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1. INTRODUCCION

1.1- POLIDIPSIA INDUCIDA POR PROGRAMA: DEFINICION

Y CARACTERISTICAS.

Polidipsia significa beber con frecuencia y abundantemente. La
ingestion de agua en exceso por parte de los animales cuando no tienen sed
resulta un fendmeno de dificil explicacion. Cuando una rata es privada de
comida y sometida a un programa de reforzamiento intermitente, si se le
facilita a la vez agua, el animal bebe grandes cantidades de liquido
concurrentemente con su ejecucion en el programa de reforzamiento. A esta
conducta se le ha denominado polidipsia inducida por programa (Falk, 1961).
En la demostracion original se utilizaron ratas mantenidas por privacion de
comida entre el 70% y 80% de su peso inicial y se las sometid a un programa
simple de reforzamiento intermitente, por el que se liberaba una bolita de
comida contingentemente a las presiones de palanca una vez que habia
transcurrido un minuto por termino medio desde el anterior reforzador. Las

ratas consumieron grandes cantidades de agua. El estallido de bebida ocurria
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después del consumo de cada bolita de comida (pellet), alcanzando su tasa
maxima transcurridos unos segundos del intervalo entre reforzamientos (Falk,
1966b). Esto sucedid a pesar de que las ratas nunca estuvieron privadas de agua
y de que la privacion de comida normalmente reduce el consumo de agua
(Bolles, 1961). Para que este tipo de conductas se produzcan sélo son
necesarias dos condiciones: que los animales estén privados de comida y que la
comida se presente de forma intermitente (Falk, 1969). La cantidad de
polidipsia inducida por programa es una funcion del nivel de privacion de
comida, disminuyendo a medida que se incrementa el peso de los animales.
Falk (1969) encontré que cuando el porcentaje de reduccion de peso por
privacion de comida fue superior al 95%, la polidipsia desaparecia casi por
completo; sin embargo, con niveles de privacion entre el 80% y el 95% las

ratas bebieron en exceso.

Varios autores han sugerido que la intermitencia en la presentacion del
reforzador es una condicion necesaria para la adquisicion y el mantenimiento
de la polidipsia inducida por programa. Todos ellos coinciden en afirmar que
una tasa intermedia de presentacion de la comida es la mas eficaz para generar
bebida excesiva. Tasas altas de reforzamiento son ineficaces, posiblemente
porque la respuesta de comer compite con la bebida en esas condiciones
(Cohen, 1975). Tasas muy bajas de reforzamiento son también poco efectivas
en generar polidipsia, debido posiblemente al déficit motivacional generado

por la baja tasa de ingestion de comida (Freed y Mendelson, 1979). Sin
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embargo, existe cierta controversia en delimitar la tasa minima de
reforzamiento en la cual ya no es posible generar polidipsia. En la mayoria de
los estudios, no obstante, se ha descrito que la cantidad de agua consumida y la
tasa de lametones se relacionan como una funcién bitdnica o de U invertida
con la frecuencia en la presentacion de comida, aumentando a medida que
disminuye la densidad del reforzamiento hasta un valor 6ptimo y disminuyendo

posteriormente.

Se ha podido obtener polidipsia inducida por una amplia variedad de
programas de reforzamiento, incluyendo aquellos en los que la liberacion del
reforzador es periddica (por ejemplo, Intervalo Fijo-IF), o aperiddica (por
ejemplo, Intervalo Variable-IV), e incluso cuando no se requiere una respuesta
operante explicita para obtener la comida (por ejemplo, Tiempo Fijo- TF o
Tiempo Variable- TV). También se han encontrado tasas relativamente altas de
polidipsia inducida con programas de Reforzamiento Diferencial de tasas Bajas
de respuesta (RDB: Segal y Holloway, 1963). Por todo ello se ha sugerido que
es la intermitencia producida por dichos programas, mas que la contingencia de
la respuesta operante, lo que quizds sea estrictamente necesario para el
desarrollo y mantenimiento de la polidipsia inducida por programa. Estos
resultados demuestran que la duracion del intervalo entre reforzamientos es una
de las variables mas importantes para el desarrollo de la polidipsia inducida por

programa (Falk, 1966b; Flory, 1971), indicando que la localizacién temporal y
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la cantidad de polidipia se relacionan directamente con la duracion del

intervalo entre reforzadores.

Esta ingestion excesiva de agua constituye una notable excepcion a la
idea general de que la conducta estd determinada por sus consecuencias, pues
no parece estar al servicio de ningiin mecanismo regulatorio de ingestion de
liquidos (Stricker y Adair, 1966), y se ha propuesto como prototipo de una
serie de conductas inducidas, también denominadas conductas adjuntivas. Las
caracteristicas fundamentales de la conducta adjuntiva son: producirse a una
tasa significativamente mayor que en la linea base con la presentacion del
reforzador "en masa", presentar una curva de U invertida a medida que se
incrementa el intervalo entre reforzamientos, y aparecer al principio del
intervalo entre reforzamientos, justo tras la presentacion del reforzador

(localizacion post-pellet).

La afirmacion de que la polidipsia inducida por programa tiene una
localizacién post-pellet parece indicar la posibilidad de que solo el intervalo
post-pellet es efectivo para predisponer a beber. No obstante, trabajos como los
de Gilbert (1974), en los que el acceso a la botella se restringié a los 30 6 10
segundos finales de los intervalos entre reforzamientos de 60 segundos, han
demostrado la capacidad que tiene esta conducta de ocurrir en otro lugar del

intervalo entre reforzamientos. En los experimentos de Gilbert, las ratas
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llegaron a consumir casi la misma cantidad de agua durante los periodos de

restriccion que durante el periodo de acceso libre.

