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1. Saludo del Presidente

Estimada y estimado miembro de la SEIC,

Con el nuevo ano ya en marcha, quiero en primer lugar desearos un 2023 rebosante de
alegrias y éxitos en lo personal y profesional; que ese contrato anhelado, esa
financiacion buscada con ahinco para el proyecto, esa publicacion que no acaban de
aceptar o esa tesis a la que no le llega el punto final, se vean al concluir el aflo como
pruebas superadas. Queda ya en nuestra memoria la celebracion de la 222 Reunidn
Anual de la SEIC en Pamplona, que fue todo un éxito. Aprovecho para agradecer una
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vez mas a los patrocinadores y felicitar a todas las personas participantes en la misma
por el excelente nivel cientifico presentado, a las personas premiadas por las mejores
presentaciones orales y en poster, sin olvidarme de Marisol por encargarse de la
organizacion local y hacer que todo fuera sobre ruedas, de Javier por impartir la tan
magnifica y emotiva conferencia inaugural, de Manuel por su vision sobre la regulaciéon
del uso medicinal del cannabis, de la Junta Directiva y de todas las personas implicadas
directa e indirectamente en el evento.

Ya estamos pensando en la celebracidon de la 232 Reunidon de la SEIC, que este afio
tendra lugar en Burdeos. Al frente de la organizacién local estan Cristina Miralpeix, Abel
Eraso y Sandra Beriain, que dieron el paso al frente proponiendo como sede de este
afo a esta espectacular ciudad, lugar de excelente ciencia cannabinoide y famoso vino.
Quiero en nombre de la SEIC expresarles nuestro profundo agradecimiento por la
valentia que implica organizar por primera vez la Reunidn fuera de nuestras fronteras.
Todo un desafio que también lo es para todos los participantes, confiando en que ello
suponga una motivacién adicional para asistir a la Reunion de este afo. iEsperamos
gue os animéis y presentéis vuestras investigaciones para que una edicion mas la
Reunidén sea un éxito!

También tendran lugar este afio repartidos por el globo, el 33° Simposio Anual de la
ICRS en junio en Toronto, la Gordon Conference en julio en Castelldefels, 16th European
Meeting on Glial Cells in Health and Disease en julio en Berlin, el 11° Congreso de la
IBRO en septiembre en Granada y Neuroscience 2023 en Washington DC, entre otros
eventos cientificos destacados.

iMucho animo!
Seguimos en la brecha.
Un abrazo,

Pedro.

2. CONSECUENCIAS NEUROBIOL()GICAS, DE LA EXPOSICION DURANTE LA
ADOLESCENCIA AL CANNABINOIDE SINTETICO JWH-018 EN RATONES MACHO
Y HEMBRA.

Premio a la mejor Comunicacion Oral Predoctoral 2021, 212 Reunion anual de
la SEIC, Malaga (2021):
Cristina Izquierdo-Luengo.

Facultad de Ciencias Experimentales, Universidad Francisco de Vitoria, UFV, 28223,
Pozuelo de Alarcén, Madrid, Espafia.

El uso recreativo de preparaciones naftoilindol JWH-018 fue el primer
con cannabinoides sintéticos (Spice/K2) cannabinoide sintético en identificarse
se ha incrementado de forma en el Spice/K2 [2] y posee una afinidad
exponencial en los ultimos afios [1]. El mucho mas potente que el A9-



tetrahidrocannabinol (THC) por los
receptores del sistema cannabinoide
CB1 y CB2 [3], lo que hace que sus
efectos sean mucho mas potentes. Los
adolescentes son los  principales
consumidores de esta clase de drogas
[4] vy es de especial preocupacion al
tratarse de un periodo de vulnerabilidad
para el desarrollo de alteraciones a nivel
central [5]. Se ha descrito que el
consumo temprano de cannabis produce
efectos de tipo psicotico [6]. Por tanto,
que este trabajo se ha centrado en el
estudio de los efectos a corto y largo
plazo de la exposicidon del cannabinoide
sintético JWH-018 durante la
adolescencia en ratones, tanto en
machos como hembras. El estudio se
centra en posibles efectos en ansiedad,
resistencia a extincion de memorias
aversivas y alteraciones del filtrado
somatosensorial.

Se utilizaron ratones macho vy
hembra de la cepa C57BL/6] y se
administro JWH-018 de forma
intraperitoneal a dosis crecientes para
evitar tolerancia durante 15 dias (Dia
post-natal, DPN 35-39: 0.5 mg/kg, DPN
40-44: 1 mg/kg, and DPN 45-49: 1.5
mg/kg) o vehiculo. Los efectos se
analizaron a corto, 5 (DPN54) y largo
plazo 20 (DPN69) dias respectivamente
después de la finalizacion  del
tratamiento.

