prefrontal medial izquierda, rmPFC= corteza prefrontal medial derecha,
INAcc= nucleo accumbens izquierdo, rNAcc= nucleo accumbens derecho, VTA= area tegmental ventral.
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Figura 11. Amplificacion de la forma completa de POMC por PCR. El ARN total fue extraido de diferentes
regiones del cerebro de rata, se obtuvo el cDNA por RT y se llevé a cabo la PCR. Las fotografias de los
geles muestran los productos de amplificacion de 678 pb del area tegmental ventral (VTA), la corteza
prefrontal medial (mPFC), el ndcleo accumbens (NAcc) y el hipotalamo (H) obtenidos al diferente nimero
de ciclos. L= Escala de tamafio molecular.
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Abstract

Pro-opiomelanocortin (POMC) is a large proteic precursor which originates several biologically actives neuropeptides, such as fi-
lipotropin (B-LPH), p-endorphin (B-END), adenocorticotropic hormone (ACTH) and s-melanocyte-stimulating hormone (a-
MSH). The arcuate nucleus of the hypothalamus is the main POMC producing cell group in brain and innervates several areas
of the limbic system and brainstem. POMC-derived neuropeptides have been related to several motivated and rewarding behaviours,
including sexual facilitation, feeding, and drug addiction. However, POMC mRNA has not been detected in regions of the dopa-
minergic mesocorticolimbic system, which represents the most important reward pathway. The aim of this work was to investigate i’
POMC mRNA is expressed in the medial prefrontal cortex (mPFC). the nucleus accumbens (NAcc) and the ventral tegmental area
(VTA) of the rat. We used the reverse transcriptase reaction coupled to the polymerase chain reaction (RT-PCR). We also used the
in situ hybridization technigue to study the regional distribution of POMC mRNA in the same regions. We report that RT-PCR
amplification of extracted RNA with two different pairs of primers generates the predicted 94 bp and 678 bp POMC-PCR products.
Both the amplification of RNA obtained rom the rat glial C-6 cell line (which does not express POMC mRNA) and the omission of
reverse transcriptase [rom the RT reaction of rat brain samples showed no amplification products. We have shown for the first time
that the rat medial prefrontal cortex, the nucleus accumbens and the ventral tegmental area contain POMC mRNA. This mRNA is
in low concentration, ranging from 21% to 31% with respect to the hypothalamus, In situ hybridization experiments showed that
POMC mRNA is homogeneously distributed in these areas. The presence of POMC mRNA in regions of the mesocorticolimbic
system could have functional implications in motivated behaviours.

@ 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Pro-opiomelanocortin (POMC) is a large proteic pre-
cursor that gives rise to several biologically active neuro-
peptides, including B-lipotropin (B-LPH), p-endorphin
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(B-END), adenocorticotropic hormone (ACTH) and -
melanocyte-stimulating hormone (x-MSH) (Akil et al.,
1984). The activity of some of these peptides is related
to motivated behaviours and to other important func-
tions (Tregear and Coghlan, 1980; Kiefer and Wiede-
mann, 2004).

Neurons containing POMC-derived peptides are
widely distributed in the rat brain (Mansour et al.,
1988). However, the presence of POMC mRNA is mainly
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restricted to the arcuate nucleus (NArc) and adjacent
regions of the medial basal hypothalamus, and to the
nucleus of the solitary tract (NST) (Schwartzberg and
Nakane, 1983; Cuello et al., 1983; Akil et al., 1984). NArc
fibers project to several areas of the forebrain (particu-
larly limbic and hypothalamic structures), the midbrain,
some brainstem nuclei, and the spinal cord (Cuello
etal., 1983; Akil et al., 1984). Hypothalamic POMC neu-
rons have been associated with several physiological func-
tions and behaviours, such as regulation of ealing,
respiration and limbic excitability, pain perception and
analgesia, drug addiction, sexual behaviour, locomotion,
learning and memory, cardiovascular homeostasis and
hypophyseal hormone secretion (Tregear and Coghlan,
1980; Kiefer and Wiedemann, 2004). In the NST, the
POMC mRNA-containing neurons are fewer than those
in the NArc and have a scattered distribution. These neu-
rons innervale several brainstem nuclei that regulate car-
diovascular and respiratory homeostasis (Palkovits et al.,
1987; Joseph and Michael, 1988).

POMC-derived peptides are distributed in brain
regions of the dopaminergic (DAergic) mesolimbic sys-
tem, which has long been known to be largely involved
in motivated and reward behaviours (Wise and Rompre,
1989; Kalivas and Volkow, 2005). This pathway is orig-
inated in the ventral tegmental area (VTA), which pro-
jects to the nucleus accumbens (NAcc) and the
prefrontal cortex (PFC). Activation of DAergic trans-
mission in this pathway, which leads to stimulation ol
dopamine (DA) release from the NAcc, is a key event
in the rewarding and reinforcing actions elicited by sev-
eral psychotropic substances, including psychostimu-
lants, opiates, nicotine, and alcohol (Di Chiara and
Imperato, 1988; Koob and Bloom, 1988; Di Chiara
et al., 1996). Several studies have shown that opioid pep-
tides (f-END, enkephalins, and dynorphins) regulate the
DAergic mesolimbic activity through interaction with
mu (), delta (8) and kappa (k) opioid receptors, respec-
tively (Spanagel et al., 1990, 1991, 1992). Activation of 1
and & receptors is rewarding and may modulate the
release of DA from the NAcc (Shippenberg et al., 1987;
Spanagel et al., 1990). Several studies suggest that (-
END could play an important role in several rewarding
behaviours, including the reinforcing effects of several
drugs of abuse (Amalric et al., 1987; Herz, 1997; Olive
et al., 2001; Solinas et al., 2004; Roth-Deri et al., 2006).

Besides the NArc and the NST, POMC mRNA has
also been detected in other brain regions such as the
amygdala, the cerebral cortex, the cerebellum, the hip-
pocampus, and the striatum, although in lower levels
than in the NArc and NST (Civelli et al., 1982; Grauer-
holz et al., 1998). Since opioid peptides may exert impor-
tant functional roles in drug reward and reinforcement,
it is important to determine whether B-END is synthe-
sized in regions of the mesocorticolimbic system. The
demonstration of POMC mRNA occurrence in these

68

areas is a central issue concerning the origin of neural
networks containing POMC-derived peptides involved
in motivated behaviours, as well as in other important
functions. Thus, the aim of this work was to investigate
if POMC mRNA is present in specific brain regions of
the rat dopaminergic mesocorticolimbic system, i.e.,
the VTA, the NAce, and the medial PFC (mPFC). To
answer this question, we used the reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR), since POMC
mRNA has not been detected with other techniques in
these regions (Civelli et al., 1982). We have also used
the in situ hybridization technique, in order to study
the regional distribution of POMC mRNA in brain tis-
sue. We have found that POMC mRNA is in fact
expressed in low concentrations in the VTA, the NAcc,
and the mPFC, in comparison with the hypothalamus
(H). Our results suggest that drug reward and motivated
behaviours could be regulated by POMC-derived pep-
tides synthesized in these brain areas.

2. Materials and methods
2.1. Animals and brain dissections

Adult male Wistar rats (250-300 g) were killed by
decapitation and brains were carefully removed and fro-
zen. Brain dissections were made according to Palkovits
and Brownstein (1988). We used an acrylic matrix and
micron tissue punches to obtain the samples of rat brain
areas. The mPFC was obtained {rom a slice of approx-
imately 1.2 mm wide, from 5.4 to 4.2 mm with reference
lo Bregma (Fig. la). The NAcc was obtained from a
slice of 2 mm wide, from approximately 3.0 to 0.9 mm
from Bregma. using a micron tissue punch of 2 mm
diameter (Fig. 1b). The VTA was obtained from a slice
of 1 mm wide, from approximately —5.4 to —6.3 mm
from Bregma, using a micron tissue punch of 1 mm
diameter (Fig. 1c). The hypothalamus was also
obtained. The different brain areas were frozen at
=70 °C until the total RNA extraction procedure was
performed. For in situ hybridization experiments coro-
nal brain sections (20 pm) of the rat brain were obtained
in a cryostal, mounted on gelatin-coated slides and
maintained at =70 “C.

All experimental procedures were performed in
accordance with the National Institute of Health Guide
of the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Pub-
lications No. 80-23, revised 1996), as well as with the
project’s commission approval of the Instituto Nacional
de Psiquiatria Ramon de la Fuente.

2.2, RNA extraction

Total RNA from H, mPFC, NAcc, VT A and the C-6
glial cell line was extracted using 4 M guanidinium thio-
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Fig. 1. Schematic representations of coronal sections of the rat brain
showing the medial prefrontal cortex, the nucleus accumbens and the
ventral tegmental area. Shaded areas represent the extracted regions:
medial prefrontal cortex (mPFC), 4.20 mm from Bregma (a); nucleus
accumbens (NAcc), 1.70 mm from Bregma (b) and ventral tegmental
area (VIA), —6.04 mm from Bregma (c). Adapted from the atlas of
Paxinos and Watson (1998),

cyanate, 25 mM sodium citrate, pH 7.0, 0.5% sarcosyl
and 0.1 M p-mercaptoethanol, as described previously
(Pérez-Martinez et al., 1998). Concentrations and purity
of RNA samples were determined by UV spectroscopy
at 260/280 nm and integrity confirmed by electrophore-
sis through 1% agarose gels stained with ethidium
bromide.

2.3. Pro-opiomelanocortin- RT-PCR

Specific primer pairs used in the PCR were as follows:
(1) POMC 1 sense (5-GAA GCG GCG CCC TGT
GAA-3) and POMC 1 antisense (5-CTC GCC TTC
CAG CTC CCT CTT-3") to amplify a segment of exon
3 (product size 94 bp) of the rat POMC mRNA (Lindb-
lom et al., 2005); (2) POMC 2 sense (5'-GAG ATT CTG
CTA CAG TCG CTC-3') and POMC 2 antisense (5'-
TTG ATG ATG GCG TTC TTG AA-3') to amplify a
region corresponding to a segment of exon 2 and exon
3 (product size 678 bp) (Grauerholz et al., 1998); (3)
cyclophilin (CYC) sense (5'-GGG GAG AAA GGA
TTT GGC TA-3) and CYC antisense (5-ACA TGC
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TTG CCA TCC AGC C-3') (product size 256 bp) (Dan-
ielson et al., 1988). Cyclophilin was used as internal con-
trol to account for variations in PCR products due to
possible differences in the efficiency of the RT and/or
PCR reactions. We used the POMC | primers in order
to measure the relative differences in POMC mRNA
concentrations between rat brain regions. POMC 2
primers were used in order to confirm the presence of
full-length POMC mRNA in these brain regions. Prim-
ers were synthesized at the Instituto de Biotecnologia
(UNAM).

Total RNA (1.5 pg) was used as template for reverse
transcription using a 15-mer oligonucleotide dT as pri-
mer (500 ng) (Boehringer). The synthesis reaction con-
tained 1x reverse transcription buffer (50 mM Tris
HCI, pH 8, 3.75 mM KCI, 3 mM MgCl,), 10 mM dithi-
othreitol (DTT), 200 pM deoxynucleotide triphosphates
and 100 U reverse transcriptase (Gibco-BRL). Total
RNA was preincubated for 5 min at 65°C prior to
cDNA synthesis. The reverse transcription reaction
was carried out for 2 h at 37 °C.

PCR was performed in a final volume of 50 pl con-
taining 5 pl of 5x PCR buffer (500 mM KCIl, 100 mM
Tris-HCI pH 8.3, 10 ug/ml gelatin, 1% Triton, 1.5 mg/
ml bovine serum albumin (BSA)), 2.5pl MgCly
(1.5mM), 1 pl ANTP mix (10 mM), 1 pl of each POMC
oligonucleotide (25 pmol), 0.5 pl of Tag-DNA-polymer-
ase (5 U/pl, Teenologias Universitarias, UNAM), 50 ng
of DNA template for the hypothalamus and 250 ng for
the other brain regions. PCR consisted of 1 min 15 s for
denaturation at 95°C, 1 min of annealing at 65 °C,
I min for extension at 72 °C and a final extension cycle
at 72 °C was included. To amplily the 678 bp POMC
fragment, minor modifications were made to the proce-
dure. In the PCR we used 50 pmol of each POMC pri-
mer and 375 ng of DNA template from the mPFC, the
NAcc and the VIA and the annealing temperature
was 64 °C. The POMC RT-PCR optimal conditions
were chosen (see optimization of POMC-PCR tech-
nique section). PCR products were separated in 3% aga-
rose gels stained with ethidium bromide (0.035 pg/ml)
and their molecular sizes were compared with a molecu-
lar size marker (100 bp ladder marker, Roche Applied
Science). Intensities in each band resulting from PCR
amplification were analyzed using an image analysis
software (Multi analyst Bio-Rad) to calculate the rela-
tive amounts of POMC vs. cyclophilin cDNA. POMC
cDNA percentage in the mPFC, NAcc and VTA was
calculated relative to POMC ¢DNA in the
hypothalamus.

2.4. Optimization of POMC-PCR technique
In order to measure the relative differences in

POMC mRNA concentrations in rat brain regions we
optimized the POMC-PCR technique. The considered
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parameters were annealing temperature and the cycle
number. In order to optimize primer annealing, we per-
formed the PCR in a temperature gradient (60, 62.3,
64.4, 66.5, and 68 °C) using 30 cycles for the hypothal-
amus and 36 for the other brain regions (Fig. 2). PCR
products in gels were analyzed by laser densitometry.
Optimal annealing temperatures were found between
64.4 and 66.5°C (Fig. 2). Thus, we selected 65 °C as
the annealing temperature for further experiments. In
addition, assays using different number of cycles
showed that PCR products were easily detected in all
brain regions between 29 and 38 cycles (Fig. 3a). As
shown in Fig. 3b, using 34 cycles the technique is able
to detect changes in the relative densities of the sam-
ples, since 34 cycles is at the mid-point of the linear
phase of the curve (product vs. number of cycles).
Thus, the optimal amplification conditions determined
in this study were 65°C as the annealing temperature
and 34 cycles to obtain the 94 bp product (Figs. 2
and 3). Similar procedures were followed to obtain
the 678 bp POMC amplification product. The optimal
annealing temperature was 64 °C and the number of
cycles varied depending on the region studied: 31 cycles
for the hypothalamus and the mPFC, 34 for the VTA
and 37 for the NAcc.

Since POMC mRNA is present in the hypothalamus
(Civelli et al., 1982) we used this brain region as positive
control. Two negative controls were included. First, the
RT enzyme was omitted in the experiment and the
POMC-PCR was carried out at 65°C and 36 cycles
for the H, the NAcc, the VTA, and the mPFC. A paral-
lel series of PCR was carried out in normal conditions in
the same regions. Second, another negative control was
performed using total RNA extracted from the rat glial
(-6 cell line, in which POMC mRNA expression has not

L Hypothalamus

been reported. The PCR was carried out in the above-
mentioned conditions.

After optimization of the POMC-PCR technique, we
developed a semi quantitative PCR protocol (Zaheer
el al., 1995) to simultaneously amplify POMC and
cyclophilin ¢cDNAs. The housekeeping gene cyclophilin
was used as internal control to account for variations
in PCR products due to possible differences in the effi-
ciency of the RT or PCR reactions. We determined
the relative concentrations of POMC mRNA in both
the left and right sides of the mPFC and the NAcc, as
well as in the whole VTA and H. Aliquots of PCR prod-
ucts were electrophoresed in 3% agarose gels and stained
with ethidium bromide. Gels were analyzed by laser den-
sitometry to calculate the relative amounts of POMC
amplification products vs. those of cyclophilin. POMC
cDNA percentage in the mPFC, the NAcc and the
VTA was calculated relative to that in the H.