El fenomeno de la induccion se ha demostrado también en otros tipos
de conductas adjuntivas, como, por ejemplo, el ataque (Azrin, Hutchinson y
Hake, 1966), el consumo de sustancias no nutritivas (Villarreal, 1967) y el
lamer a una corriente de aire (Mendelson y Chillag, 1970). Finalmente,
también se ha obtenido polidipsia con diferentes especies de animales ademas
de la rata, como palomas (Shanab y Peterson, 1969), monos rhesus (Allen y
Kenshalo,1976), monos ardilla (Barrett, Stanley y Weimberg, 1978), e incluso

en seres humanos (Kachanoff, Leveille, McLelland y Wayner, 1973).

1.2- MECANISMOS CONDUCTUALES.

Gran parte de la investigacion sobre las conductas adjuntivas pretende
determinar si este tipo de conductas pertenece a una categoria distinta de
comportamiento. Para ello se han propuesto interpretaciones que intentan explicar
el origen, desarrollo y el tipo de variables que modulan las conductas adjuntivas.
Ninguna en si misma es capaz de dar cuenta en su totalidad del fendémeno de la
inducciéon. La mayoria de estas explicaciones se pueden clasificar en
conductuales o bioldgicas, que aqui se presentaran en apartados distintos, aunque
deben necesariamente ser complementarios (Véanse las revisiones de Flores y

Pellén, 2001; Pellon, Flores y Blackman, 1998).
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Las interpretaciones conductuales abogan por la idea de que la polidipsia

inducida por programa resulta de algin tipo de asociacion con la comida; por
ejemplo, se ha propuesto que la cantidad inusual de bebida resulta de las
circunstancias inusuales de presentacion de la comida (Stein, 1964). Falk (1971)
critica esta interpretacion argumentando que la polidipsia inducida por programa
ocurre también después de ingerir comida en forma liquida, es decir, la ingestion
de comida sdélida no es una condicién necesaria para la aparicion de polidipsia
inducida por programa (Falk, 1967; Hawkins, Schrot, Githens y Everett, 1972).
Existen otros experimentos en contra de esta hipdtesis (Gilbert, 1974), éstos
demuestran que ratas privadas de comida y sometidas a programas de
reforzamiento donde la bebida esta limitada a ciertas partes del intervalo entre
reforzamientos, beben en dichas partes del intervalo y no inmediatamente
después de la liberacion del reforzador. La polidipsia no puede ser entendida
solo en términos de bebida asociada a la comida, pues no es el resultado de los
efectos fisioldgicos o metabolicos de su presentacion inusual: Stricker y Adair
(1966) examinaron muestras de sangre de ratas que habian desarrollado
polidipsia y encontraron que pese a la sobrehidratacion que presentaban los

fluidos y tejidos de las ratas, éstas continuaban bebiendo.

Falk (1961) propuso que la interrupcion de una conducta consumatoria
en un animal motivado induce a la ocurrencia de otra conducta inmediatamente

después de su interrupcion, que es facilitada por los estimulos ambientales. El
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origen de las conductas inducidas, sin embargo, parece deberse a estimulos
ambientales algo diferentes. Una posibilidad es que la polidipsia inducida por
programa sea una conducta respondiente y se traduciria en que la bebida seria
una respuesta incondicionada a la ingestion de comida. Falk (1971) defiende
dos argumentos en contra de esta propuesta. Primero, la polidipsia inducida por
programa no es igual que una respuesta elicitada ya que necesita de varias
sesiones para desarrollarse en su totalidad. Wetherington (1982) refuta este
argumento aduciendo que la conducta elicitada presenta sensibilizacion, ya que
puede incrementarse en frecuencia como consecuencia de las repetidas
presentaciones del estimulo (comida). Por tanto, el desarrollo de la polidipsia
inducida por programa puede deberse a una sensibilizacion al estimulo comida.
Falk (1971) ha objetado, en segundo lugar, que mientras la bebida adjuntiva
estd sujeta a circunstancias ambientales, la respuesta refleja no varia con
respecto a ellas. Sin embargo, se ha demostrado que la respuesta elicitada
puede depender de la disponibilidad ambiental para su aparicion y que la
cantidad de estimulacion puede determinar la amplitud de dicha respuesta
(Wetherington, 1982). Esta misma autora apunta ademas que para que se pueda
conceptualizar la conducta adjuntiva como respondiente debe cumplir dos
requisitos. Por una parte, debe ser condicionable clasicamente, y por otra, las
variaciones en los parametros de la comida deben afectar a la conducta
adjuntiva de manera similar que las variaciones en los parametros del estimulo

incondicionado afectan a la conducta respondiente.
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En el contexto de la polidipsia inducida por programa, resulta dificil
construir un paradigma pavloviano adecuado en el que tanto el estimulo
condicionado como el incondicionado estén claramente indentificados. No
obstante, Lashley y Rosellini (1980) han sugerido que la polidipsia inducida
por programa se restringe a los periodos de tiempo donde la probabilidad de
reforzamiento es menor y que su origen no se encuentra en la interrupcion de la
conducta consumatoria, subrayando la importancia de los factores asociativos
en el desarrollo y mantenimiento de la bebida adjuntiva, esto es, que las sefiales
de reforzamiento y no reforzamiento tienen una influencia directa en la
polidipsia inducida por programa. La interpretacion anterior es compatible con
el modelo propuesto por Staddon (1977). (Véase también Staddon y
Simmelhag, 1971), seglin el cual las presentaciones periddicas de comida dan
lugar a dos categorias de conductas: conductas de intermedio que se darian
hacia el inicio del intervalo entre reforzamientos y conductas terminales
localizadas al final del intervalo entre reforzamientos (ambas conductas son
consideradas como inducidas o excesivas). Las respuestas terminales incluyen
actividades que forman parte del patrén de alimentacion natural y se localizan
en los periodos de alta probabilidad de reforzamiento, y las respuestas de
interim o de intermedio, no relacionadas con la comida, se localizan en los
periodos de baja probabilidad de reforzamiento. Se afadiria una tercera
categoria de conductas denominadas facultativas (no inducidas), caracterizadas
por ocurrir hacia la mitad del intervalo entre reforzamientos cuando éste es

suficientemente largo.
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Aproximaciones alternativas a la conducta adjuntiva han propuesto que
la bebida inducida constituye un ejemplo de conducta operante, caracterizada
como una conducta supersticiosa mantenida por el reforzamiento accidental
con comida (Clark, 1962). Wetherington (1982) propone que para que una
conducta pueda definirse como operante debe cumplir tres requisitos. Primero,
debe ser modificable por sus consecuencias; segundo, las variables
especificadas explicitamente que afectan a las conductas operantes deben
afectar de forma similar a las conductas adjuntivas; y tercero, si la conducta
adjuntiva es operante deberia ser consecuencia de un reforzamiento adventicio