En cuanto a los resultados
observados, los machos mostraron una
conducta de tipo ansiogénica (p<0.05) a
corto plazo en el test del laberinto en
cruz elevado, efecto que no se mantuvo
en la edad adulta. Sin embargo, las
hembras a corto plazo no mostraron
diferencias frente al grupo control, pero
en la edad adulta aparece una tendencia
de tipo ansioogénico (p=0.054). Por otro
lado, cuando estudiamos posibles
alteraciones en la extincién de memorias
aversivas con el paradigma de
condicionamiento al miedo, no se
observaron diferencias significativas tras
la administracién crénica de JWH-018 a
ninguno de los tiempos en ninguno de
los sexos analizados. Por ultimo,
analizamos posibles alteraciones en el
filtrado somatosensorial a través del test

de inhibicion de la respuesta de
sobresalto por prepulso (PPI), ya que
alteraciones en el mismo se relacionan
con sintomas de tipo psicético [7]. Tras
someter a los animales tratados
crénicamente durante la adolescencia
con JWH-018 al test PPI se observaron
diferencias significativas en machos
tanto a corto como a largo plazo
mostrando una menor capacidad para
inhibir la respuesta de sobresalto en
ambos casos (p<0.05). Esta alteracion
no se observd en hembras a ninguno de
los tiempos evaluados.

Como conclusion, la exposicion
durante la adolescencia a JWH-018
puede inducir la aparicion de diferentes
alteraciones conductuales que podrian
ser dependientes del sexo.
Modificaciones bioquimicas subyacentes
a estas conductas estan siendo
estudiadas actualmente en nuestro
laboratorio.
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Entrevista a Cristina Izquierdo-Luengo:

» éPuedes darnos una breve resena

de tu trayectoria académica?

Estudié Farmacia en la universidad
Francisco de Vitoria y en mi ultimo
afno realicé el TFG en el grupo de
investigacion de Fernando
Berrendero. Gracias a eso decidi
realizar un master en Neurociencia en
la Universitat de Barcelona. Tras esto
Fernando me ofrecid continuar con el
doctorado en su grupo de
investigacion y actualmente llevo dos
afos realizando mi tesis doctoral en la
Universidad Francisco de Vitoria.

éQué es lo que te llevé a la
investigacion?

Realmente nunca me plantee
dedicarme a la investigacién puesto
que en la carrera de farmacia
tampoco nos enfocan mucho hacia
esta salida, pero mi TFG en 59 de
carrera me ayuddé a darme cuenta
donde me sentia mas comoda en el
futuro mas préximo.

Menciona alguna de las
principales dificultades a las que
te has enfrentado en tu carrera. Y
algin consejo para las personas

adolescence: Insights from animal
models. Biol Psychiatry; 79.
doi:10.1016/j.biopsych.2015.07.024.

. Mena A, Ruiz-Salas JC, Puentes A,

Dorado I, Ruiz-Veguilla M, de la Casa
LG. (2016). Reduced prepulse
inhibition as a biomarker of
schizophrenia. Front Behav Neurosci;
10. doi:10.3389/fnbeh.2016.00202.

que quieren dedicarse a la
investigacion.

A parte de la clasica frustracion con la
gue todos los investigadores tenemos
que lidiar, para mi lo mas dificil ha
sido y es, buscar mi lugar en la ciencia
en muchos aspectos y creo que la
comparativa constante en la que
vivimos me hacer sentir en ocasiones
menos valida para hacer ciencia que a
otras personas. Sin embargo, desde
que empecé a trabajar a mi manera,
sin comparar lo que hacia me
enamoré de las cosas que hago y
empecé a darle valor real a mis
resultados. No todos trabajamos de la
misma manera, pero todos tenemos
algo que aportar en ciencia y sumar
es lo que hace que merezca la pena.

éQué crees que es lo que se tiene
que mejorar en la ciencia?

Pues yéndome a Ilo clasico, los
sueldos, la estabilidad y la seguridad
que podrias encontrar en cualquier
otro trabajo. ¢Cédmo es posible que
para acceder a un doctorado se nos
exijan conocimientos que luego no
son econdémica y  socialmente
reconocidos? Es una lastima puesto



que muchas veces la vocacion no es
suficiente para quedarse en este
mundo.

> éQué significa para ti la SEIC?
A pesar de llevar poco tiempo
perteneciendo a la SEIC desde el
primer dia he sentido una sensacion
de familiaridad y acogida enorme. La
idea de pertenecer a una sociedad en
la que gente trabaja en un ambito
similar al tuyo y poder reunirte con
ellos una vez al afo para hablar de
ciencia es muy reconfortante.
Ademads, la SEIC fue mi primera
reunion cientifica oficial lo que hace

gue le vaya a tener un carifo especial
siempre.