2.5. In situ hybridization

POMC mRNA expression was studied using a
24-mer oligonucleotide complementary to the bovine
POMC mRNA region coding for a corticotropin frag-
ment (residues 8-15) (Nakanishi et al. 1979; Lewis
et al, 1986), which is 100% homologous to the rat
sequence (Drouin et al., 1985). The oligonucleotide 5'-
CTT GCC CAC CGG CIT GCC CCA GCG-3'
(GENOSYS) was labeled at the 3’ end using o[>Sk
ATP (1000 Ci/mmol, Amersham) and deoxynucleotidyl
transferase (25 U/pl, Roche Applied Science) to a spe-
cific activity of 1.5 % 10® cpm/pg of oligonucleotide. In
situ hybridization was performed as previously reported
(Méndez and Morales-Mulia, 2006), with minor modifi-
cations. Briefly, brain sections mounted in gelatin-

NAcc

60 623 844 B65S

Temperature ("C)

68 60 623 644 B85 68

L VTA
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100 bp

mPFC

623 B44 665 68 60 623 644 665 68
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Fig. 2. Effect of annealing temperature on POMC PCR amplification. Total RNA was extracted (rom different brain regions, ¢<DNAs oblained by
RT reaction and PCR performed as described in Section 2. Gel photographs show a PCR product of 94 bp obtained from the hypothalamus, the
nucleus accumbens (NAcc), the ventral tegmental area (VTA) and the medial prefrontal cortex (mPFC) using different annealing temperatures,

L = Molecular size marker.
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Fig. 3. POMC PCR amplification at different number of cycles. Total RNA was extracted from different brain regions, cDNAs obtained by RT
reaction and PCR performed as described in Section 2. Gel photographs show a 94 bp PCR product obtained from the hypothalamus (H), the
nucleus accumbens (INAcc), the ventral tegmental area (VTA) and the medial prefrontal cortex (mPFC) by increasing the number of cycles (a). The
intensity in the POMC band was quantified by densitometry and was plotted vs. the number of cycles (b). L = Molecular size marker,

coated slides were fixed, dehydrated and delipidated.
Sections were premcubated for 1h at 40 °C and then
incubated overnight in hybridization buffer containing
4x standard saline citrate (SSC), 50% deionized form-
amide, 2.5x Denhardt’s solution (0.5% Ficoll, 0.5% pol-
yvinylpyrrolidone, 0.5% bovine albumin), 100 pg/ml
sheared single-stranded salmon sperm DNA (Sigma),
10% dextran sulphate, 10 mM dithiothreitol, 100 mM
Na phosphate buffer (pH 7.4), 250 pg/ml yeast tRNA
(Sigma) and 38.labeled oligonucleotide probe to get
250 000, 500 000, or 750 000 cpm/section. After incuba-
tion, sections were washed in 4x SSC containing 0.02%
sodium dodecyl sulphate (SDS) at 40 °C during 30 min
in constant stirring, followed by 30 min in 2x SSC —
0.02% SDS and 30 min in 1% SSC — 0.02% SDS, and
finally 10min in 0.5% S8C at room temperature. Sec-
tions were dehydrated in increasing concentrations of
ethanol and 95% ethanol containing 0.3 M ammonium
acetate and air dried. The slices were placed in apposi-
tion with fi,,, Hyperfilm (Amersham) and exposed for
1. 2, 3. 6 or 12 weeks at room temperature in the dark.
The optimal conditions to detect POMC mRNA were
attained with 250 000 cpm/section and different exposi-
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tion times, depending on the brain region: 1 week for
the hypothalamus and 12 weeks for the PFC, the NAcc
and the VTA. Non-specific POMC hybridization was
tested with an excess ol 100 times the oligonucleotide
concentration and the signal was subtracted from total
hybridization. Autoradiograms were quantified by den-
sitometry using an image analysis system (Image-Pro
Plus Sofware, Media Cybernetics). Brain structures were
identified according to Paxinos and Watson (1998).

3. Results

3.1. Detection of POMC mRNA in the rat
mesocorticolimbic system by RT-PCR

In order to demonstrate the presence of POMC
mRNA in the mPFC, the NAcc and the VTA, we used
a RT-PCR assay. As expecled, we found a 94 bp ampli-
fication product from all brain regions studied. The
appropriate negative controls were included. Omission
of reverse transcriptase resulted in no amplification
product (Fig. 4a), indicating that genomic DNA or
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Fig. 4. RT-PCR negative controls using total RNA from rat brain
regions and C-6 glial cells. Total RNA obtained from different brain
regions was added to the RT reaction mix in the presence or absence
(RT-) of RT enzyme and PCR was performed as described in Section 2
(a). In addition, cDNA was obtained by RT reaction from total RNA
of different brain regions and C-6 glial cells and PCR was carried out
using POMC 1 and ¢yclophilin (CYC) primers simultaneously (b).
Experiments using 50 and 250 ng of ¢DNA from total RNA of C-6
glial cells are shown. Gel photographs show a 94 bp PCR product.
H = hypothal lar size marker; mPFC = medial pre-
frontal cortex; NAc = nucleus accumbens; VIA = ventral tegmental
area.

; L= mol

cDNA contamination does not account for the 94 bp
signal. The other negative control was performed using
total RNA extracted from the rat glial C-6 cell line.
No PCR amplification products were observed from
two independent cultures of the glial C-6 cell line. The
gel [rom one of these experiments is shown in Fig. 4b.
The same result was obtained when two different cDNA
concentrations (50 and 250 ng) were used in the PCR
(Fig. 4b). These results indicate that POMC mRNA is
present in the studied areas of the mesocorticolimbic
system.
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To determine the relative concentrations of POMC
mRNA in the mPFC, the NAcc and the VTA, we per-
formed a semi quantitative protocol. Samples obtained
from the left and right sides of the mPFC and the NAcc,
as well as from the whole VI'A and H were studied.
Amplification reactions were simultaneously carried
out using specific primers for POMC and cyclophilin.
Gel electrophoresis of these amplification products is
shown in Fig. 5. The intensity of the POMC-PCR prod-
uct band obtained from the hypothalamus was stronger
than that from the other brain regions. The cyclophilin
PCR product band showed a similar intensity in all
brain regions. Concentrations of POMC-PCR products
were calculated relative to the hypothalamus (100%).
POMC mRNA levels in the mPFC were 21.63 4 2.7%
(n=3) and 27.02 £ 0.7% in the NAcc (n = 3). POMC
mRNA levels in the VTA were 31.4 +7.7% (n=3) of
those present in the hypothalamus. Thus, similar low
levels of POMC-PCR products were detected in all of
the mesocorticolimbic rat brain areas studied in compar-
ison to the hypothalamus.

Since the presence of a 5' POMC mRNA truncated
form has been reported in several rat brain tissues (Gra-
uerholz et al., 1998), we have performed additional
experiments to confirm the presence of the full-length
POMC mRNA using the POMC 2 primers. As expected,
we found a 678 bp amplification product in all brain
regions studied (Fig. 6). The same above-mentioned
negative controls were included (data not shown), indi-
cating that genomic DNA or cDNA contamination does
not account {or the 678 bp signal. No PCR amplification
products were observed from cDNA obtained from the
glial C-6 cell line.

3.2. Distribution of POMC mRNA in the
mesocorticolombic system

POMC mRNA distribution in brain sections was

studied by in situ hybridization. POMC mRNA was
easily detected in the hypothalamus due to the high con-

rNAcc VTA

Fig. 5. Detection of POMC mRNA by RT-PCR in rat brain regions. Total RNA was extracted [vom different brain regions of the rat, cDNA
obtained by RT reaction and PCR performed as described in Section 2. Gel photograph shows PCR products from the simultaneous amplification of
POMC (94 bp produet) and eyelophilin (CYC), Two (hypothalamus) or three (ventral tegmental area) different samples are shown. Samples from the
left and right sides of the medial prefrontal cortex and the nucleus accumbens are also shown. H = hypothal L =mol size marker,;
ImPFC = left medial prefrontal cortex; INAcc = left nucleus accumbens; rmPFC = right medial prefrontal cortex; rNAcc = right nucleus
accumbens; VITA = ventral tegmental area.
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Fig. 6, PCR amplification of full-length POMC at different number of cycles. Total RNA was extracted from different brain regions, ¢DNAs
obtamed by RT reaction and PCR performed as described in Section 2. Gel photographs show a 678 bp PCR product obtained from the
hypothalamus (H), the nucleus accumbens (MNAcc), the ventral tegmental area (VTA) and the medial prefrontal cortex (mPFC) by increasing the

number of cycles. L = Molecular size marker.

centrations present in this brain area, as previously
reported (Watson and Akil, 1979; Civelli et al., 1982).
The POMC hybridization signal in the NArc was evi-
dent at 1 week of film exposition (Fig. 7e and f) and
was similar to that reported by Kinoshita et al. (2004).
In contrast, a weak POMC hybridization signal was
observed in the mPFC, the NAcc and the VTA. Due
o the low levels of expression of POMC mRNA, we
exposed the films during 12 weeks. In situ hybridization
shows an evenly distribution of POMC mRNA along
layers Il to VI of the frontal cortex, layer 1 showing
the weakest signal (Fig. 7a and b). In the NAcc, we
found a faint POMC hybridization signal in both the
core and shell regions (Fig. 7c and d). The VTA was
the brain region with the lowest POMC hybridization
signal (Fig. 7g and h). Non-specific hybridization per-
formed in parallel sections is shown in Fig. 7b, d, f,
and g. The POMC mRNA distribution observed by
in situ hybridization is in agreement with our results
obtained by the RT-PCR technique.

On the other hand, in our in situ hybridization
study we have also noticed that other brain areas show
the POMC hybridization signal, most of which have
been reported to contain this mRNA (Watson and
Akil, 1979; Civelli et al., 1982; Grauerholz et al,
1998). As the PFC, the anterior olfactory nucleus
shows a weak signal (Fig. 7a). POMC mRNA is also
present in the caudate-putamen (CP) and a stronger
signal is evident in the cingulate, motor and piriform
cortices (Fig. 7c). The auditory, restroplenial agranular,
secondary visual and entorhinal cortices, the hippo-
campus and the substantia nigra pars compacta clearly
show a POMC mRNA hybridization signal (Fig. 7g).
Films exposed for 1 week show similar hybridization
signals in the ventromedial nucleus of the hypothala-
mus and the central and basolateral nuclei of the
amygdala (Fig. 7e). Except for the NArec, the stronger
hybridization signals were observed in the piriform cor-
tex and the hippocampus (Fig. 7c, e and g), in agree-
ment with previous data (Salih et al, 1979;
Grauerholz et al., 1998).
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4. Discussion

POMC mRNA is synthesized in several regions of the
rat brain, with highest concentrations in the NArc of the
hypothalamus, followed by the NST (Civelli et al., 1982;
Bronstein et al., 1992). Other brain areas have been
shown to contain low levels of POMC mRNA, such as
the amygdala, the striatum, the hippocampus, the cere-
bral cortex and the cerebellum (Civelli et al., 1982; Gra-
uerholz et al., 1998). Immunocytochemical studies have
revealed the presence of different POMC processing
products in several areas, such as the hypothalamus,
the amygdala, the hippocampus, the NAcc, the thala-
mus, the midbrain, various cortical regions, and the
NST (Moldow and Yalow, 1978; Salih et al., 1979; Akil
et al., 1984; Khachaturian et al., 1985; Emeson and Eip-
per, 1986; Mansour et al., 1988), suggesting that these
areas may also contain the POMC mRNA. Therefore,
the aim of the present work was to demonstrate the pres-
ence of POMC mRNA in the mPFC, the NAcc and the
VTA, regions of the mesocorticolimbic system involved
in reward and motivated behaviours.

We have shown that RT-PCR amplification with
POMC 1 and POMC 2 pairs of primers, specific for
the rat POMC mRNA, results in PCR products of the
expected sizes (94 and 678 bp, respectively), indicating
that the mPFC, the NAcc and the VTA contain POMC
mRNA. The obtained PCR products were not the result
of amplification of genomic DNA or cDNA contamina-
tion, since the omission of reverse transcriptase from the
RT reaction showed no amplification products. More-
over, POMC mRNA was not detected in samples
obtained from the rat glial C-6 cell line, in which the
presence of POMC mRNA has not been described.
POMC mRNA expression was similar in the mPFC,
the NAcc and the VTA. The relative concentration of
POMC mRNA in these areas is approximately 26.7%
of that found in the hypothalamus, the brain region with
the highest levels of POMC mRNA, as reported by
Civelli et al. (1982) and Grauerholz et al. (1998). Fur-
thermore, in situ hybridization experiments showed that
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Fig. 7. POMC mRNA expression in rat brain detected by in situ hybridization. POMC in situ hybridization was performed as deseribed in Section 2.
Film photographs show rostro-caudal views of the hybridization POMC signal in the medial prefrontal cortex (a, b), the nucleus accumbens (¢, d),
the arcuate nucleus of the hypothalamus (¢, ) and the ventral tegmental area (g, h). Non-specific hybridization signal is shown in each region (b, d, [,
and h). Film exposition for the hypothalamus was 1 week, whereas 12 weeks were needed for the other brain regions. ¢ = core region of the nucleus
acoumbens; H = hypothalamus; mPFC = medial prefrontal cortex; NAce = nucleus accumbens; sh = shell region of the nucleus accumbens;

VTA = ventral tegmental area.

POMC mRNA was homogeneously distributed in the
mPFC, the NAcc and the VTA and levels of this mRNA
were low in comparison with those found in the hypo-
thalamus. POMC mRNA in the hypothalamus was
mainly concentrated in the ventral area of the NArc,
as previously reported (Magoul et al., 1994). These find-
ings are in agreement with our results obtained by RT-
PCR and demonstrate that the mPFC, the NAcc and
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the VTA express low levels of POMC mRNA. Whether
the low POMC mRNA hybridization signal observed in
these regions is due to low expression of POMC mRNA
along these structures or to a higher expression in a
small number of POMC mRNA-containing neurons is
at present unknown.

The presence of POMC mRNA in the mPFC and
VTA had not been previously demonstrated, probably
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because these structures express low levels of this
mRNA. High sensitivity mRNA detection techniques,
such as the RNAse protection assay (RPA), have been
used to investigate the presence of POMC mRNA in dis-
crete brain areas. However, in some cases, this technique
failed to demonstrate the presence of POMC mRNA in
areas that subsequently were shown to contain this
mRINA by the RT-PCR technique. For instance, Civelli
et al. (1982). using a 144 bp probe in a solution hybrid-
ization assay with a sensitivity of 1 pg POMC mRNA/
ug poly (A), demonstrated the presence of this mRNA
in the rat hypothalamus and amygdala, but not in the
midbrain-striatum and cerebellum. Plata-Salaman
et al. (2000), using a 320 bp riboprobe in a solution
hybridization assay, detected POMC mRNA in the rat
hypothalamus but not in the amygdala, the hippocam-
pus and the parietal, prefrontal and piriform cortices.
In comparison, Zhou et al. (1996), using a 538 bp probe,
detected POMC mRNA in the amygdala. Since the sen-
sitivity of RPAs depends on the length of the probe, the
reported differences may be explained by probe size.
However, other factors. such as quantity of total
RNA, utilization of poly (A) RNA, and differences in
tissue dissections may also contribute to explain these
discrepancies. In contrast, Grauerholz et al. (1998),
using the RT-PCR technique, demonstrated that the
rat cortex, the striatum and the cerebellum express low
levels of POMC mRNA, in comparison with the caudal
medulla and the hypothalamus. Using the RT-PCR
technique, we have demonstrated that the mPFC, the
NAcc and the VTA also express POMC mRNA. Our
findings are in agreement with results showing the
expression of POMC promoter-derived enhanced green
fluorescence protein (EGFP) in several areas of the
mouse brain, such as the mPFC. the NAcc and the
VTA (Gene Expression Nervous System Atlas (GEN-
SAT) project), indicating that transcription of the
POMC gene is occurring in these brain areas.

The presence of POMC mRNA in the mPFC, the
NAcc and the VTA has important functional implica-
tions, since the synthesis of POMC-derived peptides
and their subsequent release and interaction with opioid
receptors could represent important regulatory events
related to the activity of the DAergic mesocorticolimbic
system, which is involved in motivated and rewarding
behaviours elicited by natural reinforcers (Wise and
Rompre, 1989; Kalivas and Volkow, 2005) and drugs
of abuse (Di Chiara and Imperato, 1988: Koob and
Bloom, 1988; Di Chiara et al., 1996). POMC-derived
peptides (i.e., p-END) produced by neurons in this path-
way could participate in the positive and negative rein-
forcing effects of several drugs of abuse. Thus, the
elfects exerted by these peptides at the DAergic mesocor-
ticolimbic system might not be exclusively attributed to
inputs from the NArc of the hypothalamus but also to
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local opioidergic (POMC-derived) projections in areas
of this pathway.

POMC mRNA in the mPFC, the NAcc, and the VT A
could lead to the synthesis and processing of the POMC
proteic precursor, which could originate several biolog-
ically active peptides. In agreement with this hypothesis,
several studies have shown that the NAce, the amyg-
dala, the hippocampus, the striatum and the midbrain
contain various POMC-derived peptides. such as
ACTH, «-MSH and B-END (Rossier et al., 1977; Mol-
dow and Yalow, 1978; Dennis et al.,, 1983; Mansour
et al., 1988). In addition, dissociated cells in culture from
the rat cortex and the amygdala are able to release fi-
END and ACTH (Kapcala, 1988). Furthermore, these
brain regions also contain the pro-convertases 1 and 2
(PC1 and PC2) (Schafer et al., 1993), enzymes involved
in the processing of the POMC precursor, which may
originate B-END, ACTH and «#-MSH. among others
(Benjannet et al., 1991; Thomas et al., 1991). Since the
differential processing of the POMC precursor has been
reported in the hypothalamus (Emeson and Eipper,
1986) and the anterior and intermediate lobes of the
pituitary (Mizuno and Matsuo, 1994), differential pro-
cessing ol this precursor could also occur in the mPFC,
the NAcc and the VTA.

In conclusion, we have shown that the mPFC, the
NAcc and the VTA of the rat express low levels of
POMC mRNA in comparison to those found in the
hypothalamus. The specific localization of POMC
mRNA neuronal bodies and their projections is an
important issue of study that could contribute to under-
stand the functional implications of POMC-derived pep-
tides in these regions. Furthermore, research on the
differential processing of the POMC precursor in these
regions is noteworthy, since the originated peptides
may be involved in different biological functions.
Finally, the possibility of the existence of different forms
of POMC mRNA in these brain areas should also be
investigated.
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Efecto de una dosis aguda de etanol sobre el contenido de B-endorfina en regiones

discretas del cerebro de la rata.