(conducta supersticiosa), es decir tiene que mantenerse por sus consecuencias.

Reberg (1980) investigd los efectos de dos contingencias operantes
sobre la polidipsia inducida por programa. Compar6 la bebida inducida por
parte de diferentes grupos de animales a los que se reforzo y no se reforzo el
beber, respectivamente, con un grupo de control no sometido a contingencia
operante alguna. Los resultados mostraron que la contingencia operante
positiva (reforzamiento) acelerdé la adquisicion, mientras que la negativa
(omision) la impidid. Este hecho parece indicar que la contingencia operante,
tanto positiva como negativa, ejerce control sobre la adquisicion de la bebida

inducida, aunque dicho efecto no se observé una vez adquirida la conducta.

Dunham (1971) aplicé una descarga eléctrica ligera después de cada

lametén en dos ratas polidipsicas que se encontraban bajo un programa de
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reforzamiento intermitente. Ambos animales suprimieron casi por completo su
conducta de beber. Bond, Blackman y Scruton (1973) obtuvieron resultados
parecidos, informando que cuando se utilizan descargas eléctricas contingentes
a los lametones del animal, se reduce la polidipsia inducida por programa

previamente establecida.

Pellon y Blackman (1987) investigaron los efectos del castigo negativo
sobre la polidipsia inducida por programa, aplicando periodos de demora en la
presentacion de la comida contingentes a los lametones, mediante un
procedimiento con demoras sefialadas (apagado de la luces de la cdmara como
sefal para una demora de 10 segundos en la presentacion de la comida) y otro
con demoras no sefialadas. Los resultados mostraron que en general, tanto las
demoras sefialadas como las no sefialadas, reducen la bebida inducida por
programa, pudiendo llegar a la conclusion de que este tipo de conducta es
susceptible a la demora en la presentacion de la comida como castigo. Lamas y
Pellon (1995) investigaron los efectos de distintos niveles de privacion de
comida sobre la polidipsia inducida por programa castigada por la aplicacion
de demoras dependientes de los lametones en la presentacion de la comida. Los
resultados de este experimento demuestran que la privacion de comida ejerce
efectos sobre la polidipsia castigada (los animales dejaron de beber cuando se
les incrementd el peso corporal) de forma semejante a sus efectos sobre la
conducta operante (Azrin, Holz y Hake, 1966). Pellon y Castilla (2000)

estudiaron los efectos del castigo negativo sobre la polidipsia, mediante un

10
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procedimiento de demoras de distinta duracién en la presentacion de la comida,
contingentes a los lametones de la botella. Los resultados demostraron que la
duracion de la demora empleada como castigo no tiene siempre la misma
efectividad, y que esta efectividad depende de la duraciéon del intervalo entre
reforzadores. Cuanto madas largo es el intervalo entre reforzadores, menos
efectiva es la demora. La efectividad de la demora como castigo estd pues en
funcién no solo de la duracion de la demora, sino también de la longitud del

intervalo entre reforzadores.

Varios autores han sugerido, como ya se ha sefialado con anterioridad,
que la intermitencia en la presentacion del reforzador es una condicion
necesaria para la adquisicion y el mantenimiento de la polidipsia inducida por
programa (Hawkins, Schrot, Githens y Everett, 1972). En la mayoria de los
estudios se ha descrito que la cantidad de agua consumida y la tasa de
lametones se relaciona como una funcidon biténica de U invertida con la
frecuencia en la presentacion de la comida, aumentando a medida que
disminuye la densidad del reforzamiento hasta un valor éptimo y disminuyendo
posteriormente (Falk, 1966; Flory, 1971). La polidipsia inducida por programa
suele comenzar a desarrollarse a partir de intervalos entre reforzamientos
minimos de 5 segundos, incrementando a medida que aumenta la duracion de
dichos intervalos hasta alcanzar un maximo entre los 30 y los 60 segundos, y

comenzando a disminuir a partir de los 120 segundos aproximadamente,

11
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llegando a desaparecer practicamente en torno a los 240 segundos (véase

Flores y Pellon, 1995).

Una influencia potencial sobre el efecto de la frecuencia del
reforzamiento es la magnitud del reforzador. Falk (1967) propuso inicialmente
que la tasa consumatoria (cantidad de comida por unidad de tiempo) esta en
relacion inversa con el nivel de polidipsia inducida por programa (lo que se ha
venido a conocer como la teoria de la tasa consumatoria). En otras palabras, a

mayor densidad de comida por intervalo, menor nivel de bebida.

La cantidad de polidipsia inducida por programa es también funcion del
nivel de privacion de comida, disminuyendo a medida que se incrementa el
peso de los animales (Falk, 1969). Falk encontrd que cuando el porcentaje de
reduccion de peso por privacion de comida fue superior al 95%, la polidipsia
desaparecio casi por completo. Sin embargo, con niveles de privacion entre el

80% y el 95% las ratas bebieron en exceso.