> éQué es lo que te gusta hacer
fuera de la ciencia?
En general soy una persona bastante
activa fuera del Ilaboratorio, me
encanta jugar al padel, ir al cine y
comer, sobre todo lo ultimo.

> Pelicula, serie y cancion favorita.
Pelicula: Grease
Serie: Anatomia de Grey
Cancioén: no me gusta especialmente
la musica, sin embargo, me gustan
mucho los podcasts de crimenes y mi
favorito es “Criminopatia”.

3. LOS EFECTOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL EN ADOLESCENCIA EN EL
SISTEMA ENDOCANNABINOIDE CEREBRAL DE RATON HEMBRA ADULTA.

Premio a la mejor Comunicacion Poster Predoctoral, 212 Reunion anual de la

SEIC, Malaga (2021).
Leire Lekunberri.
Universidad del Pais Vasco UPV/EHU

El consumo de alcohol (EtOH) durante la
adolescencia es un problema cada vez
mas comun en nuestra sociedad [1].
Esto es debido, en parte, a que los
adolescentes presentan una menor
respuesta sedativa frente a su consumo,
lo que se traduce en altas
concentraciones de alcohol en sangre
[2]. Muchos autores han demostrado
gue las mujeres son mas vulnerables a
los efectos perniciosos del alcohol, pero
respecto a los dafios causados en el
cerebro por su consumo, la evidencia
existente es contradictoria [3, 4, 5, 6,
7].

Recientemente se ha demostrado en
nuestro laboratorio que el consumo de
alcohol basado en atracén o binge-
drinking en la adolescencia causa una
pérdida de la plasticidad sinaptica
cannabinoide-dependiente del
hipocampo en ratéon macho adulto [8].

Sin embargo, las consecuencias del
abuso del alcohol en la adolescencia en
ratones hembra permanecen sin ser
esclarecidos.

Siendo este el objetivo del presente
estudio, ratones hembra de la cepa
C57BL/6] se clasificaron al azar en los
grupos control (H20) o EtOH; los
ratones del grupo EtOH fueron
expuestos al procedimiento drinking-in-
the-dark (DID) en el cual tienen libre
acceso a alcohol (20%) durante 2 horas,
los primeros tres dias d la semana y 4
horas el cuarto dia, en las 4 semanas de
adolescencia (dpn32 a dpn56). En los
ultimos dias de las dos semanas de
abstinencia consecutivas al DID, se les
realizé diferentes pruebas de
comportamiento: triada de ansiedad,
para evaluar posibles comportamientos
relacionados con estados de ansiedad;
reconocimiento del nuevo objeto, para



determinar la memoria de
reconocimiento y rotarod, para evaluar
la coordinacion motora. Ademads, se
realizaron experimentos
electrofisioldgicos de campo para medir
la plasticidad sinaptica cannabinoide-
dependiente presente en el hipocampo,
concretamente en la via perforante
medial del giro dentado, la cual estd
relacionada con la memoria de
reconocimiento [8]. Por ultimo, se
llevaron a cabo ensayos de western blot
para determinar proteinas relacionadas
con el sistema endocannabinoide.

Los resultados mostraron que las
hembras ratén consumen un 50% mas
alcohol que los machos (p<0,0001). Los
ratones que consumieron alcohol en la
adolescencia exhibieron mas
comportamientos ansiosos (p<0,05) y
también presentaron peor coordinacién
motora (p<0,05). Sin embargo, no se
detectaron dafios en la memoria de
reconocimiento. Asi mismo, la
plasticidad sinaptica hipocampal no se
vio afectada. Curiosamente, no se vieron
diferencias en la expresion de las
proteinas CB1, DGLa, PLCB1 y Cripla en
los sinaptosomas de los hipocampos
entre los grupos control y EtOH, pero la
expresion de Cripla era mayor en
ambos grupos respecto a machos
control (p<0,01)

En conclusidon, se demostré que el
estado animico y la coordinacién se ven
afectadas, pero no asi la memoria de
reconocimiento. Estos cambios, sin
embargo, no se correlacionan con
modificaciones de los componentes del
sistema endocannabinoide.
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Entrevista a Leire Lekunberri:
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Neurociencias y ahora estoy haciendo
el doctorado en la misma universidad.



> éQué es lo que te llevo a la

investigacion?

Supongo que siempre me ha gustado
mucho la ciencia. De pequena me
encantaba ver documentales, siempre
he sido una persona curiosa. Fue algo
natural, siempre supe que queria
investigar y cuando empecé el grado
sabia que queria hacer un doctorado.
Lo dificil fue decidir en qué area,
porque la verdad es que me gustaba
la mayoria de las asignaturas que
ofrecia el grado.