Para investigar el curso temporal del efecto del alcohol medimos la
concentracion de B-endorfina en el M y el NAcc+S 30 minutos, 1, 2, 4, 8 y 24 horas
después de la administracion de 2.5 g/kg de etanol o agua por via intragastrica. No
detectamos ningun cambio significativo en esta etapa del estudio (Figura 6 A y B). Sin
embargo, en el NAcc+S notamos una tendencia al incremento de los niveles de (-
endorfina entre 30 min y 2 h después de la administracion. Se observé la misma
tendencia en el M una hora después, por lo cual elegimos 1 h para los estudios
posteriores. Dado que en este primer experimento utilizamos disecciones relativamente
gruesas, existe la posibilidad de que efectos de la droga localizados en subregiones
especificas pudieran haber sido enmascarados. Consecuentemente, realizamos
disecciones mas finas (i.e. CPF, NAcc, VTA, SNy H).
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15 Figura 6. Efecto de la administracion aguda de
etanol sobre el contenido de pB-endorfina en
regiones del cerebro de la rata. Se administré
una dosis aguda de etanol (2.5 g/kg i.g.) a los
roedores y se sacrificaron a los 30 min, 1,2, 4, 8
0 24h después del tratamiento. La cuantificacion

05+ de B-endorfina se llevo a cabo por RIA. El curso
temporal de los efectos del alcohol sobre el
contenido del péptido se muestran en A para el
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La administracion de una dosis aguda de etanol disminuyé en un 26% el
contenido de B-endorfina en el hipotalamo 1 h después de la administracion, pero no

alterd los niveles del péptido en el ATV, NAcc, CPF o la SN (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de una dosis aguda de etanol sobre el contenido de b-endorfina en el hipotalamo, la
corteza prefrontal, el nucleo accumbens, el ATV y la SN. Se administré una dosis aguda de etanol (2.5
g/kg i.g.) a los animales y fueron sacrificados 1h después. La cuantificacion de B-endorfina se llevo a
cabo por RIA. Los datos representan la media * el error estandar de 4 a 8 animales por grupo. H=
Hipotalamo, PFC= Corteza prefrontal, NAcc= Nucleo Accumbens, VTA= Area tegmental ventral, SN=
Substancia nigra. *p< 0.05.

79



Efecto del consumo cronico de etanol sobre el contenido de B-endorfina y la unién de

[H*]-DAMGO al receptor opioide mu en regiones del cerebro de la rata.

Con el objetivo de investigar el efecto del tratamiento crénico con alcohol sobre
el contenido de B-endorfina y la unién de [H*-DAMGO utilizamos 4 grupos de animales,
etanol (E), sacarosa (S), agua (A) y ad libitum o control (C). EIl tratamiento crénico con
alcohol no alter6 el contenido de B-endorfina en ninguna de las regiones estudiadas
(Figura 8). En contraste, la administracion cronica de sacarosa aumentoé selectivamente
el contenido del péptido en el NAcc y la SN (Figura 8). El consumo cronico de etanol no
modificé la unién de [H*-DAMGO en la CPF, el NAcc, o el ATV (ver Leriche y Méndez
2010).
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Figura 8. Efecto del tratamiento crénico de etanol sobre el contenido de B-endorfina en el hipotadlamo, la
corteza prefrontal, el nucleo accumbens, el ATV y la SN. Los animales recibieron el tratamiento crénico
descrito en los métodos y la cuantificacién de B-endorfina se llevé a cabo por RIA. Los datos representan
la media t el error estandar de 5 a 10 animales por grupo. H= Hipotalamo, PFC= Corteza prefrontal,
NAcc= Nucleo Accumbens, VTA= Area tegmental ventral, SN= Substancia nigra. *p< 0.05, **p < 0.005,
***p < 0.001.

80



Meuropeptides 44 (2010) 9- 16

journal homepage: www.elsevier.com/locate/npep

Contents lists available at ScienceDirect

Neuropeptides

Ethanol exposure selectively alters p-endorphin content but not [*H]-DAMGO
binding in discrete regions of the rat brain

M. Leriche, M. Méndez"

Departumento de Nevroguimica, Subdireccidn de Investigaciones Clinicas, Instituto Nacional de Psiquiatria Ramin de la Fuente. Calzada México-Xochimilco 101,

Col. San Lorenzo Huipnico, 14370 México DF, Mexico

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Keceived 16 July 2008

Accepted 25 November 2009
Available online 23 December 2008

Keywords:

Ethanol

Opicid peptides

[-Endorphin

Mu opicid receptor

Dopaminergic mesccorticolimbic system
Hyporhalamus

Sucrose

The dopaminergic mesocorticolimbic system plays an important role in the reinforcing effects of ethanol.
Opioid peptides modulate the activity of this system and have been suggested to mediate, at least in part,
the reinforcing properties of ethanol. Thus, beta-endorphin { - END) could participate in the development
ol ethanol reinforcement and addiction. The aim of this work was to investigate the acute and chronic
ethanol effects on p-END content in regions of the mesolimbic system and to examine if chrenic ethanol
treatment alters ligand binding to mu opioid receptor (HOR), Male Wistar rats received a single acute eth-
anol dose of 2.5 gfkg or water by intra-gastric administration. For chronic ethanol treatment experiments,
one group of rats was given ethanol (10% viv solution) to drink, two groups were given equivalent vol
umes of sucrose (14.14% isocaloric solution) or water, respectively, and a fourth group had ad libitum
access to food and water. Treatment was followed for 4 weeks. Beta-endorphin content in brain regions
was quantified by radioimmuneassay and ligand binding studies to pOR were performed by quantitative
autoradiography using 8 nM |°H]-DAMGO as radioligand. Acute ethanol decreased f-END content in the
hypothalamus (26%) 1 h after administration. No ethanol effects were observed in the midbrain, ventral
tegmental area, substantia nigra, nucleus accumbens, nucleus accumbens-septum and prefrontal cortex.
Chronic ethanol treatment neither changed F-END levels nor [PH]-DAMGO binding to mu opioid
receptors in any of the regions studied. However, f-END levels in the sucrose group were significantly
increased in the nucleus accumbens and substantia nigra, in comparison to all other groups. These
findings suggest that different neural mechanisms and specific brain regions may be involved in the
reinforcing effects of ethanol and sucrose.

@ 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

maintenance of alcohol drinking behavior. For example, naltrex-
one, a non-selective opioid receptor antagonist, attenuates the

The dopaminergic mesocorticolimbic system plays a central
role in the reinforcing effects of drugs of abuse, including alcohol
{ethanol). Besides dopamine (DA), several other neurotransmitters
have been linked to the neurobiological actions of alcohol. For in-
stance, y-aminobutyric acid {GABA) has been associated with the
anxiolytic and sedative effects of ethanol, whereas glutamatergic
transmission is related to the memory impairment and lack of
coordination caused by the drug {Vengeliene et al., 2008). Opioid
peptides, particularly g-endorphin (B-END) and enkephalins, have
been suggested to mediate, at least in part, the reinforcing proper-
ties of ethanol (Herz, 1997; Vengeliene et al., 2008). This process
may occur through the ethanol-induced activation of endogenous
opioidergic pathways {Herz, 1997). Growing evidence indicates
that the ethanol-induced activation, and the resulting neuroadap-
tations of opioidergic systems, is essential for the acquisition and

* Corresponding auther, Tel.: 452 55 41 60 50 91, fax: 432 55 55 13 37 22,
E-mail address: ubach@imp.edu.mx (M. Méndez ).

014341795 - see front matter @ 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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acquisition of alcohol drinking behavior (Fhillips et al., 1997;
Davidson and Amit, 1997). In addition, it has been consistently
shown that selective mu () and delta (5 opioid receptor antago-
nists (such as p-funaltrexamine or D-Pen-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-
Thr-Pen-Thr-NHa, and naltrindole), as well as the non-selective
receptor antagenists naloxone and naltrexone, diminish veluntary
ethanol consumption in a wide variety of experimental animal par-
adigms {Stromberg et al, 1998; Hyytiad and Kiianmaa, 2001; Cich-
elli and Lewis, 2002). Naltrexone is helpful for the treatment of
alcoholism in humans, since this compound exerts a reduction of
craving in abstinent alcohol-dependent individuals and decreases
pleasure associated with subsequent ethanol intake (Volpicelli
et al., 1992; O'Malley et al., 1992). However, naltrexone is particu-
larly effective in heterozygous individuals (Asp40/Asnd0) for the
mu opioid receptor gene, but not in homozygous individuals
{Asp40/Asp40) (Anton et al., 2008). Thus, activation of 1 and & opi-
oid receptors appears to be important or even necessary for the
reinforcing effects of ethanol.
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The relationship hetween opioid peptides and the activity of
dopaminergic (DAergic) systems has been investigated in detail
by several groups. Beta-endorphin has a stimulatory effect on DA
release from the nucleus accumbens {(NAcc) through activation of
woandjor & opioid receptors {Spanagel et al.,, 1990). Additionally,
activation of p and kappa (k) receptors regulates DA release in this
region. Activation of p receptors in the ventral tegmental area
{VTA] increases DA release from the NAcc, whereas k receptor acti-
vation in the NAcc decreases DA release in this nucleus {Spanagel
et al, 1992). Thus, some ethanol effects on opioidergic systems
could influence or modulate DAergic transmission in brain.

Several studies have investigated the role of opicidergic systems
in numerous animal models, including alcohol-preferring and non-
preferring lines of rodents. These studies found intrinsic differences
in f-END and Met-enkephalin {Met-enk) content, their mRNA pre-
cursors, and opioid receptors between these rodent lines {Blum
et al, 1982; Gianoulakis and Gupta, 1986; Ng et al., 1996; Fadda
et al,, 1999; Guitart-Masip et al,, 2006). Nevertheless, these differ-
ences are distinctly expressed, depending on the brain region and
the rodent line or strain studied (Blum et al., 1982; Gianoulakis
and Gupta, 1986; Mg et al., 1996; Fadda et al., 1999; Guitart-Masip
et al, 2006). Some studies have shown that the f-endorphinergic
and enkephalinergic systems of alcohol-preferring rodents exhibit
an enhanced sensitivity to ethanol's effects, in comparison with
their non-preferring counterparts {De Waele et al., 1992; Li et al,,
14998). For instance, release of B-END from the hypothalamus of
the alcohol-preferring C57BL/6 mice after ethanol exposure is sig-
nificantly higher than that of ethanol avoiding DBA{2 mice {De
Waele et al,, 1992). In addition, ethanol self-administration is in-
creased in B-END deficient-mice { Grisel et al,, 1999), whereas | opi-
oid receptor knockout mice do not self-administer ethanol {Roberts
et al., 2000). Furthermore, humans with an elevated risk of alcohol-
ism have lower basal levels of plasmatic B-END and show a higher
increase in peptide concentration in response to ethanol adminis-
tration, compared with individuals with low risk of alcohol abuse
{Gianoulakis et al., 1989). On the other hand, p-END, but not Met-
enk plasmatic concentration, is decreased in chronic alcoholics
{Vescovi et al., 1992). In summary, these studies indicate that genet-
ic modifications in opioidergic systems could account for the innate
preference for ethancl and the high alcohol drinking behavior ob-
served in alcohol-preferring lines of rodents and alcoholic patients.

Ethanol alters the activity of the endogenous opicidergic sys-
tems via changes in the expression, processing, and release of opi-
oid peptides, as well as alterations in receptor activity (for review,
see Cowen and Lawrence, 1999; Vengeliene et al., 2008; Méndez
et al., 2008). Studies regarding the effects of this drug on the p-
endorphinergic system have been focused at the neurvendocrine
level, while the information concerning ethancl effects on regions
of the reward circuit is scarce. Ethanol-induced changes in the -
endorphinergic system have been largely investigated in the most
important neuronal group producing this peptide in the brain, the
hypothalamus. However, conflicting results have heen obtained.
Acute ethanol exposure increases (Schulz et al., 1980; Patel and
Pohorecky, 1989), decreases (Przewlocka et al,, 1990) or does not
alter {Seizinger et al, 1983; Rasmussen et al, 1998: Popp and
Erickson, 1998) p-END levels in the hypothalamus of Sprague Daw-
ley or Wistar rats. Similarly, results obtained after chronic ethanol
treatment are inconsistent. Hypothalamic p-END content has been
reported to decrease (Boyadjieva et al., 2001), increase (Patel and
Pohorecky, 1989) or remain unchanged (Seizinger et al., 1983) after
chronic ethanol exposure. These controversial results could be ex-
plained by differences in ethanol dose, duration of drug exposure,
brain region dissection, and rodent line or strain studied.

The f-endorphinergic system and p opioid receptors { nOR) have
heen suggested to be crucial in the development of alcohol addic-
rion. However, they have been barely studied in brain regions
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belonging to the reward system {Zalewska-Kaszubska and Czarne-
cka, 2005; Méndez and Morales-Mulia, 2008). Opioidergic trans-
mission in brain regions of the reward circuit in response to
ethanol exposure has been investigated during the last years hy
our group. We have shown that acute ethanol administration tran-
siently alters [*H][D-Ala®, MePhe?, Gly-ol®|enkephalin ([*H]-DAM-
GO) binding to pOR depending on the brain region and time after
administration. In the VTA and the shell region of the NAcc, [*H]-
DAMGO binding was, respectively, decreased 0.5 and 1h after
administration, while in the prefrontal cortex { PFC) binding was in-
creased 2 h post-treatment (Méndez et al., 2001). In the present
work we investigated the acute and chrenic ethanol effects on p-
END content in several regions of the DAergic mesocorticelimbic
system and examined if chronic ethanol treatment alters [*H]-
DAMGO binding. Since previous studies have provided inconsistent
results and have been mainly focused at the neurcendocrine level,
we considered important to confirm and extend this infermation in
order to better understand the role of the fi-endorphinergic system
in ethanol reinforcement.

2. Materials and methods
2.1, Animals and treatments

Male Wistar rats weighing 200 g {chronic treatment) or 200-
300 g (acute treatment ) were maintained on a 12 h light/dark cycle
{lights on at 8 AM). Standard rat Purina chow and water were
available ad libitum, except where indicated.

2.1.1. Acute ethanol treatment

Acute ethanol administration was performed as described pre-
viously (Meéndez et al, 2001). Briefly, rats were housed five per
cage and divided into three groups: naive, water and ethanol.
The naive group (n = 7) was included as a control of the possible ef-
fect of stress induced by the intra-gastric cannula. Maive rals re-
mained undisturbed in the animal room until sacrifice. The
control {n=38) and ethanol {n=735) rat groups were habituated
to the administration process by receiving distilled water {5 ml}
kg body weight) via an intra-gastric cannula for 7 days. On the fol-
lowing day, rats received either distilled water {5 mljkg) or ethanol
{2.5g/ke body weight). The ethanol solution was prepared hy
diluting 2.5 g ethanol in distilled water to a final volume of 5 ml.
Animals were sacrificed by decapitation at different time points
{30 min, 1, 2,4, 8 or 24 h) after administration and the brain imme-
diately removed and dissected. For each time point, both control
and ethanol-treated groups were made of 5-7 animals and were
sacrificed simultaneously {see legend to Fig. 1 for precise numher
of animals per group). Animals were sacrificed between 10:30
and 12:30 h, except for rats from the 8 and 24 h post-administra-
tion groups, which were sacrificed at 18:00 and 15:00 h, respec-
tively. The naive group was sacrificed at 13:00 h. It is worth to
notice that no circadian variations in p-enderphin content have
been detected in several areas contained in the NAcc + 5 and the
midbrain {i.e., the septum, the substantia nigra and the central
grey) {Kerdelhue et al., 1983) at the time of sacrifice of our study.
In the first experiment examining the acute temporal effect of eth-
anol, we dissected two relatively large regions of brain tissue, the
midbrain (M) and the nucleus accumbens-septum {MAcc+5),
according to Paxinos and Watson {(1998). After determining that
1 h time point was the most appropriate for -END analysis, a sec-
ond experiment was conducted in which j-END levels were deter-
mined in discrete regions of brain tissue, which included the
prefrontal cortex (PFC) (5.2-2.7 mm from Bregma), the nucleus
accumbens (NAcc) (2.7-0.48 mm from Bregma), the hypothalamus
{H) {=1.6 to =5.2mm from Bregma), the ventral tegmental area
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Fig. 1. Effect of acute ethanol administration on f-endorphin content in regions of
the rat brain. Animals were administered with a single dose of ethanol (2.5 g/kg i.g.)
and sacrificed 30min, 1, 2, 4, 8 or 24 h after treatment. Beta-endorphin was
quantified by RIA in different regions. Ethanol temporal course effects are shown for
the nucleus accumbens + septum (MAcc + 5) (A) and the midbrain (M) (B). For the
MAcc + 5, data are the mean + SEM of 7 (control) and 6 {ethanol) (0.5 and 1 h), 7
(control and ethanol) (2 h), 5 (control and ethanol) (4 h), 6 (control) and 5 (ethanol)
(8 h) and 6 (control and ethanol) (24 h) animals. For the M. data are the mean + SEM
of & {control and ethanol] (0.5 h), 7 (control) and 6 (ethanol) (1 h), 6 (control) and 5
(ethanol) (2 h), 5 (control and ethanol) (4 h), 5 (control) and 6 (ethanol) (8 h) and 7
(control and ethanol) (24 h),

(VTA) and substantia nigra (SN) (-5.2 to —6.8 mm from Bregma).
The VTA was dissected using a micron tissue punch of 1 mm diam-
eter. Brain regions were dissected 1 h after water (n = 7) or ethanol
(n=8) administration and maintained at —70 “C until -END as-
says were performed.