Los dos primeros requisitos establecidos por Wetherington (1982)
parecen cumplirse, solo queda preguntarse si la conducta adjuntiva se mantiene
por sus consecuencias ambientales. Al menos tres razones contradicen la idea
de que la polidipsia inducida por programa es una conducta reforzada
supersticiosamente por su proximidad temporal a la liberacion de las bolitas de

comida. Primero, la polidipsia inducida por programa se desarrolla y estabiliza

12
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rapidamente, al contrario que la conducta supersticiosa que es indiosincratica y
de topografia muy variable. Segunda, la polidipsia inducida por programa
puede desarrollarse con programas de Razén Fija (RF) de reforzamiento
(Burks, 1970), donde es dificil que se establezca una relacion entre el beber y
la comida pues la bebida no ocurre temporalmente cercana a la presentacion de
la comida. Tercera, si la polidipsia inducida por programa estuviese mantenida
supersticiosamente deberia ocurrir inmediatamente antes de la liberacion de la
comida, pero normalmente se localiza en los momentos inmediatamente
posteriores a la presentacion del reforzador. Clark (1962) propuso que las tasas
altas de bebida se deben a las correlaciones entre esta conducta y la liberacion
del reforzador, para el cual el animal estd altamente motivado. La critica
asociada a esta hipotesis argumenta que el animal no bebe para conseguir la
comida, sino que la bebida polidipsica se produce después de la aparicion del

reforzador y no antes de la aparicion del siguiente reforzador.

La explicaciéon de que la polidipsia inducida por programa es una
conducta supersticiosa mantenida por sus consecuencias ambientales resulta,
por tanto, inadecuada. Sin embargo, se pueden ofrecer otras dos explicaciones.
La primera propone que la liberacion de la comida podria no reforzar soélo la
presion de la palanca, en caso de que esta fuera necesaria, sino que reforzaria
una cadena de conductas, de manera que los animales aprendieran a beber y
después a acercarse al comedero (y presionar la palanca si asi se requiere). De

esta forma, la conducta de beber estaria mantenida por sus consecuencias
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ambientales, aunque no en la forma que predice la teoria de la supersticion

(véase Pellon y cols., 1998; Ardoy y Pellon, 2004).

Un segundo mecanismo explicativo basado en las consecuencias de la
conducta de beber polidipsica podria encontrarse en el reforzamiento negativo.
Se ha sugerido que los periodos post-reforzamiento son aversivos, por lo que
los animales desarrollaran respuestas que les permitan escapar del programa de
reforzamiento en esos momentos, como pueden ser las conductas adjuntivas
(Palya, 1993). Levine y Levine (1989) argumentan que la conducta adjuntiva
se mantiene porque disminuye la ansiedad (medida a través de glucocorticoides
en sangre) que produce un programa intermitente de reforzamiento. La
polidipsia inducida por programa quedaria reforzada negativamente al evitar un

estimulo aversivo.

1.3- MECANISMOS NEUROENDOCRINGQOS.

Las interpretaciones de tipo bioldgico intentan explicar la polidipsia

inducida por programa en funcién de la estructura o estructuras neurales

encargadas de su génesis 0 mantenimiento.

Freed, Zec y Mendelson (1977) propusieron que la secrecion exagerada

de insulina es la responsable de la apariciéon de polidipsia inducida por
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programa. Los programas de reforzamiento con comida y que generan
polidipsia causan al mismo tiempo una excesiva secrecion de insulina, que a su
vez produce hipoglucemia y un estado motivacional exagerado que se traduce
en la conducta inducida. No obstante, esta teoria no es capaz de explicar el
fenomeno de la induccion mediante otro tipo de reforzadores que no sean la

comida (Atrens, 1973; Cantor y Wilson, 1978).

Wayner (1970) propuso que el refuerzo asociado a la comida tiene un
efecto de arousal comparable con la excitacion que sigue a la estimulacion
eléctrica del hipotdlamo lateral. El hecho de que la excitacion eléctrica
intermitente del hipotalamo lateral induzca polidipsia en ratas (Atrens, 1973)
apoya la idea de que el hipotdlamo puede provocar excitacion conductual.
Existen evidencias que apoyan esta teoria, como el hecho de que la polidipsia
inducida por programa se reduce por lesiones electroliticas en el hipotdlamo
lateral (Falk, 1969) y en el hipotdlamo ventromedial (Kulkosky, Moe, Woods y
Riley, 1975). Por otro lado, la bebida adjuntiva se ha visto aumentada por
lesiones en el aérea septal (Wayner y Greenberg, 1972). A su vez se han
encontrado reducciones o ausencia de polidipsia inducida por programa tras
lesionar distintas areas corticales. También se han encontrado efectos sobre la
polidipsia inducida por programa tras lesionar el nucleo accumbens y el
hipocampo. La adquisicion de bebida inducida se ha visto impedida tras
lesionar el nucleo accumbens con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), un

neurotdxico que destruye las terminales presinapticas de dopamina cuando se
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inyecta intracerebralmente. Sin embargo, lesiones electroliticas del hipocampo
y lesiones en el septum lateral con 6-OHDA incrementan la polidipsia inducida

por programa.

Existen dos hipdtesis que enfatizan los factores motivacionales de la
polidipsia inducida por programa, como se ha visto en el apartado anterior, y
que sugieren distintos substratos neurofisioldgicos para dicha conducta. Una
explicacion relaciona la conducta adjuntiva con las propiedades motivacionales
del incentivo que supone la liberacion de las bolitas de comida (Killeen,
Hanson y Osborne, 1978). De acuerdo con esta hipdtesis, tales conductas son
engendradas por la excitacion motivacional que acompafa a la liberacion de
cada bolita de comida, potenciando actividades alternativas que resultan
evocadas por los estimulos ambientales disponibles. Estas conductas se
realizan vigorosamente hasta que son interrumpidas por respuestas
competidoras emitidas en anticipacion a la siguiente bolita de comida. Un
posible substrato neurofisioldgico subyacente a la adquisicion de la polidipsia
inducida por programa, y probablemente a otras formas de conducta adjuntiva,
es el nicleo accumbens y mas especificamente la proyeccion dopaminérgica

mesolimbica.