Menciona alguna de las
principales dificultades a las que
te has enfrentado en tu carrera. Y
algliin consejo para las personas
que quieren dedicarse a la
investigacion.

La mayor dificultad ha sido aprender
a tolerar la frustracion y manejar la
autoexigencia. A las personas que
quieran dedicarse a la investigacion
les diria que es normal sentirse
frustrados, pero que muchas veces la
autoexigencia es lo que genera
nuestra frustracion y que una manera
de manejar mejor estas situaciones
es fijando metas realistas. También
que lo disfruten, porque la ciencia
puede ser fascinante y divertida. Por
ultimo, algo que a mi personalmente
me ha ayudado ha sido trabajar en
equipo. Ademas de facilitar el trabajo,
trabajar en grupo puede enriquecerlo
porque cada uno puede aportar
diferentes perspectivas.

éQué crees que es lo que se tiene
que mejorar en la ciencia?

Creo que deberiamos colaborar mas,
tanto dentro de la misma area de
conocimiento como
interdisciplinarmente. Es cada vez
mas comun hacerlo, pero nos queda
mucho camino por recorrer. Por otro

lado, creo que se deberian publicar no
solo los grandes descubrimientos,
también cuando nuestras hipodtesis
han sido refutadas, ya que esto
supone también un avance, sobre
todo en lo que se refiere a curas o
tratamientos para enfermedades.

&Qué significa para ti la SEIC?

Un lugar donde disfrutar de amigos,
conocer nueva gente y por supuesto
una oportunidad de ensefiar nuestro
trabajo, intercambiar ideas vy
aprender, y volver a casa con nuevas
ideas que poder aplicar.

éQué es lo que te gusta hacer
fuera de la ciencia?

Me gusta pasar tiempo con la gente a
la que quiero. Disfruto de ir al monte
con mis perros, me encanta leer, ver
maratones de peliculas e ir a comer a
sitios nuevos que no conozco.

Pelicula, serie y cancion favorita.
Pelicula: Amelie, Matilda, El Sefior de
los Anillos

Serie: Friends, Stranger Things,
Juego de Tronos

Cancién: “The Less I Know the Better”
de Tame Impala y “El Lado Oscuro” de
Jarabe de Palo.



4. ALTERACIONES CONDUCTUALES, ASTROGLIALES Y DEL RECEPTOR
CANNABINOIDE CB1 EN EL HIPOCAMPO DE UN MODELO MURINO DE

EPILEPSIA DEL LOBULO TEMPORAL

Premio a la mejor Publicacion Postdoctoral 2021, 212 Reunion anual de la

SEIC, Malaga (2021).
Laura Domingo-Rodriguez

Vall d "Hebron Barcelona Hospital.

La adiccion a la comida ha ganado
recientemente mucha atencién debido a
Su creciente prevalencia a nivel mundial,
los altos costes socioecondmicos y la
falta de tratamientos efectivos vy
duraderos. Este trastorno adictivo se ha
relacionado estrechamente con la
obesidad y los trastornos alimentarios
[1]. El concepto de adiccion a la comida
sigue siendo controvertido y todavia
estda en debate si los componentes
especificos de los alimentos podrian
tener propiedades adictivas intrinsecas
similares a las drogas de abuso [2]. Sin
embargo, el diagndstico de adiccién a la
comida no esta incluido en la 52 edicidn
del Manual Estadistico de los Trastornos
Mentales (DSM-5), aunque una
herramienta validada, la Escala de
Adiccién a la Comida de Yale (YFAS) esta
ampliamente  aceptada entre la
comunidad cientifica [3].

La adiccién a la comida comparte
mecanismos neurobioldgicos comunes
con la adiccién a las drogas [4]. Las
adicciones a alimentos y drogas son
trastornos cerebrales cronicos
multifactoriales complejos que resultan
de la interaccién de multiples genes vy
factores ambientales, lo que lleva a una
variabilidad interindividual en el
desarrollo del proceso adictivo. Sin
embargo, los mecanismos
neurobioldgicos precisos que subyacen a
la vulnerabilidad o la resiliencia a la
adicciéon a la comida siguen siendo
desconocidos. Para identificar los
mecanismos a nivel de circuito vy
molecular, empleamos un modelo
animal recientemente validado que imita
las anomalias de comportamiento
asociadas con la adiccién a la comida en
humanos, como la pérdida de control, la

motivacion, la alimentacién compulsiva
y la impulsividad [5].