2.1.2. Chronic ethanol treatment

Rats were housed one per cage and assigned to one of four
groups: ethanol (E), sucrose (5) water (W) or ad libitum (A). Fluid
and food consumption, as well as rat weight were recorded daily.
The ethanol and ad libitum rat groups had free access to food
and a 10% ethanol solution (vfv) or water, respectively. The sucrose
and water groups were fed with the same amount of food and fluid
as that consumed by the E group (isocaloric sucrose solution or
water, respectively) the day before. The sucrose solution (14.14%)
was employed to substitute the calories given by ethanol. At the
beginning of the chronic treatment, animals of the E group showed
a slight drop in body weight due to the initial aversion to the eth-
anol solution. Since food and liquid consumption in the sucrose
and water groups was determined by the ethanol group, these ani-
mals showed the same pattern in weight variation along time.
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After 4 weeks of treatment, the mean weight (in g) + SEM of the
different groups was as follows: ad libitum 365.7 £ 9.3, sucrose
3003 £12.4, water 276+9.1 and ethanol 286.4 +85. The last
day of treatment, the E group had consumed 68 + 7.8 ml of alcohol
solution (equivalent to 5.4 g of ethanol) and the S group 74 + 8.9 ml
(equivalent to 10.2 g of sucrose), corresponding to 42.7 and 41 kcal,
respectively. Two separate chronic ethanol treatments were car-
ried out, one for the B-END content experiments (40 animals)
and other for the binding assays (31 animals). After 4 weeks of
treatment, animals were sacrificed between 9:30 and 11:00h
(peptide content experiments) or between 10:30 and 12:30h
(binding experiments). After sacrifice, the brains were immediately
removed and frozen until further processing. Dissections of specific
brain regions (PFC, NAcc, H, VTA, and SN) were performed as de-
scribed above. For the opioid receptor binding experiments, coro-
nal brain sections (20 p) were obtained in a cryostat, mounted in
gelatin-coated slides, and maintained at —70 °C until assay.

2.2. Beta-endorphin extraction procedure

Peptide extraction was performed as reported previously (Ras-
mussen et al., 1998). Briefly, brain regions in 1 N acetic acid were
placed in a boiling water bath for 20 min, ultrasonicated, and then
centrifuged at 15,000 rpm for 10 min at 4 °C. The supernatant was
dried under vacuum in a Speed-Vac concentrator (Savant SC110A-
115) and stored at —20 °C until reconstitution in assay buffer.

2.3. Beta-endorphin radioimmunoassay

The "**-p-END was obtained by the chloramine T method as
described previously (Rees et al, 1971; Deby-Dupont et al.,
1983). Briefly, 1pg of P-END (Bachem) was labelled using
250 puCi of Na'*’I and chloramine T. The reaction was stopped
20 s later with sodium metabisulphite. '*I-3-END was separated
from free Na'®®l by gel filtration on Sephadex G-50 (Pharmacia)
in 0.05 M sodium phosphate buffer containing 0.5% bovine serum
albumin (BSA), 0.05% sodium azide, ethylene diamine tetra acetic
acid (EDTA) (7 mg/ml) and 0.3% p-mercaptoethanol. The '*°I-f-
END was preserved at 4°C in the filtration buffer containing
90 pg/ml aprotinin (Sigma).

Beta-endorphin was measured by radioimmunoassay (RIA), as
directed by the antibody supplier (Bachem), with some modifica-
tions. Unknown samples were reconstituted in different volumes
of RIA buffer, depending on the size and/or peptide content of
the region (i.e., 150 pl VTA, 200 pl NAcc, 350 ul SN and CPF,
1 ml M, NAcc +S and H). Samples from large regions or with high
peptide content (e.g., H) were further diluted. Since some brain re-
gions were very small (VTA) or contained very low concentrations
of B-END (NAcc) it was necessary to pool homogenates from 1.5 or
2 rats. The p-END standards (100 pl) or the unknown samples were
added in triplicate to plastic tubes, followed by the addition of
50 pl of antibody and 100 pl of '*°I--END (8000 cpm) and the
mixture was incubated overnight at 4 °C. Fifty microliters of fetal
bovine serum (Gibco) and 400 pl of polyethylene glycol 6000
(25%) were added and the mixture was incubated 10 min at
—20 °C. The bound and free fractions of labelled material were sep-
arated by centrifugation at 4000 rpm for 30 min at 4 °C. Bound
radioactivity in the pellets was measured in a gamma emission
counter (Perkin Elmer, Wallac Wizard 1470-001). The p-END anti-
body was a rabbit anti-rat serum with 100% cross-reactivity with
the rat, porcine, horse, camel, bovine and ovine p-END sequence
and 40% cross-reactivity with the human peptide. The f-END anti-
body also showed cross-reactivity with alpha-endorphin (100%)
and gamma-endorphin (60%). These two peptides are in very low
concentrations in most of the brain regions studied (Verhoef
et al., 1982). The p-END antibody used in the present study did
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not cross-react with adenocorticotropic hormone (ACTH) (human),
Met-enkephalin, alpha-melanocyte-stimulating hormone (alpha-
MSH) and pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PA-
CAP) 38 (ovine). The sensitivity of the assay was 13 pg and the
IC50 137 pg. The intra- and inter-assay coefficients of variation
were 7.3% and 13.1%, respectively.

2.4. Protein quantification

Protein content was determined in homogenates from distinct
brain regions as described by Lowry et al. (1951).

2.5. Mu receptor binding assay

Quantitative receptor autoradiography for p opioid receptors
was performed as reported previously (Méndez et al, 2001).
Briefly, brain sections were pre-incubated 30 min in 50 mM Tris-
HCI buffer, followed by incubation in the same buffer containing
8 nM [*H]-DAMGO (60 Ci/mmol, NEN-DuPont) for 1 h at 4 °C. For
non-specific binding, 10 uM naloxone was added to the incubation
buffer and the signal was subtracted from total radioligand bind-
ing. Sections were washed in ice-cold buffer six times (20 s each)
and dried. Labelled sections were exposed to tritium-sensitive film
(Kodak BioMax MS) for 24 weeks at room temperature, Tritium
standards (ARC) were included in the cassettes. Films were devel-
oped in Kodak D-19 developer and rapid fixer.

Film autoradiograms were quantified by densitometry using an
image analysis system (lmage-Pro Plus Software, Media Cybernet-
ics). Brain structures were identified according to the Paxinos and
Watson atlas (1998). The medial prefrontal cortex (mPFC), the PFC,
the core and shell regions of the NAcc and the VTA were specifi-
cally examined. Four to sixteen optical density (OD) measurements
were taken of each brain region from approximately 20 different
sections per rat. Optical density measurements of non-specific
binding sections were subtracted from those of total binding. Opti-
cal densities from the standards were used to plot a calibration
curve and a linear regression was applied. Binding in brain regions
were calculated by reference to the standard curve and data was
expressed as fmol of radioligand bound/mg tissue equivalent.

2.6, Statistics

One-way ANOVA was used to investigate if intra-gastric water
administration had an effect on p-END content. In particular, the
naive group was compared with all of the control groups indepen-
dently from ethanol groups. Two-way analysis of variance (ANO-
VA) was used to analyze p-END tissue content data in the acute
ethanol temporal course experiment, with treatment and time
after administration as independent factors. To investigate differ-
ences in f-END content between control and ethanol groups 1 h
after ethanol administration, the Student's t-test for independent
samples was applied.

For chronic ethanol treatment experiments, one-way ANOVA
was used to analyze the effect of treatment on p-END content, as
well as [*H]-DAMGO binding to p opioid receptors. The Tukey-
HSD test was employed to investigate significant differences be-
tween groups.

3. Results

3.1. Effect of acute ethanol administration on i-END content in regions
of the rat brain

Beta-endorphin concentrations measured in several brain re-
gions of the rat were similar to those previously reported (Ker-
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delhue et al,, 1983; Popp and Erickson, 1998). Beta-endorphin
content was measured in the NAcc +5 (0.65 £ 0.11 pgfug protein,
n=5) and the M (0.38 £ 0.13 pg/ug protein, n = 7) of naive rats to
determine the possible effect of stress induced by the intra-gastric
cannula. One-way ANOVA revealed no significant effect of ig.
water administration in the NAcc+S and M when the naive and
water control groups were compared. In all cases p values were
>0.05.

To investigate the time course effect of ethanol, B-END content
was measured in the NAcc+S5 and M at different times after
administration. Two-way ANOVA showed no significant effect of
treatment x time in the NAcc+5 (Fis72)=0.606, p<0.696), or
treatment (Fy42)=2.377, p<0.128). A significant effect of time
was found (F5 72 = 9.06, p < 0.001) (Fig. 1A). In the M, a significant
effect of time was also found (Fs70y= 11.528, p < 0.001). Again, no
significant effects of treatment (F;0;=0.396, p<0.531) or the
interaction between treatment and time (Fs7p)=21.182,
p < 0.329) were found. Because ethanol showed a trend to increase
levels of B-END 0.5-2 h following acute administration (Fig. 1A and
B), we choose 1 h as the time point for further investigations. Since
the first experiment was performed using large regions of dis-
sected brain, it is possible that localized effects of ethanol on fi-
END within specific structures could have been masked. Thus, fur-
ther experiments were conducted in which B-END was assayed in
distinct brain regions 1 h after the administration of ethanol (2.5 g/
kg). The principal regions of interest were the PFC, NAcc, and VTA.
However, the SN, which also contains high concentrations of dopa-
minergic neurons, and the hypothalamus, in which the highest
densities of B-END neurons in the brain are found, were also
included.

The main finding was that acute administration of ethanol in-
duced a significant 26% decrease in f-END content in the hypothal-
amus (f=2.619, df= 13, p < 0.021) (Fig. 2). This treatment failed to
alter peptide content in any of the other brain regions examined
(PFC, NAcc, VTA and SN) (Fig. 2).

3.2, Effects of chronic ethanol and sucrose treatments on i-END
content in regions of the rat brain

Compared with the ad libitum and water control groups
chronic, ethanol exposure failed to induce reliable changes in j-

I  HE B
H PFC MNACc

Fig. 2. Effect of acute ethanol administration on p-endorphin content in the rat
hypothalamus, prefrontal cortex, nucleus acc ventral teg al area, and
substantia nigra. Animals were administered with a single dose of ethanol (2.5 g/kg
i.g.) and sacrificed 1 h after treatment. Beta-endorphin was quantified by RIA. Data
are the mean £ SEM of 7 (H, controls) and 8 (H, ethanol), 7 (PFC, control) and 6 (PFC,
ethanol), 5 (NAcc), 4 (VTA), 7 (5N, controls), or 8 (SN, ethanol) animals. H,
hypothalamus; NAcc, nucleus accumbens; PFC, prefrontal cortex; SN, substantia
nigra; VTA, ventral tegmental area, "p < 0.05.
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Fig. 3. Effect of chronic ethanol treatment on f-endorphin content i the rat
hypothalamus, prefrontal cortex, nucleus accumbens, ventral tegmental area, and
substantia nigra. Animals were chronically treated as described in methods and fi-
endorphin quantified by RIA. A, ad libitum; 5, sucrose; W, water; E ethanol. Data
are the mean + SEM of § (H), 8 (PFC, E group), 9 (FFC, A group), 10 (PFC, 5 and W
groups), 6 (NAcg, E group), 7 (NAcc, A, 5 and W groups), 5 (VTA), 9 (SN, 5 and W
groups), or 10 (SN, A and E groups) animals. H, hypothalamus; NAce, nucleus
accumbens; PFC, prefrontal cortex; SN, subsrantia nigra; VTA, ventral regmental
area. *p < 0.05, **p < 0,005, ***p <0.001.

END content in any of the structures examined (H, PFC, NAce, VTA
and SM) {Fig. 3). In contrast, chronic sucrose treatment produced a
significant selective increase in f-END content in the NAcc and the
SN compared with all other groups {ad libitum, water and ethanol)
(Fig. 3}.

3.3. Effect of chronic ethanol treatment on [*H]-DAMGO binding ro mu
opioid receptors in regions of the rar brain

The anatomical distribution and levels of mu opioid receptors
were similar to those previously reported (Mansour et al., 1987;
Tempel and Zukin, 1987). [*H]-DAMGO binding to pOR in different
brain regions was compared between the four experimental
aroups. No significant differences were found between any of the
groups in any of the regions studied (Le., the PFC, the mPFC, the
core and shell regions of the NAcc and the VTA) (Table 1), This
study therefore provides no evidence that chronic ethanol treat-
ment can modulate [*H}-DAMGO binding to pOR in these brain
dareas.

4. Discussion

Biochemical and pharmacological evidence suggest that the
ethanol-induced activation, and the resulting neuroadaptations of
p-endorphinergic systems, is probably essential for the acquisition
and maintenance of alcohol drinking behavior {Zalewska-Kas-
zubska and Czarnecka, 2005). However, these studies have been
mainly focussed at the neuroendocrine level and the effects of this
drug in regions of the reward circuit have not been extensively ex-
plored. Thus, our interest was to investigate the acute and chronic
effects of ethanol on i-END content in regions of the DAergic mes-
ocorticolimbic system. The effect of long-term exposure to the
drug was also studied on [3H]-DAMGO binding to pOR. The main
findings of the present study were: (i) the decreased levels of p-
END found in the hypothalamus 1 h after acute ethanol adminis-
tration; (ii) the selective increase in p-END content in the NAcc
and SN in response Lo chronic exposure Lo sucrose, but not to eth-
anol, and (iii} the lack of effect of chronic ethanol treatment on
[H]-DAMGO binding in the PFC, the NAcc, and the VTA.
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We have shown that acute ethanol administration did not sig-
nificantly alter f-END content in the M and NAcc +5 at any time
point of a 24 h temporal course, Similarly, Seizinger et al. (1983)
demonstrated that an ethanol dose of 2.5 g/kg i.p. does not alter
P-END content in the M of Sprague Dawley rats 1 h after admin-
istration, although higher ethanol doses {i.e., 3 g/kg) increase pep-
tide content in this brain region (Anwer and Soliman, 1995). Since
large dissections could hamper more localized effects of the drug,
we investigated if ethanol alters j-END concentration in specific
regions of the M and in the NAcc. Acute ethanol did not change
P-END content in the VTA and SN 1 h after administration. Thus,
ethanol may alter peptide levels in other regions contained in the
M such as the central grey, which shows altered opicid peptide
levels in rodents selected for ethanol preference {Jamensky and
Gianoulakis, 1999; Gianoulakis et al, 1992). On the other hand,
acute ethanol administration did not alter peptide levels in the
MAce 1h after administration. Additionally, acute ethanol did
not change [-END content in the PFC, as has been previously
shown by Anwer and Soliman {1995} using an ethanol dose of
3 g/ke in Sprague Dawley rats.

Previous studies investigating the acute effects of ethanol on
the hypothalamic content of B-END are inconsistent. Acute
administration of ethanol doses from 091 to 3 g/kg did not alter
P-END levels in the hypothalamus 30min and 1h after drug
exposure in Sprague Dawley rats {Seizinger et al,, 1983; Rasmus-
sen et al., 1998; Popp and Frickson, 1998). However, in the same
strain, similar ethanol doses (2 and 2.5 gfkg) increased hypotha-
lamic B-END content 20 min and 1 h after drug administration
{Schulz et al,, 1980; Patel and Pohorecky, 1989). In contrast, we
found that acute ethanel administration (2.5 g/kg) in Wistar rats
diminishes p-END content in the hypothalamus 1h after drug
exposure. Przewlocka et al. {1990) administered a higher ethanol
dose {5 g/kg ethanol, i.g.) to Wistar rats and found a slight de-
crease (26%) in the hypothalamic p-END concentration 1 h after
administration, as we did. Thus, the response of the fi-endorphin-
ergic system to ethanol could differ depending on the rodent
strain and the experimental protocol. Genetically distinct rodent
strains have been reported to exhibit differential sensitivity to
the effects of drugs of abuse. For instance, the DAergic mesolim-
bic system of Sprague Dawley and Wistar rats exhibit important
differences in their responsiveness to morphine, since Wistar rats
need a larger dose of the drug to produce a significant increase in
DA release {Sheoaib et al., 1995). On the other hand, several pro-
cesses could explain the observed decrease in hypothalamic -
END levels. Post-translational processing of the Pro-opiomelano-
cortin {POMC) precursor could account for the observed effect.
A delayed enzymatic processing of the B-END precursor has been
reported in the anterior lobhe of the pituitary after 2 weeks of eth-
anol exposure (Seizinger et al., 1983). Additionally, ethanol
administration increases f-END release from the hypothalamus
{Gianoulakis, 1990), as well as from other brain regions inner-
vated by the arcuate nucleus such as the NAcc and the amyeadala
{Poplawski et al, 2005; Olive et al., 2001; Marinelli et al., 2003;
Lam et al, 2008}, which would contribute to reduce peptide
levels.