La segunda hipdtesis mantiene que las situaciones que evocan las
conductas adjuntivas son altamente estresantes y la expresion de dichas

conductas es un medio para reducir esa situacion de estrés (Brett y Levine,
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1979, 1981). En apoyo a esta hipotesis se ha puesto de manifiesto que esta

conducta puede modular la actividad del eje pituitario-adrenal.

De acuerdo con estas dos hipotesis, las bases anatdmicas y fisiologicas
de la polidipsia se podrian agrupar en dos grandes apartados: el primero se
centraria en los substratos neurales de la bebida inducida, y el segundo implica

al eje pituitario-adrenal en la adquisicion y mantenimiento de dicha conducta.

Mecanismos neurales de la polidipsia inducida por programa.

Pocos estudios han investigado los efectos de la manipulacion neural
sobre el total de las conductas que ocurren durante los programas de
presentacion periodica de comida, aunque de entre ellos la mayoria han tenido
como objetivo el estudio de las conductas adjuntivas, especialmente la

polidipsia inducida por programa.

Los primeros trabajos sobre los mecanismos neurales de la polidipsia se
centraron en el papel del hipotdlamo ventromedial y lateral (véase
anteriormente), postulando sobre esta estructura la base neural de la polidipsia
inducida por programa, aunque fue descartada rapidamente debido a su fuerte

implicacion en la regulacion del consumo de bebida y de comida.
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Las investigaciones mas recientes implican en la génesis y el
mantenimiento de la polidipsia inducida por programa al sistema
dopaminérgico. Los diversos estudios farmacoldgicos han demostrado que los
agonistas dopaminérgicos afectan a la polidipsia inducida por programa a dosis
que no alteran otro tipo de conductas. La administracion periférica de agonistas
dopaminérgicos, tales como apomorfina (Snodgrass y Allen, 1987) y d-
anfetamina (Flores y Pellon, 1995; Pellon, Mas y Blackman, 1992; Robbins,
Roberts y Koob, 1983; Sanger, 1977b; Wayner, Greenberg y Trowbridge,
1973; Williams y White, 1984), reducen la polidipsia inducida por programa a
dosis que no alteran las tasas de conducta operante ni la bebida regulatoria en
sujetos no privados. Estas reducciones en la conducta adjuntiva se ven
acompafiadas de incrementos en la actividad general de los animales, como
puede ser la locomocion (Tazi, Dantzer y Le Moal, 1988) o morder y masticar

(Todd, Beck y Martin-Iverson, 1992).

La via neural responsable de estos efectos resulta ain desconocida,
aunque existe cierto consenso sobre la implicacion del sistema dopaminérgico
en la polidipsia inducida por programa ya que este sistema esta relacionado con
la activacion y el reforzamiento, en concreto, la via dopaminérgica
mesolimbica (Haz A10) que inerva areas que parten del area tegmental ventral
(VTA) hasta estructuras limbicas como el nucleo accumbens (NAc), el septum,
la amigdala, el tubérculo olfatorio y el cortex prefrontal. Por este motivo se

empieza a experimentar con lesiones en las distintas areas dopaminérgicas.
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Estas lesiones cuando inciden en las neuronas dopaminérgicas que proyectan
desde el VTA al NAc y septum afectan a la bebida adjuntiva (Robbins y Koob,
1980). Wallace, Singer, Finlay y Gibson (1983) encontraron resultados
parecidos en una serie de experimentos en los que se analizaron las relaciones
entre las lesiones producidas con 6-OHDA en el NAc-septum, las conductas
inducidas por programa y el nivel de corticosterona en plasma, demostrando
que la interrelacion de las vias dopaminérgicas del NAc-septum con los
cambios en los niveles plasmaticos de corticosterona es una aproximacion mas
completa a los sustratos neurales de la conducta adjuntiva (este aspecto se
abordara posteriormente). Tanto Robbins y Koob (1980), como Wallace y cols.
(1983), concluyeron que la bebida adjuntiva es fruto de una activacion
motivacional positiva relacionada con la aparicién periddica de comida. Esto
entraria en conflicto con investigaciones posteriores realizadas por Taghzouti,
Simon, Tazi, Dantzer y Le Moal (1985), los cuales lesionaron las terminales
dopaminérgicas del septum lateral con 6-OHDA, observandose un incremento
significativo en la ingestion de agua durante la adquisicion de la polidipsia
inducida por programa. Los autores afirman que estos resultados vienen
producidos por el incremento de la activacion conductual como consecuencia
de una situacion aversiva, ya que la inervacion dopaminérgica del septum
lateral media el control de las situaciones aversivas o estresantes, concluyendo
que la polidipsia era debida a una activacion motivacional negativa producida
por una situaciéon aversiva como lo puede ser para una rata hambrienta la

presentacion periodica de comida.
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En la misma linea, Mittleman y Valenstein (1986) investigaron el efecto
de lesiones unilaterales en la sustancia negra sobre la polidipsia inducida por
programa. La sustancia negra es el lugar de donde parte el sistema
nigroestriado (Haz A9), otro de los sistemas que utilizan dopamina como
neurotransmisor y que estd implicado en la produccion de esterotipias indu-
cidas por estimulantes, cuya degeneracion es responsable de la enfermedad de
Parkinson. Los resultados demostraron que estas lesiones reducian
significativamente la polidipsia inducida por programa, independientemente de
que el hemisferio lesionado sea el dominante o no. Estos autores deducen que
este tipo de lesiones reduce el nivel o la duracién de la activacion inducida por

la presentacion intermitente de comida.