El objetivo de este estudio fue
descifrar los mecanismos
neurobiolégicos que subyacen a la
resiliencia y la vulnerabilidad para
desarrollar un comportamiento similar al
de la adiccion a la comida. Para este
propésito, utilizamos  herramientas
innovadoras que consisten en un modelo
de comportamiento operante de ratdn
de adiccion a la comida con validez
aparente combinado con ratones
mutantes condicionales con delecion en
los receptores CB1 (CB1R)
glutamatérgicos (Glu-CB1-KO),
registros electrofisioldgicas ex vivo,
secuenciacion de ARN de todo el
genoma, intervencidén quimiogenética y
inyeccion de vectores virales para
caracterizar el endofenotipo de
resiliencia y vulnerabilidad a nivel
genético, celular, de (circuito vy
conductual. Encontramos que los
ratones Glu-CB1-KO mostraron un
fenotipo resistente para desarrollar un
comportamiento similar a la adiccién a la
comida, que se asocié con una mayor
transmisidon sindptica excitatoria de
neuronas glutamatérgicas en el area
prelimbica (PL) del cortex prefrontal
medial (mPFC) y en el nlcleo accumbens
(NAC). A la inversa, el silenciamiento de
las neuronas del PL que se proyectan al
NAC utilizando un enfoque
quimiogenético indujo un fenotipo de
susceptibilidad para desarrollar un
comportamiento similar a la adiccion a la
comida, en particular, un
comportamiento compulsivo de comer
alimentos sabrosos. Es importante
destacar que el analisis transcriptdmico
de ratones resistentes y susceptibles
reveld un incremento de la expresion
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del gen del receptor de dopamina D2
(Drd2) en mPFC de ratones adictos a los
alimentos. En consecuencia, la
sobreexpresion mediada por virus del
receptor de dopamina D2 (D2R)
especificamente en la proyeccion del PL-
NAc promoviéo el comportamiento de
alimentacién compulsiva. En general,
revelamos que la sefializacion
endocannabinoide 'y dopaminérgica
dirigida a una via especifica de mPFC-
NAc controla Ila resiliencia vy Ia
vulnerabilidad para desarrollar un
comportamiento similar a la adiccion a la
comida en ratones.

En este estudio, describimos un
mecanismo neurobiolégico novedoso
que subyace a la resiliencia y la
vulnerabilidad al comportamiento
similar a la adiccién a la comida dirigido
a la transmision  glutamatérgica
excitatoria en la proyeccion del PL-NAc,
que parece estar modulada por los
sistemas de sefalizacion
endocannabinoide y dopaminérgico.

Primero estudiamos el fenotipo de la
adiccién a la comida en ratones Glu-
CB1-KO condicionales y sus
correspondientes controles utilizando un
modelo animal de comportamiento con
una alta validez aparente de traduccién
a la adiccibn humana [5]. Aqui,
imitamos la transicidn a la adiccion
después de la busqueda repetida de
alimentos sabrosos en un largo
entrenamiento operante. Nuestros
hallazgos revelaron que la falta de CB1R
en las neuronas glutamatérgicas
telencefalicas dorsales indujo una fuerte
resiliencia a la adiccion a la comida,
como lo reveld el porcentaje
significativamente reducido (6,9 %) de
ratones adictos en el grupo mutante. Los
ratones Glu-CB1-KO se caracterizaron
por una menor perseverancia, una
motivacion reducida y una
compulsividad disminuida por alimentos
muy sabrosos y un aprendizaje
mejorado de estos mutantes en un
paradigma de autoadministracion de
cocaina [6]. Ademas, en estos mutantes
se describi6 un fenotipo con una
reduccién del comportamiento

exploratorio [7], aumento de |Ia
neofobia, alta respuesta de miedo pasivo
después del condicionamiento vy
disminucion de la ingesta de alimentos
después del ayuno [8,9]. Estos estudios
previos revelaron un efecto sobre la
ingesta de alimentos cuando se elimind
el CB1R de las neuronas glutamatérgicas
telencefalicas dorsales, pero este efecto
se describié exclusivamente después de
un periodo de ayuno de 24 h [9].
Nuestros resultados sugieren una
disminucion de los efectos de refuerzo
de la comida con sabor a chocolate en
los mutantes, lo que podria contribuir al
fenotipo protector para desarrollar el
trastorno de adicciéon a la comida. En
particular, los ratones Glu-CB1-KO no
mostraron cambios en el peso corporal
en el periodo inicial de manera similar a
lo que fue descrito previamente cuando
los ratones fueron alimentados ad
libitum con comida estandar en un
periodo de 12 semanas [9].