Chronic ethanol effects on opicid peptide systems have been
studied in the past using different techniques to administer the
drug: liquid diet, intra-gastric, etc. (Seizinger et al., 1983, 1984;
Patel and Pohorecky, 1989). However, when sucrose is used to
compensate for calories from ethanol, the effects on -END con-
centrations are not often compared with an ad libitum control
group (Boyadjieva et al, 2001). In the present study, sucrose in-
duced selective increases in p-END levels in the NAcc and SN,
when compared to the ad libitum, water and ethanol groups.
These changes in i-END concentrations are not due to differences
in calorie supply or fluid intake, since no significant differences
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Effect of chroric ethanol treatment on [*H]-DAMGO binding to mu opioid receptors in regions of the mesocorticolimbic system.

Region
Prefrontal cortex Mucleus accumbens Ventral tegmental area (n)
‘Whole (n) Medial (n) Core (n) Shell (n)

Treatment fmol [*H]-DAMGO bound/mg tissue

Ad libitum 31.4+37(8) 35.0+4.4 (8) 287 +5.2 (6) 374455 (6) 125415 (7)

Sucrose 25.4+ 39 (8) 32487 (8) 31.9+102(7) 37.6+107 (7) 12.0+3.0 (8)

Water 31553 (1 334464 (7) 3404 5.7 (6) 457 £6.6(7) 173+22(1)

Ethanol 37E+ 45 (8) 389+ 38 (B) 337 +35 (6) 390459 (7) 16.5+ 4.0 (8)

were found between the ad libitum, water and ethanol groups.
The observed sucrose-induced increase in B-EMD concentration
could be due to elevated levels of its precursor mRNA {POMC) lo-
cally in the NAcc and the SM. In this context, the presence of
POMC mRNA has been evidenced in these brain regions (Leriche
et al.,, 2007).

Both ethanol and sucrose are well known reinforcers (for re-
view, see Wheeler and Carelli, 2009; Herz, 1997). However, etha-
nol failed to alter -END concentrations in the MAcc and SN,
suggesting that peptide increases induced by sucrose may be re-
lated to palatability. In agreement with this view, highly palatable
food has been reported to alter enkephalin and dynorphin expres-
sion in the striatwm and the arcuate nucleus, respectively {Kelley
et al, 2003; Welch et al, 1996). Moreover, our results suggest
that B-END plays an important role in the rewarding properties
of sucrose. Accordingly, Kelley et al. {2002) have shown that pal-
atability is under opioid modulation in the MAcc. On the other
hand, the different effects induced by sucrose and ethanol are ex-
pected, since it has been shown that abused substances (ie., co-
caine and ethanol) and natural reinforcers {i.e., food and water)
produce a differential activation of distinct populations of NAcc
neurons {for review, see Wheeler and Carelli, 2009; Robinson
and Carelli, 2008). Thus, mechanisms underlying the effects of
abused drugs and natural reinforcers in the NAcc {and possibly
other brain regions, such as the SN) could alse be distinct, includ-
ing a differential activation of the p-endorphinergic system, as we
have shown.

In contrast to the observed effects in the NAcc and SN, we found
that sucrose did not alter -END content in other brain regions,
when compared to all other experimental groups. This is in accor-
dance with the study of Boyadjieva et al. {2001 ), who found no dif-
ferences in the hypothalamic f-END content between the sucrose
{11.4% as liquid diet) and ad libitum groups after 1-4 weeks of
treatment.

Clinical and animal studies indicate that chronic ethanol
exposure leads to a dampened neuroendocrine state and [i-END
deficiency (Richardson et al, 2008; Zalewska-Kaszubska and
Czarnecka, 2005). We have shown that chronic ethanol treat-
ment compared to the ad libitum and water groups did not alter
B-END concentration in any of the regions studied. In agreement,
Schulz et al. {1980) did not found changes in the hypothalamic
content of B-END after chronic ethanol exposure. In contrast,
other studies have shown increases (Patel and FPohorecky,
1989; Boyadjieva et al, 2001) or decreases {Boyadjieva et al.
2001) in the hypothalamic levels of this peptide. It is worth to
notice that 6-10days of ethanol exposure generally leads to in-
creased levels of hypothalamic P-END (Patel and Fohorecky,
1989; Przewlocka et al, 1980; Boyadjieva et al, 2001), whereas
a more prolonged treatment (2-4weeks) usually does not alter
peptide content {the present study; Schulz et al., 1980; Seizinger
et al,, 1982), or induces a decrease (Boyadjieva et al,, 2001). Dif-
ferences in ethanol dose, brain region dissection, and rodent line
or strain studied could also account for the reported differences
in ethanol effects.
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In contrast (o the observed effects on B-END content, chronic
ethanol or sucrose treatment did not alter [*H]-DAMGO binding
to nOR in any region studied (i.e., PFC, mPFC, core and shell re-
gions of the NAcc and VTA). Turchan et al. {199%9) found that
chronic ethanel administration (1-6% for 30 days) decreased
["H]-DAMGO hinding in the NAcc. Interestingly, the ethanol-in-
duced decrease in [*H]-DAMGO binding in this structure is main-
tained 24, 48 and 96 h after the onset of ethanol withdrawal
{Turchan et al., 1999), suggesting that chronic ethanol effects on
ligand binding to accumbal pOR are long-lasting. The distinct eth-
anol concentrations used in both studies could explain the ob-
served differences in ethanol effects. Opioid receptor activation
may be particularly sensitive to ethanol dose and time of expo-
sure to the drug (for review, see Méndez and Morales-Mulia,
2008). Our results suggest that chronic ethanol does not alter li-
gand affinity and/or pOR density in the studied regions. However,
ethanol could decrease the coupling of pOR to G proteins in some
brain regions, as has been reported for the PFC and specific areas
of the dentate gyrus and superior and inferior colliculus { Sim-5Sel-
ley et al., 2002; Saland et al,, 2004). Further research is needed in
order to elucidate the role of pOR in the development of ethanol
addiction.

In conclusion, the present findings indicate that a decrease in -
END content in the hypothalamus could participate in the early
reinforcing effects of ethanol. The acute and chronic effects of eth-
anol on the p-endorphinergic system are not expressed as changes
in B-END concentrations or ['H]-DAMGO binding to pOR in brain
regions of the mesocorticolimbic system. In contrast, increases in
B-END levels in the NAce and the SN could play a role in the rein-
forcing properties of natural reinforcers {i.e., sucrose). Thus, drugs
of abuse and natural reinforcers may exert its actions through dif-
ferent neural mechanisms,
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El alcohol induce la activacion del sistema p-endorfinérgico y a largo plazo, su
neuroadaptacion (cambios en los niveles del péptido y su precursor asi como
alteraciones en los receptores a opioides). Se ha propuesto que estos eventos son
cruciales en la adquisicién y el mantenimiento de la conducta de alto consumo de
alcohol (Zalewska-Kaszubska y Czarnecka, 2005). A pesar de que se han llevado a
cabo numerosos estudios del tema, los efectos de la droga sobre el sistema j-
endorfinérgico y sus receptores en la via dopaminérgica mesolimbica aun no han sido
explorados completamente. Nuestro principal interés fue investigar como el alcohol
afecta la transmision del péptido en la via de recompensa. Ademas, nos parecio
trascendental esclarecer si el ARNm de POMC se encuentra presente en regiones que
forman parte de la via dopaminérgica mesocorticolimbica, ya que los péptidos
derivados de este ARNm, en particular la B-endorfina, podrian jugar un papel

importante en los mecanismos de reforzamiento del alcohol.

Los principales hallazgos obtenidos en el desarrollo de la presente tesis fueron:

1. El ARNm de POMC, precursor de la B-endorfina, se encuentra presente en la
CPF, el NAcc y el ATV, ademas de otras regiones como el nucleo olfatorio
anterior, la SN, asi como en las cortezas cingular, motora, piriforme, auditoria,
restroplenial agranular, visual secundaria y entorrinal.

2. En los experimentos del curso temporal del efecto de la administracion de una
dosis aguda de etanol (2.5 g/kg) sobre los niveles de B-endorfina, no se detecto
ningun cambio producido por la droga sobre los niveles del péptido en el M ni en
el NAcc+S en ningun tiempo estudiado. La misma dosis de alcohol disminuyé el
contenido de B-endorfina en el hipotalamo 1h después de la administracion, pero
no alterd los niveles del péptido en el ATV, NAcc, CPF y SN.

3. El tratamiento crénico con alcohol no alteré el contenido de p-endorfina en
ninguna de las regiones estudiadas. En contraste, la administracion crénica de
sacarosa aumenté selectivamente el contenido del péptido en el NAcc y la SN.

4. El consumo crénico de etanol no alteré la union de [H]-DAMGO al receptor

opioide u en la CPF, el NAcc ni en el ATV.
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|. Consideraciones metodoldgicas.

Administracion de una dosis aguda de alcohol.

Para llevar a cabo nuestro estudio del efecto de una dosis aguda de etanol,
elegimos administrar la droga mediante una canula intragastrica, ya que es un método
que permite (al igual que la administracion intraperitoneal) suministrar al animal con
una dosis precisa.

Por otro lado, dado que los péptidos opioides responden al estrés, habituamos a
las ratas a la administracion i.g. durante 7 dias. Medimos los niveles de beta-endorfina
en el NAcc+S y el M en ratas sin administracién y con administracion i.g. de agua y no
encontramos diferencias significativas entre ellos. Comprobamos asi, que los niveles
del péptido no son modificados debido a la administracion i.g. después de 7 dias de
habituacién al procedimiento. Por lo tanto, la administracion de drogas por medio de
una canula intragastrica puede ser utilizada para estudiar los efectos del alcohol sobre

el sistema beta endorfinérgico, el cual es altamente responsivo a eventos estresantes.

Tratamiento crénico con etanol.

Existen diversas técnicas que se han utilizado para investigar el efecto de la
exposicion cronica al alcohol. Una de las mas utilizadas es la de Lieber y DeCarli
(1973) en la cual la droga es administrada en dieta liquida y al grupo control se le
sustituyen las calorias que aporta el alcohol con carbohidratos. Este método se
desarrollé originalmente con el objetivo de estudiar el dafio hepatico causado por el
etanol (Lieber, 1973). A principios de los 70’s prevalecia la idea de que el higado graso
(primera etapa de la cirrosis) se debia unicamente a las deficiencias nutricionales que
presentan generalmente los alcohdlicos y no a causa del etanol por si mismo (Lieber,
1973). Por ello, Lieber quiso comprobar que el alcohol produce dafo hepatico
independientemente de la desnutricion y disefid una dieta liquida que permite al mismo
tiempo proporcionar los nutrientes necesarios, asi como dosis altas de alcohol durante
periodos indefinidos. Diversos grupos de investigacién se basaron en esta técnica para

investigar los efectos crénicos del alcohol sobre el sistema opioide (e. g. Seizinger et
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al., 1983). Boyadjieva y colaboradores (2001) también utilizaron una dieta liquida con
etanol o sacarosa (como control isocalérico) y ademas incluyeron otro grupo control
que se alimenté ad libitum. Otros autores han utilizado la administraciéon i.p. (e. g.
Przelowcka et al., 1990), mientras que otros fuerzan a la rata a consumir alcohol
proporcionandole exclusivamente una solucién de etanol para beber (e.g. Schulz et al.,
1980). Como se describe en los métodos, nosotros utilizamos esta ultima opcion para
administrar la droga. Nuestras ratas del grupo experimental (E) bebieron la solucion de
alcohol (10 % v/v) de manera uniforme y en cantidades relevantes, alcanzando al final
del tratamiento un consumo de 68 + 7.8 ml / dia, equivalente a 5.4 g de etanol. Ademas
del grupo control que recibidé agua y alimento ad libitum (C), contamos con el grupo de
sacarosa (S), que recibié las mismas calorias que el grupo de etanol. Sin embargo,
debido a la forma en que el alcohol es metabolizado, una parte de las calorias que éste
aporta se disipan en forma de calor (Lieber, 1973). Por esta razon, incluimos también
un grupo que recibié alimento y liquido restringido a lo que consumia el grupo

experimental (A).

Il. Presencia del ARNm de POMC en diversas regiones del sistema DAérgico

mesocorticolimbico.

En el SNC existen dos grupos neuronales muy importantes que sintetizan j-
endorfina. Los nucleos arcuatos del hipotalamo contienen las concentraciones mas altas
de ARNm de POMC, seguidos por el nucleo del tracto solitario (Civelli et al., 1982;
Bronstein et al., 1992). También se ha demostrado que otras areas del cerebro contienen
bajos niveles de este ARN, tales como la amigdala, el estriado, el hipocampo, la corteza
cerebral y el cerebelo (Grauerholz et al., 1998). Dado que diversas areas del cerebro tales
como el NAcc el talamo, el mesencéfalo y varias regiones corticales contienen diversos
productos del procesamiento del POMC (Moldow and Yalow, 1978; Salih et al., 1979; Akil
et al., 1984; Khachaturian et al., 1985; Emeson and Eipper, 1986; Mansour et al., 1988), se
sugiere que interneuronas de estas areas también podrian contener el ARNm de POMC.

El sistema p-endorfinérgico se ha relacionado fuertemente con las propiedades
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reforzadoras del alcohol y sus efectos conductuales (Herz, 1997), por lo que investigamos
la presencia del RNAmM de este precursor en la CPFm el NAcc y el ATV, regiones del
sistema DAérgico mesocorticolimbico involucradas en los mecanismos de recompensa y
las conductas motivadas.

Demostramos que la amplificacion de ARNm de POMC por RT-PCR, utilizando las
sondas POMC1 y POMC2 resulta en productos del tamafo esperado (94 y 678 pb,
respectivamente) lo cual indica que las regiones que estudiamos contienen ARNm de
POMC. Descartamos la posibilidad de que estos productos de la PCR provinieran de la
amplificacion de DNA o cDNA, ya que al omitir la transcriptasa reversa en la reaccién de
retro-transcripcién no se produjo ningun producto de amplificacién. También utilizamos
células gliales de la linea C-6 como control negativo, ya que en esta linea celular no se ha
descrito la presencia de ARNm de POMC. No obtuvimos ningun producto de amplificacién
a partir del ARN de la linea celular mencionada.

Encontramos que los niveles de ARNm de POMC (tomando al hipotalamo como el
100%) en la CPFm, el NAcc y el ATV corresponden al 21, 27 y 31 % respectivamente. La
mayor expresion de ARNm de POMC en el cerebro se presenta en el hipotalamo (Civelli et
al., 1982; Grauerholz et al., 1998). Nuestros estudios de hibridacion in situ concuerdan con
los hallazgos obtenidos a través de RT-PCR. Ademas, las fotografias de los
autoradiogramas  muestran que el ARNm de POMC esta distribuido de manera
aparentemente homogénea en la CPFm, en el NAcc y en la VTA. Las bajas
concentraciones de ARNm que observamos en la CPFm, el NAcc y la VTA podrian
deberse a una escasa expresion de este ARNm en un gran numero de neuronas o a una
alta expresion en pocas neuronas. En el caso del hipotalamo la distribuciéon del ARNm no
es uniforme ya que la mayor concentracion se localiza en los nucleos arcuatos como se ha
reportado previamente (Magoul et al., 1984).

A pesar de que se han utilizado técnicas de alta sensibilidad para investigar la
presencia del ARNm de POMC en el cerebro, éste no habia sido detectado en la CPFm, el
NAcc ni el ATV. El ensayo de proteccion de RNAsas (EPR) se ha empleado en el pasado
con este objetivo. Sin embargo, la RT-PCR ha resultado mas eficaz para detectar el ARNm
de POMC. Civelli y colaboradores (1982) utilizaron la hibridacién en solucion (con una
sensibilidad de 1 pg de ARNm de POMC / ug de poli-A y una sonda de 144 pb) y
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demostraron la presencia del ARNm de POMC en el hipotadlamo y la amigdala, pero no
lograron detectarlo en otras regiones como el estriado + mesencéfalo y el cerebelo. Plata-
Salaman y colaboradores (2000), utilizando una ribosonda de 320 pb en un ensayo de
hibridacion en solucién, detectaron el ARNm de POMC en el hipotalamo, pero no en la
amigdala, el hipocampo, y las cortezas parietal, prefrontal y piriforme. En contraste, Zhou y
colaboradores (1996), utilizando una sonda de 538 pb lograron detectar el ARNm en la
amigdala. La sensibilidad de los EPRs depende de la longitud de la sonda, lo cual explica
parcialmente las diferencias encontradas en previos trabajos. Sin embargo, otros factores
tales como la cantidad total de ARN empleado, la utilizacion de ARN poli-A y diferencias en
la disecciones del tejido también podrian contribuir a las diferencias encontradas. Por otra
parte, Grauerholz y colaboradores (1998), utilizando la técnica de RT-PCR, demostraron
que la corteza cerebral, el estriado, el hipocampo y el cerebelo contienen ARNm de
POMC. Ademas, por medio de RT-PCR competitiva estimaron la concentracion relativa de
cDNA de POMC. Encontraron que en el cerebelo, el estriado y la corteza la concentracion
de este cDNA (en atomolas / ug de ARN total) corresponde aproximadamente al 10% o
menos de lo encontrado en el hipotalamo. Utilizando RT-PCR semi-cuantitativa nosotros
demostramos que la CPFm, el NAcc y el ATV también expresan ARNm de POMC en
niveles que van de 21 al 31 % de lo encontrado en el hipotalamo. La concentracidon de este
ARNm podria ser determinada de manera precisa en estudios ulteriores utilizando la
técnica de PCR en tiempo real. Nuestros resultados concuerdan con aquellos publicados
en el Atlas de la expresidon génica del Sistema Nervioso Central (The Gene Expresssion
Nervous System Atlas Project, Proyecto GENSAT por sus siglas en inglés)

http://www.gensat.org/index.html. Estos estudios se llevaron a cabo en ratones

transgénicos utilizando un gen reportero que expresa la proteina verde fluorescente, bajo
el control transcripcional del gen de POMC. Sus resultados indican que la transcripcion del
gen de POMC se lleva a cabo en diversas regiones del cerebro incluyendo aquellas que
nosotros reportamos en el presente estudio.