También se ha investigado el papel del cortex prefrontal en la polidipsia
inducida por programa, no obsevandose, sin embargo, en las neuronas
dopaminérgicas que conectan el VTA con la corteza prefrontal una implicacion
similar a la encontrada en las neuronas que proyectan del VTA al NAc-septum
(Christie, Beart, Louis, Gibson, Singer y Papasaya, 1986). Mittleman,
Whishaw, Jones, Koch y Robbins (1990) realizaron un experimento mediante
aspiraciones del hipocampo y pequefias lesiones en el cortex parietal (grupo de
control de la lesion del hipocampo), decorticacion, o lesiones con 6-OHDA en
el NAc y el nucleo caudado. En este experimento intentaron validar,

estableciendo sus bases neurales, el esquema propuesto por Staddon (1977)
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acerca de que las conductas que ocurren en los intervalos entre reforzamientos
se dividen en tres categorias (de intermedio, facultativas y terminales), pues
parece ser que los patrones conductuales generados durante la liberacion
intermitente de comida dependen para su expresion de un gran numero de
sistemas neurales. Los resultados del estudio indican la existencia de dos tipos
de problemas conductuales, en lo que a las conductas adjuntivas se refiere, que
parecen ser debidos a diferentes tipos de lesion cerebral. El primero puede
describirse como un desajuste motor para beber que afecta a la lengua y a la
boca. Este déficit se produjo tras la decorticacion y por la deplecion de
dopamina en el nucleo caudado. El segundo tipo de problema es de naturaleza
motivacional y no esta relacionado con déficit en la bebida consumatoria.
Aparentemente los déficit motivacionales se producen por la hipocampectomia

y por la deplecion de la dopamina en el cerebro.

No todos los resultados son positivos para la implicacion de la
dopamina mesolimbica y el NAc en la polidipsia inducida por programa. Se
han registrado incrementos en los niveles de dopamina extracelulares en el
NAc durante el desarrollo de la polidipsia inducida por programa
(Weissenborn, Blaha, Winn y Phillips, 1996), pero queda por determinar la
especificidad de dichos cambios: puede ser que el incremento de dopamina
durante las sesiones de polidipsia sea debido al incremento en la actividad
producida por la presentacion intermitente de comida, o bien, puede ser que los

incrementos de dopamina sean necesarios para que ocurra la bebida. También
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puede ser que los elevados niveles de dopamina reflejen la necesidad del
animal de escoger entre distintas actividades en una situacion caracterizada
por altos niveles de motivacion. Queda igualmente por determinar las partes
del NAc que tienen una mayor implicacion en la polidipsia inducida por
programa, ya que las lesiones en el nucleo (core) del NAc no se han
demostrado suficientes para reducir especificamente la conducta adjuntiva de
beber, sugiriendo que esta estructura no es necesaria para el desarrollo de la
polidipsia inducida por programa, sin embargo si se redujo el nimero de
presiones por minuto al panel de respuestas, considerada esta tiltima como una
conducta de tipo terminal. Esto sugiere que el desarrollo de la polidipsia
inducida por programa puede ser fraccionado y que diferentes sistemas

neurales controlan diferentes aspectos de su expresion.

Mittleman, Rosner y Schaub (1994) demostraron que los sistemas
dopaminérgicos estdn principalmente implicados en aspectos motores o de
actuacion de la polidipsia inducida por programa, mas que en aspectos
motivacionales. Esto se confirma por el hecho de que agonistas y antagonistas
dopaminérgicos tienen el mismo efecto reductor sobre la polidipsia inducida
por programa. Los mecanismos de esta reduccidon, sin embargo, parecen
distintos. Los agonistas dopaminérgicos (d-anfetamina, SKF-82958) reducen la
polidipsia inducida por programa al incrementar la actividad de los animales,
conductas que compiten con el beber. Los antagonistas dopaminérgicos

(haloperidol, SKF-83566), algunos agonistas como el quinpirole, y otras
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sustancias no dopaminérgicas como el diazepam, reducen la polidipsia al
causar impedimentos en la iniciacion o ejecucion de las conductas, reducen la
actividad locomotora, las entradas al comedero, incrementan la latencia de

coger la comida y reducen también la bebida.

Como consecuencia de todo lo anteriormente expuesto, se puede
concluir que no se sabe con exactitud si las manipulaciones dopaminérgicas
afectan solo a cuestiones motoras o también motivacionales, y si son estas
ultimas las que resultan afectadas o si la motivacion que mantiene esta
conducta es apetitiva o aversiva. También habria que preguntarse si se pueden
separar los componentes motivacionales en una respuesta (Salomone, Cousins
y Snyder, 1997). Actualmente existe un amplio debate sobre si la dopamina
simplemente media el valor reforzante de los estimulos (Wise, 1982), o
informa de un error en la prediccion temporal del reforzador (Hollerman y
Schultz, 1998). También se postula la idea de que la dopamina esta implicada
en la evaluacion de las relaciones coste-beneficio de la respuesta,
independientemente de que la motivacion sea apetitiva o aversiva (Salomone y
cols., 1977; Redgrave, Prescott y Gurney, 1999). Y por ultimo, también se
relaciona a la dopamina con la conducta apetitiva mas que con la consumatoria

(Nader, Bechara y Vander Kooy, 1997).

Estos resultados han llevado a los investigadores a explorar otros

sistemas de neurotransmision que pudieran estar implicados en la bebida
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inducida. Los estudios sobre el locus coeruleus y el efecto de sustancias
serotoninérgicas sugieren que esta estructura esta implicada en la integracion
central de la polidipsia inducida por programa, y que los efectos moduladores
de las sustancias que actuan a través de los receptores 5-HT2 dependen de la
integridad de la funcién del locus coereleus (Lu, Tseng, Wan, Yin y Tung,
1992). La administracion de agonistas selectivos y de inhibidores de la
recaptacion de serotonina disminuyen selectivamente la polidipsia inducida por
programa, que se ve aumentada tras la administracion de antagonistas
selectivos de serotonina (Woods, Smith, Szewczak, Dunn, Cornfeldt y Corbett,

1993).