En nuestro estudio, los ratones Glu-
CB1-KO mostraron un mejor control
inhibidor de la busqueda operante de
alimentos sabrosos que redujo
considerablemente la transicion de la
biusqueda controlada a la compulsiva.
Este fenotipo resistente estuvo mediado
por una mayor transmisién
glutamatérgica sinaptica en el mPFC y
en el NAc. Especificamente, nuestros
registros electrofisiolégicos en ratones
Glu-CB1-KO revelaron una transmision
sinaptica excitatoria mejorada en las
neuronas glutamatérgicas piramidales
en L5 de la corteza PL y en sus neuronas
GABAérgicas espinosas medianas en el
NAc. Este efecto fue mas especifico de la
transmision glutamatérgica, ya que la
transmisién sinaptica GABAérgica en
estos mutantes no se vio alterada en
ambas regiones cerebrales. Ademas, los
resultados de facilitacion de pulso
pareado (PPF) revelaron que la
eliminacion de CB1R  excitatorio
presinaptico produjo una mejora en la
liberacién de vesiculas de glutamato en
la corteza PL que depende del potencial
de accion. En conjunto, estos resultados
destacan la participacion de las
proyecciones glutamatérgicas del PL-
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NAc en el fenotipo conductual del control
inhibitorio observado en ratones Glu-
CB1-KO. De acuerdo con este fenotipo
protector, los estudios en animales
dirigidos al CB1R mediante el bloqueo
farmacoldgico o la eliminacién genética
mostraron una disminucién del
comportamiento similar a la adiccidn
[5], pero no se han caracterizado las
vias precisas y los tipos de células
involucrados. En nuestro estudio,
revelamos que las principales células
involucradas son las neuronas
glutamatérgicas telencefalicas dorsales
que se proyectan a la NAc. Aunque los
CB1R en las neuronas glutamatérgicas
son menos abundantes que en las
neuronas GABAérgicas [10], los
procesos de transduccion de sefales
parecen ser mas eficientes en las
neuronas glutamatérgicas que en las
GABAérgicas [11].

Ademas, se ha realizado un
experimento adicional de
electrofisiologia ex vivo en mPFC y NAc
con la aplicacién del agonista CB1R
WINS55,212-2 en mutantes y en ratones
WT. Con este experimento validamos a
nivel funcional la delecién del CB1R en
los terminales presinapticos
glutamatérgicos tanto en el PL como en
el NAc de los Glu-CB1-KO. Como era de
esperar, la amplitud de las fPSP en la
mMPFC y las EPSC en la NAc se redujeron
considerablemente en ratones WT
después de la aplicaciéon de WIN55,212-
2 en comparacion con la linea de base,
lo que indica una activacién funcional de
CB1R. En los mutantes, la amplitud de
las fPSP no disminuyd en el mPFC, lo que
confirma la ausencia del CB1R en los
terminales glutamatérgicos
presinapticos. Por otro lado, en el NAc,
la amplitud de las EPSC disminuyd
ligeramente después de la aplicacion de
WIN55,212-2, pero en una extension
significativamente menor que en los
ratones WT, posiblemente debido a la
presencia de CB1R en otros tipos de
células u otras neuronas
glutamatérgicas que proyectan al NAc
[12-14]. Las neuronas piramidales PL
que se proyectan al NAc mostraron una
mayor transmisién excitatoria debido a

la falta de CB1R vy, por lo tanto,
postulamos que estimulan la via
indirecta GABAérgica D2-MSN, lo que
facilita el comportamiento de evitacion
(respuesta NO GO). Este mecanismo de
arriba hacia abajo que involucra
proyecciones de PL-NAc parece crucial
en el fenotipo resistente de los mutantes
y se investigd mas a fondo en nuestro
estudio. Es importante destacar que el
comportamiento similar a la adicciéon se
asocia con wuna alteracion en la
transmisién excitatoria sinaptica de las
areas corticales prefrontales que
normalmente proporcionan un control
inhibidor del comportamiento mediado
por el sistema limbico [15].