En las regiones estudiadas, el ARNm de POMC podria dar origen a péptidos activos
derivados de la POMC, como se ha reportado en otras areas. Se ha demostrado que
regiones como el NAcc, la amigdala, el hipocampo, el estriado y el cerebro medio

contienen varios péptidos derivados de la POMC tales como la ACTH, la a-MSH vy la beta-
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endorfina (Rossier et al., 1977; Moldow y Yalow, 1978; Dennis et al., 1983; Mansour et al.,
1988). Ademas, células disociadas en cultivo provenientes de la corteza y la amigdala son
capaces de liberar beta-endorfina y ACTH (Kapcala, 1988). Las pro-convertasas 1y 2, las
cuales participan en el procesamiento de la POMC se encuentran en las regiones
estudiadas y son capaces de producir ACTH, a-MSH, beta-endorfina, etc. Asi, existen
todos los elementos necesarios para sugerir que el ARNm de POMC en las regiones
analizadas puede ser traducido a POMC y ésta, a su vez, ser procesada y dar origen a
péptidos biolégicamente activos. Por otro lado, se sabe que el procesamiento de la POMC
es diferencial dependiendo del tejido donde se encuentre (Emeson y Eipper, 1986; Mizuno
y Matsuo, 1994). Por lo tanto, es posible que en la CPFm, el NAcc y el ATV se encuentren
productos del procesamiento de la POMC en proporciones distintas de las que se han
descrito en el hipotalamo y la pituitaria.

La presencia del ARNm de POMC en las regiones estudiadas podria tener
importantes implicaciones funcionales si se comprueba que ahi ocurre la sintesis y
liberacion de p-endorfina; ya que la subsecuente interaccidn con sus receptores
constituiria un evento crucial en la regulacion de la actividad de la via DAérgica
mesocorticolimbica. Como ya se ha mencionado, la activacion de esta via esta
intimamente relacionada con la recompensa y las conductas motivadas, tanto por
reforzadores naturales como por las drogas de abuso (Wise y Rompre, 1989; Kalivas y
Volkow, 2005; Di Chiara e Imperato, 1988; Koob y Bloom, 1988; Di Chiara et al., 1996). Se
ha sugerido que la B-endorfina proveniente del hipotalamo podria participar en los
mecanismos de reforzamiento positivo y negativo de las drogas de abuso (e.g. etanol),
actuando sobre diversas regiones de la via dopaminérgica. Nuestros resultados indican
que podria existir una contribucion local de B-endorfina en estas areas.

En conclusion, demostramos que el ARNm de POMC se encuentra en la CPFm, el
NAcc y el ATV en niveles mas bajos que los que se encuentran en el hipotalamo. Un
aspecto importante que debe ser investigado es la localizacion precisa de las neuronas
que contienen el ARNm de POMC y sus proyecciones, lo cual ayudaria a entender mejor
las implicaciones funcionales de los péptidos derivados de la POMC en las regiones
estudiadas. También seria interesante estudiar como ocurre el procesamiento de la POMC

en las regiones de la via DAérgica mesocorticolimbica, ya que los péptidos originados
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pueden estar involucrados en diferentes funciones bioldgicas. Asimismo, debe ser
aclarado si en estas regiones existen diferentes formas de ARNm de POMC, como se ha
observado en otros tejidos.

Cabe mencionar que la demostracion de la presencia del ARNm de POMC en la via
de recompensa nos permitio iniciar el estudio del efecto de la exposicion aguda y crénica

al alcohol sobre este precursor.

lll. Efectos del tratamiento agudo con alcohol.

Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre el contenido de B-endorfina en regiones del

sistema dopaminérgico y el hipotalamo.

El sistema B-endorfinérgico es alterado en respuesta al alcohol. Los estudios
realizados en este campo se han centrado en la pituitaria y el hipotalamo. En contraste,
las regiones de la via de recompensa han recibido poca atencion y los resultados
obtenidos hasta el momento son escasos o controversiales.

Encontramos que la administracion de una dosis aguda de etanol (2.5 g/kg i.g.) no
altera el contenido de la pB-endorfina en el M ni en el NAcc+S, en ningun punto de
nuestro curso temporal de 24 h. Estos resultados concuerdan con Seizinger y
colaboradores (1993), quienes demostraron que una dosis de alcohol (2.5 g/kg i.p.) no
altera el contenido del péptido en el M de ratas Sprague Dawley una hora después de
la administracion. Sin embargo, la exposicion a una dosis de 3 g/kg de alcohol aumenta
la concentracidon del péptido en esta region (Anwer y Soliman, 1995). Las regiones
disecadas para la primera parte del estudio (curso temporal) fueron relativamente
grandes e incluian varios nucleos cerebrales por lo cual, existe la posibilidad de que se
hayan enmascarado los efectos de la droga y que éstos pudieran circunscribirse a
regiones mas discretas. Consecuentemente, estudiamos el efecto del alcohol en
regiones especificas del mesencéfalo y en el NAcc. Sin embargo, encontramos que el
etanol no altera los niveles del péptido en la VTA ni en la SN una hora después de la
administracion. Alternativamente, el alcohol podria afectar otras regiones del M, en
particular la sustancia gris periacueductal, ya que los niveles del péptido en esta area

difieren en roedores seleccionados, dependiendo de la preferencia al alcohol
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(Jamensky y Gianoulakis, 1999; Gianoulakis et al., 1992). En nuestro estudio, la
administracion aguda de alcohol no modificd los niveles del péptido en el NAcc ni la
CPF. Answer y Soliman (1995) mostraron que una dosis de 3 g/kg de etanol tampoco
altera los niveles de pB-endorfina en la CPF.

Los estudios del efecto de la exposicion aguda al alcohol sobre la B-endorfina
hipotalamica son contradictorios. Utilizando ratas Sprague Dawley, se ha reportado que
la administracién de dosis entre 0.91 y 3 g/kg no alteran los niveles del péptido en el
hipotdlamo 30 min y 1 h después de la administracién (Seizinger et al., 1983;
Rasmussen et al., 1998). Sin embargo, en esta misma cepa dosis similares de etanol (2
y 2.5 g/kg) incrementan el contenido hipotalamico del péptido 20 min y 1 h después de
la administracion (Schulz et al., 1980; Patel and Pohorecky, 1989). En contraste,
encontramos que en ratas Wistar la administracion de 2.5 g/kg disminuye (26 %) el
contenido de beta-endorfina en el hipotalamo una hora después de la exposicion a la
droga. En esta misma especie dosis mas altas (i.e. 5 g/kg) también disminuyen el
contenido del péptido 1 h después de la administracion (Przewlocka et al., 1990). Asi,
la respuesta del sistema p-endorfinérgico puede diferir dependiendo de la cepa de
roedor y del protocolo experimental, ya que cepas de roedores genéticamente
diferentes presentan distinta sensibilidad a las drogas de abuso. El sistema DAérgico
mesocorticolimbico de las ratas Sprague Dawley y Wistar responde de manera
diferente a la administraciéon de morfina; en el caso de las ratas Wistar se necesitan
dosis mas altas de la droga para inducir la liberacién de DA (Shoaib et al., 1995).

La disminucion observada en la B-endorfina hipotalamica en nuestro estudio podria
deberse a cambios en el procesamiento post-traducional del POMC. Se ha reportado
que la exposicion al alcohol (dos semanas) produce un retraso en el procesamiento de
la pro-opiomelanocortina en el I6bulo anterior de la pituitaria (Seizinger et al., 1984).
Ademas, la administracién de alcohol aumenta la liberacion de pB-endorfina del
hipotalamo (Gianoulakis, 1990), asi como de otras regiones del cerebro inervadas por
los nucleos arcuatos tales como el NAcc, el mesencéfalo y la amigdala (Olive et al.,
2001; Marinelli et al., 2003; Lam et al., 2008, Jarjour et al., 2009), lo cual también
podria contribuir a la disminucion de la concentracion del péptido observada en el

hipotalamo.
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En conclusién nuestros resultados indican que la disminucion del contenido de la
B-endorfina hipotalamica, podria participar en los mecanismos tempranos de

reforzamiento del alcohol.

V. Efectos del tratamiento crénico con alcohol.

Efecto de la exposicion cronica al etanol sobre el contenido de pB-endorfina en regiones

del sistema dopaminérgico.

El efecto del alcohol sobre los sistemas de péptidos opioides ha sido estudiado
utilizando diversas técnicas para administrar la droga, como dieta liquida, por via
intragastrica, etc. (Seizinger et al., 1983, 1984; Patel y Pohorecky, 1989). Sin embargo,
cuando la sacarosa es utilizada para substituir las calorias que aporta el alcohol,
generalmente se asume que ésta no produce efectos sobre los sistemas opioidérgicos
y rara vez se incluye un grupo control ad libitum (Boyadjieva et al., 2001). Nosotros
encontramos que la sacarosa en comparacion con los grupos ad libitum, agua y etanol,
induce un incremento en los niveles de la B-endorfina en el NAcc y la SN. Estos
cambios en la concentracion del péptido no se deben a diferencias en el consumo
caldrico o de fluidos, ya que no hay diferencias (en el contenido de B-endorfina) entre
los grupos ad libitum, agua o etanol. El efecto de la sacarosa sobre la concentracion del
péptido podria deberse a un aumento local en los niveles de su precursor. Actualmente,
se estan completando en el laboratorio de la Dra. Méndez los estudios del efecto de la
exposicién cronica al alcohol y a la sacarosa sobre los niveles de ARNm de POMC en
diversas regiones del sistema DAérgico. Estos resultados nos brindaran la informacién
necesaria para saber si existe una relacion entre los cambios observados en los niveles
del péptido y cambios en la expresion del ARNm de POMC.

El alcohol y la sacarosa son ampliamente reconocidos como reforzadores (para
revision Wheeler y Carelli, 2009; Herz, 1997). Sin embargo, el alcohol no indujo
cambios en el NAcc ni en la SN, lo cual sugiere que el efecto de la sacarosa se debe a
su alta palatabilidad. De acuerdo con esta propuesta, se ha reportado que la comida

altamente palatable altera la expresion de las encefalinas y dinorfinas en el estriado y
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en los nucleos arcuatos del hipotdlamo, respectivamente (Kelley et al., 2003; Welch et
al., 1996). Ademas, nuestros resultados sugieren que la B-endorfina podria participar
de manera importante en las propiedades reforzadoras de la sacarosa. De acuerdo con
esto, Kelley y colaboradores (2002) demostraron que la palatabilidad es modulada por
opioides en el NAcc. Por otro lado, la diferencia entre los efectos del alcohol y la
sacarosa era esperada, ya que se ha demostrado que las drogas de abuso (i.e.,
cocaina y etanol) y los reforzadores naturales (i.e., comida, agua) activan
diferencialmente distintas poblaciones neuronales en el NAcc (para revision, ver
Wheeler y Carelli, 2009; Robinson y Carelli, 2008). Asi, los mecanismos que conllevan
al reforzamiento por drogas de abuso y reforzadores naturales en el NAcc (y
posiblemente en otras regiones como la SN) parecen ser distintos; en particular,
nosotros demostramos una activacion diferencial del sistema endorfinérgico.

En contraste con los efectos observados en el NAcc y la SN, encontramos que la
sacarosa no altera el contenido de la B-endorfina en ninguna de las demas regiones
estudiadas en comparacién con los demas grupos. Este resultado concuerda con
Boyadjieva y colaboradores (2001), quienes no encontraron diferencias significativas en
el contenido hipotalamico de B-endorfina entre su grupo sacarosa (11.4% en dieta
liquida) y el grupo ad libitum después de 1 a 4 semanas de tratamiento.

Estudios clinicos y en animales indican que la exposicion cronica al alcohol lleva
a la desensibilizacién neuroenddcrina y a deficiencias en el sistema endorfinérgico (e.g.
disminucién en el contenido del péptido en el hipotalamo y otras regiones del cerebro,
desensibilizacion de las neuronas B-endorfinérgicas al alcohol) (Richardson et al.,
2008; Zalewska-Kaszubska y Czarnecka, 2005). Nosotros encontramos que el
tratamiento crénico con alcohol, comparado con los grupos ad libitum y de agua
restringida no altera la concentracion de p-endorfina en ninguna region estudiada.
Estos resultados podrian deberse al desarrollo de tolerancia al alcohol del sistema
endorfinérgico, como se ha demostrado para otros productos del ARNm de POMC
(Richardson et al., 2008). Richardson y colaboradores (2008) reportaron que la
inyeccion de 1 g/kg de etanol aumenta los niveles de ACTH en el plasma de roedores

no dependientes, mientras que en los roedores dependientes no se producen cambios.
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Acorde con nuestros resultados Schulz y cols. (1980) no encontraron cambios en
la B-endorfina hipotalamica después del tratamiento crénico con alcohol. Sin embargo,
otros estudios han encontrado que la exposicion cronica al alcohol produce aumentos
(Patel y Pohorecky, 1989; Boyadjieva et al., 2001) o disminuciones (Boyadjieva et al.,
2001) en la concentracion del péptido en esta misma region. Es interesante resaltar
que la duracién del tratamiento puede explicar en parte las variaciones en los
resultados previamente publicados. Seis a 10 dias de exposicion al alcohol,
independientemente de la via de administracion, la dosis administrada o la cepa de rata
utilizada, llevan a un incremento en los niveles hipotalamicos del péptido (Patel y
Pohorecky, 1989; Przewlocka et al., 1990; Boyadjieva et al., 2001). Un tratamiento mas
prolongado (2-4 semanas) generalmente no afecta el contenido del péptido (Schulz et
al., 1980; Seizinger et al.,, 1983; el presente estudio) o induce una disminucion
(Boyadjieva et al., 2001). En nuestro caso, podemos decir con certeza que esta
aparente ausencia de efecto de la droga es, dicho de manera mas precisa, una
recuperacion, ya que el tratamiento agudo produjo una disminucion del 26% de la
concentracion de la B-endorfina hipotalamica. La inconsistencia de los efectos de la
administracion crénica de alcohol sobre los niveles de este péptido se debe, en gran
medida, a la duracion del tratamiento, lo cual sugiere que las alteraciones en el sistema
beta endorfinérgico son dinamicas y podrian estar relacionadas con la etapa en el
desarrollo de la adiccidn en que se encuentra el animal al finalizar el estudio. El alcohol,
al igual que cualquier otra droga de abuso, induce neuroadaptaciones que se producen
dependiendo de numerosos parametros (e.g. las dosis utilizadas, la frecuencia con la
que se usa la droga, el tiempo que ésta ha sido utilizada, etc.). Es posible reconocer al
menos 3 periodos distintos dentro del progreso de la adiccion: el consumo inicial, el
desarrollo de tolerancia y la dependencia. Los efectos del alcohol se pueden expresar
de diferente manera a lo largo de estas etapas. Por ejemplo, el eje HPA es activado por
la administraciéon aguda de alcohol, el cual induce un aumento en la liberacion de
corticosterona y ACTH. Sin embargo, la exposicion cronica minima suficiente para
producir dependencia inhibe las respuestas neuroenddcrinas previamente
mencionadas (Richardson et al., 2008). Ademas, este estudio concluye que la

tolerancia del sistema neuroenddcrino a la droga puede originarse antes de que la
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dependencia se establezca y que se relaciona con la cantidad de alcohol consumido
(Richardson et al., 2008). Adicionalmente, otros parametros tales como la dosis
administrada, la cepa utilizada y diferencias en las disecciones podrian contribuir a las

variaciones observadas.

Efecto de la exposicion crénica al etanol sobre la unién de [H*-DAMGO al receptor mu

en regiones del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico.

El tratamiento crénico con alcohol no alterd la union de [H3-DAMGO al receptor
u en ninguna de las regiones estudiadas (CPF, CPFm cubierta y centro del NAcc y
ATV). Turchan y cols. (1999) encontraron que la administraciéon de etanol (1-6 %)
durante 30 dias produce una disminucion en la unién de DAMGO al receptor p, la cual
se mantiene 24, 48 y 96 horas después de la interrupcién del consumo de la droga.
Estos estudios sugieren que los efectos de la droga sobre este receptor son de larga
duracion. Las diferencias entre los resultados encontrados por Turchan y colaboradores
(1999) y los del presente trabajo podrian deberse a las concentraciones de alcohol
utilizadas. La activacion de los receptores a opioides, al igual que la del sistema
endorfinérgico, son altamente sensibles a la dosis y al tiempo de exposicién a la droga
(como revision ver Méndez y Morales-Mulia, 2008). Nuestros resultados sugieren que
el alcohol no altera la afinidad y/o la densidad de los receptores p en las regiones
estudiadas. Esto puede investigarse llevando a acabo un analisis de Scatchard. Sin
embargo, la exposicion cronica al etanol podria disminuir el acoplamiento de las
proteinas G a los receptores mu estimulada por agonistas (i.e. DAMGO) en algunas
regiones del cerebro, como se ha reportado para la CPF, el NAcc, la parte lateral del
septum, el estriado y algunas areas especificas del giro dentado y el coliculo superior e
inferior (Chen y Lawrence, 2000; Sim-Selley et al., 2002; Saland et al., 2004). Esta
disminucién en el acoplamiento podria deberse a la internalizacion de los receptores p,
se ha reportado una disminucion en el numero de sitios en la corteza frontal después
de la exposicién cronica al alcohol (Khatami et al., 1987). La fosforilacion de los
receptores u también podria alterar el acoplamiento con las proteinas G (Narita et al.,

2001). Asi, alteraciones en el acoplamiento de las proteinas G a los receptores a
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opioides n y las consecuencias funcionales que esto conlleva (i.e. interferencia en la
transduccion de senales) podrian contribuir en el mantenimiento de la conducta de
consumo de alcohol. Se requieren mas estudios para conocer el papel preciso que
juega el receptor opioide p en los mecanismos de adiccion al alcohol.