Mecanismos pituitario-adrenales de la polidipsia inducida por

programa.

En la actualidad existe abundante evidencia experimental que implica al
eje pituitario adrenal en la adquisicion y mantenimiento de la polidipsia
inducida por programa. A ello han contribuido los trabajos de Levine y
colaboradores (Brett y Levine, 1979, 1981; Brett, Patterson y Levine, 1982;
Levine y Levine, 1989). Estos trabajos estan basados en la hipotesis de que la
polidipsia inducida por programa tiene el papel de reducir el "arousal"
generado por las situaciones de presentacion intermitente de comida a animales

hambrientos. Asi, los efectos de la polidipsia inducida por programa sobre la
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actividad pituitario adrenal se han estudiado manipulando sistemas que tiene
que ver con la ansiedad y el estrés, tanto a nivel central (sistema serotoninér-
gico) como se ha visto en el apartado anterior, como a nivel periférico

(corticoesterona).

Los experimentos realizados por Brett y Levine (1979) mostraron como
resultado que las ratas polidipsicas experimentaban una reduccion significativa
en sus niveles de corticosterona durante la sesion experimental de presentacion
intermitente de comida. Se puede interpretar, por tanto, que los animales
polidipsicos experimentan una supresion activa de la actividad pituitario
adrenal y que la polidipsia inducida por programa tiene propiedades reductoras
del estrés (producido por la liberacién intermitente de comida a animales
hambrientos), las cuales contribuyen al desarrollo y mantenimiento de esta
conducta. Asi mismo, en otra serie de experimentos, estas mismas autoras
demostraron que este descenso en los niveles de corticosterona en sangre
reflejaba factores psicologicos y no factores fisiologicos periféricos, es decir,
que la reduccion de la corticoeterona en sangre no era debida a Ia
hemodisolucion de dicha sustancia dado la gran cantidad de agua que ingiere el

animal en una situacion de induccién polidipsica (Brett y Levine, 1981).

En otros trabajos se ha investigado el papel de las hormonas pituitario-
adrenales en la polidipsia inducida por programa. La actividad polidipsica

resulta suprimida por la adrenalectomia (Levine y Levine, 1989; Lin, Singer y
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Papasaba, 1988) y por la hipofisectomia (Lin, Singer e Irby, 1990). La
implantacion de corticosterona revierte los efectos de la adrenalectomia y de la
hipofisectomia, de forma total en el primer caso y parcial pero significativa en
el segundo. Todos estos resultados demuestran que la corticosterona
desempefia una funcion muy importante en la adquisicion y desarrollo de la

polidipsia inducida por programa.

Examinando otro tipo de conductas adjuntivas, como el correr por una
rueda, y comparando ésta con la polidipsia inducida por programa, se
obtuvieron resultados que indicaban que la actividad en la rueda daba lugar a
un incremento de corticosterona en plasma (Tazy, Dantzer, Mormede y Le
Moal, 1986), mientras que la actividad polidipsica estaba acompafiada de una
reduccion significativa de los niveles de corticosterona (Brett y Levine, 1979,
1981). Estos resultados sugieren que el uso de los niveles de corticosterona
como indice de reduccion del estrés en situaciones aversivas puede no ser el
adecuado, debido a que éste puede variar en funcion de los requerimientos
metabolicos de la respuesta conductual bajo estudio, especialmente cuando

conlleva ejercicio intenso (como el correr por la rueda).

Ha habido intentos de explorar qué factores pudieran ser los responsables
de las diferencias individuales entre los animales que desarrollan polidipsia y los
que no lo hacen. Dantzer, Terlouw, Mormede y Le Moal (1988a) encontraron que

las ratas que desarrollan polidipsia disminuyen sus niveles de corticosterona e
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incrementan sus niveles de prolactina durante el curso de las sesiones
experimentales, en comparacioén con ratas que no desarrollan polidipsia. No hay
diferencias, sin embargo, en los niveles de catecolaminas de ambos grupos. En
conclusion, el patron neuroendocrino de respuesta de la polidipsia inducida por
programa consistiria en una disminucion de la actividad pituitario-adrenal y en un
incremento de la liberacion de prolactina, sin ningiin cambio en los niveles
plasmaticos de catecolaminas. La predisposicion a desarrollar polidipsia inducida
por programa seria, pues, una faceta de un perfil mas general de reactividad
neuroquimica y conductual, que podria esta relacionado con los sistemas
dopaminérgicos (Mittleman y Valenstein, 1985; Mittleman, Castafieda, Robinson
y Valenstein, 1986). El factor basico subyacente a las diferencias entre los
animales que desarrollan o no polidipsia inducida por programa, pudiera ser la
habilidad para cambiar de una conducta a otra dentro de los programas de
reforzamiento, es decir, la flexibilidad conductual. Generalmente las ratas que no
desarrollan una gran cantidad de polidipsia inducida por programa son animales
que desarrollan cierta cantidad de bebida pero que se muestran flexibles en su
conducta y no desarrollan rutinas. Por el contrario, los animales que desarrollan
gran cantidad de polidipsia son animales cuyos patrones de bebida se vuelven

estereotipados a medida que van desarrollando la conducta.

El principal resultado de estos estudios ha sido el descubrimiento de una
relacion entre la propension a responder bebiendo o comiendo tras la

estimulacion eléctrica del hipotdlamo lateral y la predisposicion a desarrollar
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polidipsia inducida por programa. Estas diferencias pudieran estar relacionadas
con las diferencias individuales en la responsividad de los sistemas
dopaminérgicos. Los animales que desarrollan polidipsia y beben tras la
estimulacion eléctrica del hipotdlamo lateral desarrollan mayor sensibilizacion a
la administracion repetida de anfetamina y muestran una actividad mas amplia de
los sistemas dopaminérgicos en respuesta al estrés producido por una descarga
eléctrica (Mittleman y Valenstein, 1984, 1985; Mittleman y cols., 1986). Ademas,
los animales que no beben tras la estimulacion eléctrica del hipotdlamo lateral
llegan a emitir dicha conducta tras repetidas inyecciones de anfetamina

(Mittleman y Valenstein, 1985).