Datos previos sefialaron que la
subregion PL del mPFC  estd
particularmente involucrada en la
adiccion a las drogas [16]. De hecho, la
inhibicion de la corteza PL por
optogenética in vivo aumenté el
consumo compulsivo de cocaina en ratas
[17], y la estimulacibn magnética
transcraneal repetitiva aplicada en la
corteza prefrontal dorsal humana,
equivalente a la corteza PL de los
roedores, redujo el consumo de cocaina
[18]. Por lo tanto, en nuestro estudio
disminuimos la transmision
glutamatérgica de la region PL mediante
el uso de un enfoque quimiogenético
inhibitorio dependiente de Cre en
ratones Nex-Cre. El silenciamiento
inducido por CNO de las neuronas
glutamatérgicas en ratones inyectados
con hM4Di aumentdé el porcentaje de
animales adictos. Estos resultados
revelaron un papel crucial de esta region
cortical en el desarrollo de un
comportamiento similar a la adiccion a la
comida. Las neuronas glutamatérgicas
piramidales de la «corteza PL se
proyectan a diferentes &reas del
cerebro, como el hipocampo, el area
tegmental ventral (VTA), la amigdala y
el NAc, entre otras, confiriendo al mPFC
un papel de conectividad complejo como
eje central de comunicaciones 16.
Teniendo en cuenta que el area del PL se
proyecta preferentemente a la parte
central del NAc [19] y el papel funcional
de esta via [20], nos dirigimos
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especificamente a la via central de PL-
NAc utilizando un enfoque de doble
vector viral. Hemos inyectado un AAV
que expresa un DREADD inhibidor
dependiente de Cre en el PL y una
variante retrograda de AAV que expresa
la recombinasa Cre en el nucleo de NAc.
Usando este enfoque de vector viral dual
en combinacion con una administracion
crénica del ligando CNO, descubrimos
que silenciar las proyecciones centrales
del PL-NAc aumentd especificamente el
comportamiento de alimentacion
compulsiva, lo que provocd que los
animales no pudieran detener Ila
autoadministracién de alimentos
sabrosos a pesar de las consecuencias
negativas. Los otros criterios similares a
la adiccién, la persistencia de Ila
respuesta y la motivacion, no fueron
modificados  por la interferencia
guimiogenética. Estos criterios
representan diferentes endofenotipos de
compulsividad y, en consecuencia, las
vias neuronales reclutadas podrian ser
diferentes. La persistencia de |Ia
respuesta refleja la dificultad de los
ratones para dejar de buscar comida.
Este comportamiento esta relacionado
con un deseo persistente o esfuerzos
infructuosos para reducir la respuesta
debido a la formacién de un habito o la
interrupcién del aprendizaje de extincion
y se ha informado que involucra vias
dorsales del cuerpo estriado y del
hipocampo [21]. A su vez, la motivacién
aparentemente esta directamente
relacionada con el procesamiento de
recompensas y se ha asociado con las
vias VTA-NAc [4]. El silenciamiento
exitoso de las neuronas piramidales
corticales del circuito PL-NAc se
demostré mediante experimentos de
electrofisiologia, que mostraron una tasa
de activacion y una resistencia de la
membrana disminuidas en las neuronas
que expresan receptores hM4Di
exclusivamente en presencia de CNO. Se
deben realizar estudios futuros para
dilucidar el papel de otras vias desde el
PL a otras areas neuronales, como la
amigdala, en el desarrollo de un
comportamiento similar a la adiccion a la
comida.

Un pequefo porcentaje de ratones
Glu-CB1-KO se volvieron adictos
después de la exposicién prolongada a
alimentos altamente sabrosos. Por lo
tanto, la falta de un solo gen no fue
suficiente para bloquear totalmente la
transicion a la adiccion, como se
esperaba de una enfermedad
multifactorial. Esta evidencia destaca la
naturaleza compleja y polifactorial de la
adiccion a la comida y nos llevo a
estudiar los cambios transcriptémicos
que subyacen al fenotipo resistente y
vulnerable para desarrollar un
comportamiento similar a la adiccion a la
comida. La comparacién de los perfiles
transcriptomicos en el mPFC entre
ratones adictos y no adictos revelé un
notable aumento de la expresion de los
genes Drd2, Adora2A, Gpr88 y Drdl en
ratones adictos independientemente del
genotipo. Todos estos genes codifican
receptores acoplados a proteina G y se
sabe que estan involucrados en las vias
neurobioldgicas reclutadas en la adiccion
[22]. D2R y A2AR, codificados por Drd2
y  Adora2A respectivamente, se
colocalizan en las neuronas
glutamatérgicas del mPFC que se
proyectan desde L2/3 a L5 en las
terminales presinapticas [23].
Interactlan sinérgicamente inhibiendo
la transmisidén sinaptica glutamatérgica
cortical [23]. Esto es contrario a la bien
establecida interaccion  antagonista
postsinaptica en las neuronas
GABAérgicas del cuerpo estriado [24].
Este efecto inhibitorio en el mPFC esta
de acuerdo con nuestros hallazgos de
disminucion de la transmision
glutamatérgica sinaptica en el mPFC de
ratones adictos. Curiosamente, se ha
descrito que la inactivacion del gen
Gpr88 mejord la excitabilidad de los
receptores D1 y D2 en el cuerpo estriado
[25]. Por lo tanto, podriamos especular
que la regulacién positiva de Gpr88 en el
mPFC de ratones adictos también podria
contribuir a la alteracién del sistema
corticolimbico en estos ratones. Por otro
lado, el gen Drdl, que codifica el
receptor D1R en el estriado conforma la
via directa (GO), lo que promueve el
acercamiento a un comportamiento
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similar a la adiccion frente al receptor
D2R que estimula la via indirecta (NO
GO) [26]. En contraste con el cuerpo
estriado, en el mPFC la estimulacion de
D1R en el mPFC disminuye la liberacion
de glutamato en las células piramidales
L5 [27] similar a lo que hace el D2R
[23]. Por lo tanto, los niveles
aumentados de ARNm de D1R en el PFC
de los ratones adictos también podrian
contribuir a la disminucion de la
excitabilidad de las neuronas
glutamatérgicas del mPFC que se
proyectan a NAc. Por lo tanto, podria ser
de interés explorar en futuros estudios si
la sobreexpresion de D1R en mPFC
también puede modificar el desarrollo de
un comportamiento similar a la adicciéon
a la comida en futuros estudios.