En conclusion, los efectos crénicos del alcohol sobre el sistema endorfinérgico
no se expresan como cambios en el contenido de B-endorfina o en la unién de [H3]-
DAMGO al receptor n en regiones del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico. En
contraste, incrementos en la concentracion de B-endorfina en el NAcc y la SN podrian
participar en los mecanismos de reforzamiento de los reforzadores naturales (i.e.
sacarosa). Asi, las drogas de abuso y los reforzadores naturales parecen ejercer sus

acciones a través de mecanismos diferentes.
Conclusion general.

La administracion aguda de etanol produjo una disminucion en la concentracion
de B-endorfina en el hipotalamo asi como, la activacion neuronal en regiones corticales
y subcorticales especificas del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico. Estos
cambios podrian ser importantes en los mecanismos de reforzamiento del alcohol en la
etapa inicial de la adiccidén. Después de un mes de exposicion a la droga el contenido
hipotalamico de beta-endorfina regreso a los niveles normales, lo cual podria indicar el
desarrollo de tolerancia al alcohol. El tratamiento crénico con etanol no produjo
cambios en los niveles del péptido ni en la unién de [H*-DAMGO al receptor mu en
ninguna region estudiada. Asi, mientras la administracion de una dosis aguda de etanol
induce cambios en la concentracién de la beta-endorfina hipotalamica y en la unién de
[H-DAMGO al receptor n en diversas regiones del sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico (Méndez et al., 2001), el consumo crénico produce cambios
neuroadaptativos que impiden la expresidon de estas respuestas iniciales. Seria
interesante investigar en qué momento cambia la respuesta del sistema beta-

endorfinérgico al alcohol y si esto se relaciona con la expresiéon de la dependencia.
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FOREBRAIN NEURONS: A DOUBLE-LABELING STUDY IN THE
MEDIAL PREFRONTAL CORTEX AND EXTENDED AMYGDALA
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Abstract—The purpose of this study was to further address
the hypothesis that ethanol activates GABAergic neurons in
specific brain neurocircuits that mediate motivated behavior
and control of action, such as the central extended amygdala
and medial prefrontal cortex. Male Sprague—Dawley rats re-
ceived habituation to 7 days of daily intragastric administra-
tion of water (5 ml/kg) followed by a single acute intragastric
dose of ethanol (2.5 g/kg) or water then, 2 h later, by parafor-
maldehyde perfusion. Rats left undisturbed in the animal
room throughout the experiment were also perfused (naive
group). Brain sections were processed for single Fos immu-
nohistochemistry or dual Fos immunohistochemistry/glu-
tamic acid decarboxylase (GAD) mRNA in situ hybridization.
Intragastric water administration increased the number of
Fos-immunoreactive cells in the infralimbic cortex and lateral
part of the central nucleus of the amygdala compared with
the naive group. Ethanol administration increased the num-
ber of Fos-immunoreactive cells in the infralimbic (+57.5%)
and prelimbic (+105.3%) cortices, nucleus accumbens shell
region (+88.2%), medial part of the central nucleus of the
amygdala (+160%), and lateral part of the bed nucleus of the
stria terminalis (+198.8%) compared with the water-treated
group. In the nucleus accumbens shell region, central nu-
cleus of the amygdala, and bed nucleus of the stria termina-
lis, more than 80% of Fos-immunoreactive neurons were
GABAergic after ethanol administration. In contrast, in the
prelimbic cortex, 75% of Fos-immunoreactive neurons were
not GABAergic. These results constitute new evidence for
region-specific functional interactions between ethanol and
GABAergic neurons. ® 2008 IBRO. Published by Elsevier Ltd.
All rights reserved.

Key words: alcohol, glutamic acid decarboxylase, in situ hy-
bridization, nucleus accumbens, bed nucleus of the stria
terminalis, central nucleus of the amygdala.

Ethanol has complex pharmacological properties that in-
clude alteration of the function of many brain proteins such
as the ligand-gated ion receptor channels GABA, N-methyl-
p-aspartate, and nicotinic receptors (reviewed in Luscher

*Corresponding author. Tel® +33-478-777-553; fax: +33-478.777-200
E-mail address. aberod@sante univ-lyont.r (A Bérod).
Abbreviations: GAD, glutamic acd decarboxylase; PB, phosphate
buffer; PRS, phosphate buffer saline; PRST, phosphate buffer saline
with 0.3% Tnlon X-100.

and Ungless, 2006). Elucidating the mechanisms by which
the varied properties of ethanol combine to affect the neu-
ronal circuits that underlie abnormal patterns of alcohol
use remains one of the most difficult challenges faced by
alecohol-addiction research.

Although the brain circuitry underlying addiction is
complex, it is clear that the mesolimbic dopaminergic sys-
tem plays a critical role in mediating the rewarding prop-
erties of drugs of abuse (review in Hyman et al., 2006).
This dopaminergic system originates in the ventral teg-
mental area and projects to limbic structures such as the
nucleus accumbens, amygdala, and frontal cortex. Effects
of ethanol on dopaminergic neurons of the ventral tegmen-
tal area include an increase in firing rate (Gessa et al.,
1985), long-lasting adaptations at excitatory synapses
(Saal et al., 2003), and stimulation of dopamine release in
their terminal areas such as the nucleus accumbens (Di
Chiara and Imperato, 1988). Pharmacological manipulation
of this pathway using systemic and local administration of
dopamine-receptor agents has established a key role for
mesolimbic dopaminergic system activity in ethanol-intake
behavior (Samson et al., 1993; Kaczmarek and Kiefer, 2000,
Nowak et al., 2000). However, other neurochemical systems
acting either directly or indirectly via this dopaminergic path-
way are involved in mediating various aspects of alcohol
addiction (review in Gonzales et al.,, 2004).

A strong body of evidence from pharmacological, elec-
trophysiological, and behavioral studies points to a
GABAergic component in the rewarding and anxiolytic ef-
fects of ethanol, which may be mediated by the extended
amygdala (reviews in Koob, 2004 and in Criswell and
Breese, 2005). Various studies have shown that GABA,,
receptor agonists facilitate the acquisition of voluntary eth-
anoel drinking in rats (Smith et al., 1992; Boyle et al., 1993).
Conversely, systemic administration of GABA, antago-
nists and a benzodiazepine-partial inverse agonist re-
duced voluntary alcohol intake (Samson et al., 1987; Boyle
et al., 1993; Rassnick et al., 1993, Petry, 1995) and de-
creased ethanol-induced sedation (Ticku and Kulkarni,
1988, McCown and Breese, 1989), In addition, microinjec-
tion of GABA, receptor antagonists into the ventral teg-
mental area, medial prefrontal cortex, or central extended
amygdala (central nucleus of the amygdala, bed nucleus of
the stria terminalis, and shell region of the nucleus accum-
bens) resulted in significant decreases in voluntary ethanol
intake (Hyytia and Koob, 1995; Nowak et al., 1998, Sam-
son and Chappell, 2001), suggesting that the reinforcing
properties of ethanol may be mediated, at least in part, by
GABA transmission in these specific brain regions.

0306-4522/08832 00+0 00 @ 2008 IBRO . Published by Elsevier Ltd All nghts reserved
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Ethanol has been suggesied to modulate GABAergic
transmission through various mechanisms. Early studies
showed that acute and long-term ethanol exposure mainly
induced alterations in postsynaptic GABA, receptors (re-
view in Criswell and Breese, 2005). However, increasing
evidence demonstrated that, in addition to these postsyn-
aptic effects, ethanol potentiated GABA release via direct
action on presynaptic sites (Criswell and Breese, 2005;
Breese et al,, 2006 for reviews). For instance, acute eth-
anol increased the frequency of spontaneous miniature
inhibitory post-synaptic currents recorded in the ventral
tegmental area (Melis et al., 2002), basolateral and central
nucleus of the amygdala (Roberto et al., 2003; Zhu and
Lovinger, 2006), and cortex (Marszalec et al., 1998,
Moriguchi et al., 2007), indicating that ethanol stimulated
spontaneous GABA release. In addition, acute ethanol
administration in vivo produced a dose-dependent in-
crease in GABA release in the central nucleus of the
amygdala (Roberto et al., 2004). Furthermore, neuroana-
tomical studies using immunodetection of Fos as a marker
of neuronal activation demonstrated that acute systemic
ethanol administration activated several brain regions, in-
cluding the bed nucleus of the stria terminalis, paraven-
tricular nucleus of the hypothalamus, central nucleus of the
amygdala, Edinger-Wesphal nucleus, and nucleus accum-
bens (Chang et al., 1995; Ryabinin et al., 1997, Morales et
al., 1998, Criado and Morales, 2000; Ryabinin et al., 2000),
However, it is not known if these neurons are GABAergic,
with the exception of a neuron subpopulation in the central
nucleus of the amygdala (Morales et al., 1998; Criado and
Morales, 2000).

Therefore, the purpose of this study was to further
address the hypothesis that ethanol activates GABAergic
neurons in specific brain neurocircuits that mediate moti-
vated behavior, such as the central division of the ex-
tended amygdala and the medial prefrontal cortex. First,
we evaluated the effect of intragastric administration of
2.5 g/kg ethanol on neuronal activation, as measured by
Fos-immunohistochemistry, in the infralimbic and prelimbic
subregions of the medial prefrontal cortex and in the cen-
tral division of the extended amygdala, including the shell
region of the nucleus accumbens, the lateral part of the
bed nucleus of the stria terminalis, and the central nucleus
of the amygdala. Then, we sought to determine the chem-
ical identity of the activated neurons using a dual Fos
immunohistochemistry and glutamate decarboxylase
(GAD) mRNA in situ hybridization procedure,

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Experimental animals

Adult male Sprague-Dawley rats (Harlan France, Gannat,
France) weighing 250-285 g at the beginning of the experiment
were housed in groups of five and maintained in a humidity- and
temperature-controlled environment on a 12-h light'dark cycle
{lights on at 7:00 A.M.). Animals had free access to food and water
throughout the experiment. All efforts were made to minimize
animal suffering and the number of animals used. All experimental
procedures were performed in accordance with the European
Community Council Directives (86/609/EEC) and the French
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guide-lines (Act B7-848, Ministére de I' Agriculture) for the care and
use of laboratory animals.

Experimental design and procedures

Animal procedures were as previously described (Mendez et al.,
2001, Wilkie et al., 2007). In brief, animals were randomly divided
into three groups of five animals each, which were given ethanal,
water, or neither, respectively. Animals in the ethanol and water
groups were habituated to intragastric fluid administration by ga-
vage with distilled water (5 mlfkg) once a day for 7 days. Animals
in the group given neither ethanol nor water (naive group) were left
undisturbed in the animal room throughout the experiment. On the
day after the habituation period, animals in the ethanol and water
groups were given a sinale dose of ethanol (2.5 alka; 5 ml ethanal
50% weightivolume per kg) or distilled water (5 mi/kg), respec-
tively, between 11:30 AM. and 1:30 P.M., then returned to their
cages. In ethancl-treated group, plasma alcohol levels peaked 30
min after its administration (50 mg/dL) and then decreased pro-
gressively to reach basal levels 8 h later (Mendez et al., 2001),

Two hours later, they were anesthetized with i.p. sodium
pentobarbital (50 mg/kg) and perfused through the left ventricle
with saline containing 0.1% heparin followed by 4% paraformal-
dehyde in 0.1 M phosphate-buffer solution (FE), pH 7.4. Naive
rats were also perfused. The brains were rapidly removed, placed
in fresh fixative overnight, cryoprotected in 0.1 M PB containing
30% sucrose at 4 °C, and frozen for 3 min in isopentane at
—~30 *C. Coronal sections (30 um thick) cut on a freezing mic-
rotome along the forebrain and midbrain were immersed in a
solution containing 50 mM PB, 30% ethylene glycol, 20% glycerol,
then stored at —20 “C for subsequent processing.

Probe synthesis

The rat GADGE7 probes used in this study were digoxigenin-labeled
riboprobes about 2 kb in length. The recombinant plasmid con-
taining the GADGT cDNA (Julien et al., 1987) was linearized using
EcoRV for the antizgense probe or Hindlll for the sense probe and
transcribed using SP6 (antisense probe) or T7 (sense probe) RNA
polymerase and a non-radioactive RNA labeling kit (Roche Diag-
nestic, Mannheim, Germany). After precipitation in 75% ethancl,
the labeled probe was dried, dissolved in the hybridization buffer,
aliquoted, and stored at —20 "C until use.

Fos Immunohistochemistry and GAD mRNA
in situ hybridization

Fos immunchistochemistry was performed as previously de-
scribed (Colussi-Mas et al., 2007). Briefly, a 1-in-8 series of free-
floating tissue sections was taken for each animal, rinsed three
timas for 10 min each time in 10 mM PB containing 0.9% NaCl
(phosphate buffer saline, PBS) and incubated for 24 h with the
primary rabbit Fos antibody (Oncogene Research Products,
Darmstadt, Germany) diluted 1/5000 in PBES containing 0.3%
Triton X-100 (PBST) and 1% bovine serum albumin. Sections
were subsequently rinsed with PBST (310 min) and similarly
rinsed after each step. Sections were incubated with biotinylated
goat anfi-rabbit antibody (Vector Laboratories Inc., Burlingame,
CA, USA) diluted 1/1000 in PBST and incubated with an avidin-
biotinylated horseradish peroxidase complex (Vectastain Elite Kit,
Vector Laboratories) for 60 min. Fos immunoreactivity was visu-
alized with 0.02% 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride and
0.003% H.O. to yield a brown nuclear deposit. The reaction was
stopped by three washes with PBST. Sections single-stained for
Fos were counterstained with Neutral Red.

Sections used for double labeling (Fos and GAD mRNA) were
processed for Fos immunohistochemistry as previously described
except that RNAse inhibitor was added to all solutions (2 jliml of
protectRNA™ Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and sections
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were freated with 10 mM dithiothreitol for 10 min prior to hybrid-
ization. Sections were hybridized overnight at 65 °C in a hybrid-
ization buffer consisting of Tris—HCI pH 7.4, EDTA (50 mM), NaCl
(150 mM), formamide (50%). ARNt (1 ma/ml), dextran sulfate
(10%), and Denhart's solution (1<) containing 0.05 jug/ml of the
digoxigenin-abeled probe. After hybridization, the sections were
washed twice in 1+ sodium chloride/sodium citrate, 50% form-
amide, and 0.1% Tween-20, at 65 °C for 20 min each time, then
treated for 30 min at 37 °C with 20 ug/ml RNAseA in Tris—HCI
10 mM pH 8.0 containing 1 mM EDTA and 500 mM NaCl. Sections
were then rinsed 310 min at room temperature with PBST. For
immunological digoxigenin detection, sections were incubated
overnight at room temperature with anti-digoxigenin conjugated to
alkaline phosphatase (Roche Diagnostic) diluted 1/2000 in PBST
containing 1% bovine serum albumin. After incubation, the sec-
tions were washed in PBST and developed at 37 °C for 3-8 hin
buffer containing 100 mM Tris pH 9.5, 100 mM NacCl, 1 mM MgCl.,
and 0.1% Tween-20 with NBT-BCIP (Roche Diagnostic) to yield a
dark-blue reaction product. Neurons were considered double la-
beled if their nuclei were brown and their cytoplasm blue. The
gections were mounted on gelatin-coated slides, air-dried and
coverslipped with Vectamount (Vector Laboratories),

Images were captured using a light microscope (Axioskop 2,
Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) equipped with a digital camera
{Nikon Coolpix E985, Tokyo, Japan). All images were imported
into Adobe Photoshop, adjusted for contrast and assembled into
plate.,

Cell counts and analysis

Bright field images of sectioned material were viewed with a Zeiss
Axioskop 2 microscope equipped with an X/7Y sensitive stage and
a video camera connected to a computerized image analysis
system (Mercador, Explora Mova, La Rochelle, France). The
planes of the analyzed sections were standardized according to
the atlas of Paxinos and Watson (1998). Sample areas were taken
at bragma levels of 2.70 mm to 2.2 mm from the medial prefrontal
cortex, 1.20 mm to 0.70 mm from the nucleus accumbens,
0.20 mm to —0.60 mm from the lateral bed nucleus of the stria
terminalis, —1.6 mm to 1.8 mm and —2.56 mm to 2.8 mm from the
medial and lateral parts of central nucleus of the amygdala re-
spectively, and —1.80 mm to —1.88 mm from the paraventricular
nucleus of the hypothalamus. Fes-immunoreactive cells and Fos-
immunoreactive/GAD mRNA double-labeled cells were counted
bilaterally on one to four sections per animal, depending on the
rostro-caudal length of the structure examined. For each rat, the
mean cell counts were determined and used for stalistical analyses,
For Fos single-stained cells, one-way analysis of variance
was performed and a post hoc Fisher test was used to identify
significant pairwise differences. For double-labeled sections, the
mean numbers of Fos/GAD double-labeled cells and Fos single-
labeled cells in the prelimbic area were compared using an un-
paired f-test, Values of P smaller than 0.05 were considered
significant.

RESULTS

Acute ethanol administration increased Fos
immunoreactivity in the medial prefrontal cortex,
nucleus accumbens shell region, medial part of the
central nucleus of the amygdala, and lateral part of
the bed nucleus of the stria terminalis

Fos-immunoreactive neurons in counterstained sections of
ethanol-treated animals were scattered throughout the lay-
ers of the infralimbic and prelimbic cortices (Fig. 1B), al-
though they were scarce in layer |. Within the nucleus
accumbens, Fos-immunoreactive neurons were distrib-
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uted throughout the shell and core subdivisions rostrally,
whereas caudally they tended to concentrate in the me-
diodorsal area of the shell (Fig. 1D). Fos-immunoreactive
cells were more numerous dorsally in the lateral part of the
bed nucleus of the stria terminalis (Fig. 1F). In the central
nucleus of the amygdala, Fos-immunoreactive neuron
counts were distributed in the medial and lateral parts,
being however highest in the lateral part, and in particular
its caudal portion (Fig. 1H). Although not quantified, Fos-
immunoreactive neurons in these regions clearly repre-
sented a small proportion of all Neutral Red—stained cells,
suggesting that only a small subset of neurons was af-
fected by ethanol administration.

Quantification of Fos-immunoreactive neurons in the
selected forebrain regions (Fig. 1A, C, E. G) revealed a
significant treatment effect in both the prelimbic (P<0.005)
and the infralimbic (P<0.001) regions of the medial pre-
frontal cortex, nucleus accumbens shell region (P<0.05),
medial and lateral parts of the central nucleus of the amyg-
dala (P=0.005), and lateral bed nucleus of the stria termi-
nalis (P<0.05) but not in the nucleus accumbens core.
More specifically, acute ethanol administration significantly
increased the number of Fos-immunoreactive neurons in
the prelimbic (+105.3%) and infralimbic (+57.5%) regions
of the medial prefrontal cortex, nucleus accumbens shell
region (+88.2%), and lateral bed nucleus of the stria ter-
minalis (+198.8%), compared with the group given water
(Fig. 2A, B, D and E). In the medial part of the central
nucleus of the amygdala, Fos-immunoreactive neurons
were rather low even if their number was highly increased
after ethanol administration (+160%, P<0.005). As a con-
trol, Fos expression was also quantified in a cortical region
thought not to participate in the development, maintenance
or relapse to alcoholism. Quantification of Fos expression
in the primary somatosensory cortex (at the level of the
medial prefrontal cortex, Bregma +2.7 mm) indicated that
ethanol increased by 60% (P<0.05) the number of Fos-
immunoreactive neurons in this area.

In contrast, ethanol administration did not significantly
alter the number of Fos-immunoreactive neurons in the
nucleus accumbens core (Fig. 2C) or lateral part of central
nucleus of the amygdala (Fig. 2F) compared with the group
given water. No significant change was observed in the
basolateral complex and main part of the intercalated nu-
cleus of the amygdala (data not shown). Water adminis-
tration significantly increased the number of Fos-immuno-
reactive neurons only in the infralimbic region (+109.8%)
(Fig. 2B) and lateral part of the central nucleus of the
amygdala (+313.8%), compared with the naive group
(Fig. 2F).

To assess whether intragastric gavage induced stress,
we also quantified Fos immunoreactivity in the paraven-
tricular nucleus of the hypothalamus, a brain region known
to be highly sensitive to stressful events (Senba and
Ueyama, 1997). No significant difference between naive
and water-treated rats was noted regarding the number of
Fos-immunoreactive neurons in this nucleus (naive group,
31.75=7.41, n=4; water group, 27.5+3.12, n=4).
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Fos-immunoreaclive neurons in the prelimbic medial prefrontal cortex (PL), shell of the nucleus accumbens (NacS), lateral region of the bed nudeus of
the stria lemminalis (IBNST), and laleral part of the cenlral amygdala (ICeA) after ethanol administration. Seclions were counlerslained with Neutral Red. LV.
lateral venincle, V and VI respectively layers V and V1 of the cortex. Seale bar=20 um in H.
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Fig. 2. Effect of acute ethanol administration on Fos expression in selected areas of the extended amygdala and medial prefrontal cortex. Data are
expressed as the number of Fos-immuneoreactive neurons per structure and are the mean values=S.EM. of four to six animals. *** P<0.005,

** P<0.01, * P<0.05.
Fos expression and GABAergic neurons

Since ethanol administration increased the number of Fos-
immunoreactive neurons in the medial prefrontal cortex
and subdivisions of the central extended amygdala, we
examined the phenotype of these neurons by performing a
dual double labeling for Fos and GAD via Fos-IR/GAD mRNA
in situ hybridization. Single GAD mRNA in situ hybridization
with the antisense GAD probe showed widespread distri-
bution of GAD-expressing neurons, as previously de-
scribed (Esclapez et al., 1993). Briefly, GAD-labeled cells
in the forebrain were scattered throughout the cortex and
were abundant, albeit with a lower level of staining, in the
striatum and nucleus accumbens. A large number of GAD-
expressing neurons were also observed in the septum,
diagonal band of Broca, globus pallidus, hypothalamus,
and hippocampus. The ventromedial and paraventricular
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hypothalamic nuclei and the thalamic nuclei (except for the
reticular nucleus, which was heavily stained) were unla-
beled. No labeling was observed following in situ hybrid-
ization with the sense probe.

After processing for Fos immunohistochemistry, the
distribution of GAD-expressing neurons in the brain was
virtually identical. In the medial prefrontal cortex, careful
examination of the number of GAD-expressing cells after
single- and double-labeling procedures indicated that Fos-
immunohistochemistry did not significantly affect the sub-
sequent detection of GAD mRNA-containing cells, so that
underestimation of Fos/GAD neurons with the double-
staining procedure was unlikely to occur (Fig. 3). As pre-
viously observed on sections single-stained for Fos (Fig.
2A), the total number of Fos-immunoreactive cells (single-
and double-labeled Fos cells) in the prelimbic cortex was
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Fig. 3. Representative pholomicrographs of Fos and GAD mRNA-labeled sections after ethanol administration (2.5 g/kg). Photomicrograph B is an
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significantly higher in the ethanol group compared with the
water group (P<-0.005) (Fig. 4). Interestingly, the two pop-
ulations of Fos-labeled cells, i.e. positive for both Fos and
GAD, and positive for Fos but negative for GAD, showed
similar significant increases after ethanol administration
(+55%. P<0.05; and +64%, P<0.001, respectively, rela-
tive to the water group) (Fig. 4). As illustrated in Figs. 3 and
4, the proportion of Fos/GAD double-labeled cells relative
to the total number of Fos-positive cells in the prelimbic cortex
was relatively low, about 25%-26% in both groups of rats.
In the shell region of the nucleus accumbens, central
nucleus of the amygdala, and the lateral bed nucleus of the
stria terminalis, more than 80% of the Fos-immunocreactive
neurons were GABAergic in the water and ethanol groups.
An accurate quantitative analysis of the data was difficult,
however, since the high density of GABAergic neurons in
these regions often hampered the visualization of Fos-
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Fig. 4. Effect of acule ethanol administration (2.5 g/kg intragasirically)
on Fos expression in GABAergic and non-GABAergic neurons of the
prelimbie corlex. Complete bars indicate the lolal number of Fos
immunoreactive cells, black bars the number of neurons double la
beled for Fos and GAD mRNA, and open bars the number of neurons
labeled for Fos but not for GAD mRNA Data are mean values<S EM
of three or four ammals * Indicates P<0.05 relative to the water group
for Fos and GAD mRNA double-labeled cells and §§ indicates
P<0.005 relative to the water group for the total number of Fos-
immunoreactive cells (single- and double-labeled cells)
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immunoreactive neurons. In all regions, Fos/GAD double-
labeled cells contributed a very small proportion of all GAD
mRNA-labeled cells.

DISCUSSION

The present study was conducted to further identify the
neural systems that mediate early effects of alcohol on the
brain. Qur results show that acute in vivo ethancl exposure
rapidly induces Fos expression in neurons located at sev-
eral sites of the central division of the extended amygdala
(nucleus accumbens shell, medial part of the central nu-
cleus of the amygdala, and lateral bed nucleus of the stria
terminalis) and in the infralimbic and prelimbic parts of the
medial prefrontal cortex. Furthermore, using a double-
labeling histochemical procedure to identify GAD mRNA-
and Fos-expressing cells, we showed that ethanol mainly
stimulated inhibitory GABAergic neurons in the central
extended amygdala but activated both GABAergic and
non-GABAergic neurons in the medial prefrontal cortex.
Qur data regarding Fos expression are generally con-
sistent with the results of earlier studies that used this
marker to evaluate brain areas activated by ethanol. In-
deed, many studies consistently found that systemic or
intracerebral ethanol administration was followed by Fos
induction in the nucleus accumbens shell (Ryabinin et al.,
1997, Bachtell and Ryabinin, 2001; Knapp et al, 2001;
Crankshaw et al., 2003), lateral bed nucleus of the stria
terminalis (Chang et al., 1995; Ryabinin et al., 1997, Knapp
et al., 2001; Crankshaw et al., 2003}, and infralimbic cortex
(Ryabinin et al., 1997). Several reports indicated increased
Fos expression in the central nucleus of the amygdala after
systemic administration of similar doses of ethanol, but
they did not provide separate quantification of Fos immu-
noreactivity in the lateral and medial part of this nucleus
(Chang et al., 1995; Ryabinin et al.. 1997; Morales et al.,
1998, Knapp et al., 2001, Herring et al., 2004; Ryabinin et
al., 2000). Our finding that acute ethanol enhanced Fos
expression in the medial part of the central nucleus of the
amygdala, but not in its lateral part, might be related to our
experimental protocol. Indeed, control animals that received
repeated intragastric water administration showed strong Fos
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activation in the lateral subdivision of the central nucleus of
the amygdala (+313.9%). This activation, which likely re-
flects the high sensitivity of the lateral rather than medial
neurons of the central nucleus of the amygdala to visceral
stimuli as reported using Fos immunohistochemistry (Y akabi
et al, 2002; Nakagawa et al, 2003), may hamper the detec-
tion of a further Fos expression increase induced by ethanol.
In fact, Fos activation was quantified by counting the number
of Fos-labeled nuclei, an approach that did not allow mea-
surement of changes in Fos expression in cells with high
baseline levels of Fos expression.

Although Fos induction has proved a powerful tool for
identifying brain regions activated by ethanol, few studies
have investigated the chemical identity of the activated cell
populations. Most of these studies focused on specific
components of the central division of the extended amyg-
dala. They showed that ethanol induced Fos in GABAergic
neurons of the central nucleus of the amygdala (Morales et
al., 1998) that also express enkephalins (Criado and Mo-
rales, 2000), as well as in cholinergic neurons of the shell
region of the nucleus accumbens (Herring et al., 2004).
Our study extends these results, providing further anatom-
ical information on the distribution and identity of neuronal
systems recruited by acute ethanol exposure. We showed
that systemic ethanol also caused rapid and robust Fos ac-
tivation in a restricted subset of GABAergic neurons in the
nucleus accumbens, medial part of the central nucleus of the
amygdala and lateral bed nucleus of the stria terminalis. This
selectivity in GABAergic neuron reactivity to ethanol may be
linked to the remarkable heterogeneity of this cell population.
Within the nucleus accumbens, 80% to 95% of neurons are
GABAergic medium-sized spiny projection neurons, which,
however, vary in their connectivity and neurochemical fea-
tures (Chang and Kitai, 1985, Voom et al., 1989; Rogard et
al., 1993; Zahm and Heimer, 1993). The remaining interneu-
rons, which provide input to the projection neurons, synthe-
size either acetylcholine or GABA and can be subdivided into
several classes of intemeurons based on the calcium-binding
proteins they express (Kawaguchi et al, 1995). A similar
organization has been described within the anterclateral part
of the bed nucleus of the stria terminalis. This area also
contains a high proportion of intrinsic and projection GABAer-
gic neurons that co-express a wide variety of neuropeptides
having their own characteristic distribution (Ju et al., 1989;
Sun and Cassell. 1993; Day et al., 1999; Larriva-Sahd, 2006).
Whether acute ethanol specifically targets one or several of
these characterized subsets of GABAergic neurons remains
fo be determined. This is important, since activation of
GABAergic neurons in these areas does not necessarily
imply an increase in inhibitory output. Depending on the type
of GABAergic neurons activated by ethanol in the nu-
cleus accumbens shell and lateral bed nucleus of the stria
terminalis, the overall output of these nuclei might be inhibi-
tory (activation of GABAergic projection neurons) or excita-
tory (activation of GABAergic interneurons that inhibit the
GABAergic output). The high heterogeneity of neurons in the
central amygdala, in terms of connectivity and neurotransmit-
ter phenotype (Cassell et al,, 1986, Marchant et al., 2007;
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Poulin et al., 2008) also requires further analysis to determine
the characteristics of Fos-positive neurons.

We found that acute ethanol under the same experi-
mental conditions induced Fos in two categories of cortical
neurons. Contrary to our findings in subcortical areas,
ethanol induced Fos predominantly in non-GABAergic
neurons, which contributed 75% of Fos-labeled cells,
whereas GABAergic neurons contributed only 25% of Fos-
labeled cells. The prefrontal cortex contains two main cell
types, glutamate-containing pyramidal projection neurons
and GABA interneurons that exert local inhibitory control
through input onto the pyramidal cells, thus regulating the
pyramidal output of the prefrontal cortex (Rétaux et al.,
1992; Gabbott et al., 1997; Somogyi et al., 1998). In a
recent study using the vesicular glutamate transporter
mRNA as a marker for glutamatergic cortical neurons,
these neurons contributed about 75% of all Nissl-stained
cells (Santana et al, 2004). The similarity between the
proportion of glutamatergic neurons in the cortex and the
proportion of non-GABAergic neurons that were activated
in our study further suggests that these activated non-
GABAergic neurons were glutamatergic. Thus, acute eth-
anol may simultaneously activate GABAergic interneurons
and glutamatergic projection neurons of the medial prefrontal
cortex, and this coordinated effect may contribute to a narrow
selection of the activated glutamatergic cortical output.

Taken in conecent, our data indicate that, apart from the
well-documented direct post-synaptic effect of ethanol on
GABA receptors, ethanol enhances GABAergic transmis-
sion by activating specific populations of GABAergic neu-
rons via a circuit-dependent presynaptic effect. This dual
effect is consistent with previous in vivo and in vitro data
suggesting both presynaptic and postsynaptic sites of
action for ethanol in the central extended amygdala
(McBride, 2002; Roberto et al., 2003, 2004) and prefrontal
cortex (Marszalec et al, 1998; Moriguchi et al., 2007).
GABAergic neurotransmission enhancement in these ar-
eas may contribute to several aspects of ethanol consump-
tion. Hyytia and Koob (1995) showed that bilateral injection
of a GABA,, receptor antagonist into the nucleus accum-
bens, bed nucleus of the stria terminalis, or central nucleus
of the amygdala decreased ethanol consumption. On the
other hand, GABA, receptor activation in the medial pre-
frontal cortex appears important in maintaining ethanol
consumption (Samson and Chappell, 2001). The definitive
identification of the activated non-GABAergic neurons in
the medial prefrontal cortex, which are probably glutama-
tergic neurons, warrants further investigation, particularly
given the anatomical and functional connections linking the
cortical glutamatergic neurons to the reward system
(Tzschentke, 2000).

Finally, it is interesting to note that addictive drugs such
as psychostimulants, nicotine, morphine, and delta-9-tet-
rahydrocannabinol share the ability to induce robust acti-
vation of Fos and/or of factors critically involved in the
induction of immediate early genes, such as extracellular
signal-regulated kinase (ERK), in a limited set of structures
that largely match the Fos-expressing structures in our
study, namely, the nucleus accumbens shell, central nu-
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cleus of amygdala, lateral bed nucleus of the stria termi-
nalis, and medial prefrontal cortex (Ostrander et al., 2003;
Valjent et al., 2004). This apparently common pattern of
cellular activation may be due in part to activation of do-
paminergic receptors (Zang et al., 2004; Valjent et al.,
2005) in brain areas where all addictive drugs enhance
dopamine release, It also opens up the possibility that
ethanol-induced immediate early genes in these specific
brain regions may trigger long-lasting alterations that may
contribute to the process of reward and addiction.

CONCLUSION

In conclusion, we showed that ethanol initially targets
distinctive subsets of GABAergic neurons in the central
extended amygdala and medial prefrontal cortex, where
non-GABAergic neurons were also activated. How acti-
vation of these specific neuron populations contributes
to establish ethanol consumption behaviors deserves
further investigation.
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