En  particular, el gen mas
diferencialmente expresado que se
encontré en nuestro estudio fue el Drd2.
Hasta donde sabemos, este es el primer
estudio que revela una mayor expresion
del gen que codifica D2R en el mPFC en
el contexto de la adiccion. Por el
contrario, niveles reducidos de D2R en el
cuerpo estriado ya han sido implicados
en este trastorno [28]. Por otro lado, los
estudios de neuroimagen revelaron una
regulacion a la baja de los receptores
D2R en el cuerpo estriado, que se
correlaciond con una hipofuncion del PFC
en los consumidores de cocaina [28]. En
coherencia, un polimorfismo del gen
Drd2 especifico estd asociado con el
“Sindrome de Deficiencia de |la
Recompensa”, que consiste en un estado
hipodopaminérgico debido a la funcién
del receptor D2R alterada [29].

De acuerdo con nuestro analisis de
datos transcriptémicos, predijimos que
la regulacion positiva de la expresion del
gen Drd2 en la via de PL-NAc podria
tener un papel fundamental en la
promocion de la vulnerabilidad para
desarrollar adiccién a la comida. Es
importante destacar que los
experimentos de hibridacion in situ
demostraron la expresion enddgena de
ARNm de Drd2 en el PL de ratones WT,
aunque a niveles muy bajos cerca del
limite de deteccién. Por lo tanto,
asumimos que los ratones adictos

pueden tener un aumento significativo
en los niveles endégenos de ARNm de
Drd2 segun los resultados de la
expresiéon génica. Luego, nuestro
objetivo fue imitar la regulacion positiva
de la expresion del gen Drd2 que se
encuentra en el mPFC de ratones adictos
al sobreexpresar D2R selectivamente en
las proyecciones de PL-NAc. Nuestros
resultados revelaron que estos ratones
mostraron un comportamiento
compulsivo aumentado a pesar de las
consecuencias aversivas. Estudios
previos han demostrado que |las
proyecciones de PL-NAc estan reguladas
por D2R a nivel presinaptico e inervan
directamente las neuronas GABAérgicas
MSN que expresan D2R (D2-MSN) de la
via indirecta [30]. Ademas, la inhibicion
de los D2-MSN en el NAc mejord la
motivacion por la cocaina en un
paradigma de autoadministracién, pero
no por la comida estandar [31]. Por lo
tanto, nuestros resultados proporcionan
un nuevo mecanismo de pérdida de
control inhibitorio para el
comportamiento de busqueda de
alimentos que involucra el D2R en las
proyecciones corticales de PL al nucleo
de NAc. En particular, la sobreexpresion
de D2R disminuyé la excitabilidad de las
neuronas piramidales en el PL que se
proyectan al NAc. De acuerdo con
nuestro modelo, predecimos que la
transmisiéon glutamatérgica reducida en
el NAc disminuira la activacion de la via
indirecta D2-MSN, lo que suprimira el
comportamiento de evitacidn (respuesta
NO GO) y promovera la pérdida de
control hacia el consumo de alimentos
sabrosos.

En resumen, aclaramos el papel
crucial de la via central glutamatérgica
PL-NAc modulada por CB1R y D2R como
un mecanismo critico para la pérdida del
control inhibitorio para la busqueda vy el
consumo de alimentos sabrosos. Un
aumento en la actividad de esta via
juega un papel clave en la resiliencia
para desarrollar adicciéon a la comida.
Nuestros resultados proporcionaron
nuevos fundamentos mecanicistas de la
adiccion a la comida, que podrian ser
valorados  para otros  trastornos
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psiquiatricos con alteraciones en el
comportamiento compulsivo debido a la
naturaleza transdiagnostica de este
concepto. Ademas, nuestros hallazgos
allanan el camino para las medidas de
prevencion, al identificar los
mecanismos necesarios para fortalecer
el fenotipo resiliente.

*Comunicaciones a Elena Martin
Garcia: elena.martin@upf.edu
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