La hipétesis de la polidipsia inducida por programa como reductora del
estrés es puesta en duda por Mittleman, Robbins y Jones (1988), tras demostrar
que si bien es cierto que existe una relacion inversa entre los niveles de
corticosterona en plasma y la polidipsia inducida por programa, dichos niveles de
corticosterona son significativamente mas altos que los basales tras una sesion de
polidipsia inducida por programa, tanto con agua disponible como sin ella
(resultados contrarios a los hallados por Brett y Levine, 1979; y Tazi y cols.,

1986).

Mittleman, Blaha y Phillips (1992), con el fin de ofrecer una hipdtesis
alternativa llevaron a cabo una serie de experimentos, proponiendo como

conclusion de sus investigaciones un mecanismo neural de accion segun el cual
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los incrementos en la corticosterona plasmatica pueden facilitar la liberacion de
dopamina y es posible que este efecto resulte mediado por los glucocorticoides
que acttian directamente sobre los sinaptosomas reduciendo la recaptacion de
dopamina. Es posible que la corticosterona actiie directamente sobre los
receptores de glucocorticoides en los cuerpos celulares del area tegmental ventral.
Alternativamente, como la administracion de glucocorticoides puede alterar otros
sistemas de neurotransmision, tales como monoaminas y acetilcolina, es posible
que los cambios en estos sistemas puedan interactuar con la neurotransmision
dopaminérgica. Entonces las alteraciones de corticosterona en plasma pueden
afectar a la dopamina por alguno o por todos los mecanismos mencionados, la

forma precisa por la cual ocurre es aun desconocida.

De todo ello se puede concluir que, puesto que tanto los incrementos
como las reducciones de corticosterona estuvieron asociados con la reduccion de
la polidipsia inducida por programa, no existe una relacion consistente entre la
actividad pituitario-adrenal y el desarrollo de bebida adjuntiva y, por tanto, la
hipétesis de que las conductas adjuntivas reducen el estrés parece inconsistente.
Sin embargo, los efectos de la manipulacion de los niveles de corticosterona
fueron diferentes cuando se evaluaron sobre el mantenimiento de la polidipsia. La
adrenalectomia bloqued el posterior desarrollo de polidipsia inducida por
programa y el aumento de corticosterona incrementd la bebida dependiendo de

los niveles de linea base de consumo de agua.
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Mittleman y cols. (1992) proponen la hipotesis de que pudiera haber
diferencias en los mecanismos que controlan la adquisicién y el mantenimiento
de la polidipsia inducida por programa, ya que la adquisicion de la polidipsia
resulta afectada por la deplecién de dopamina en el micleo accumbens (Mittleman
y cols., 1990; Robbins y Koob, 1980; Wallace, y cols., 1983) y esta deplecién no
afecta en la misma intensidad al mantenimiento de la polidipsia (Robbins y cols.,
1983). Por otro lado, el incremento de la corticosterona afecta al mantenimiento
de la polidipsia dependiendo de los niveles de linea base de bebida. Pudiera ser
que el substrato fisiologico de la adquisicion de la polidipsia estuviera en la
proyeccion mesolimbica, mientras que el mecanismo fisiologico de

mantenimiento fuera de caracter endocrino.

Las conclusiones de las investigaciones sobre los mecanismos
neuroendocrinos de la polidipsia inducida por programa son ain bastantes
controvertidas. Existen importantes avances, casi nadie duda que las conductas
adjuntivas en general, y la polidipsia inducida por programa en particular, son
conductas mantenidas por sus consecuencias (véase Pellon y cols., 1998). No
obstante, quedan muchas cuestiones por resolver, por ejemplo, qué tipo de
motivacion las mantiene, si cumple una o varias funciones a lo largo de su
desarrollo, y si cumple la misma funcion en animales con altos niveles de
polidipsia que en animales con bajos niveles de polidipsia. Respondiendo a estas
preguntas puede que se encuentre que son varios los mecanismos implicados en

la génesis y el mantenimiento de esta conducta.
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2. PLANTEAMIENTOS DE LA

INVESTIGACION

La presente Tesis Doctoral se enmarca en una linea de investigaciéon que
se desarrolla en los Laboratorios de Conducta Animal del Departamento de
Psicologia Bésica I, por la cual se intenta determinar el grado de control
farmacologico de la polidipsia inducida por programa a través de drogas de
abuso, y la determinacion de las estructuras neurales implicadas en su génesis y

mantenimiento.

Polidipsia significa beber con frecuencia y abundantemente. La ingestion
de agua en exceso por parte de los animales cuando no tienen sed, resulta un
fenomeno de dificil explicacion. Cuando una rata es privada de comida y
sometida a un programa de reforzamiento intermitente, si se le facilita a la vez
agua, el animal bebe grandes cantidades de liquido concurrentemente con su
ejecucion en el programa de reforzamiento. A esta conducta se le ha denominado

polidipsia inducida por programa (Falk, 1961). Esta ingestion excesiva de agua
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constituye una notable excepcion a la idea general de que la conducta esta
determinada por sus consecuencias, pues no parece estar al servicio de ningin
mecanismo regulatorio de ingestion de liquidos (Stricker y Adair, 1966) y se ha
propuesto como una serie de conductas inducidas, también denominadas

conductas adjuntivas.

Dado que el presente trabajo pretende ser un estudio farmacologico y
neurobioldgico sobre la polidipsia inducida por programa, se plantearon tres
tipos de experimentos en relacion con su estudio. En el primer experimento, se
examina la implicacion del sistema dopaminérgico en los efectos de la d-
anfetamina sobre la polidipsia inducida por programa y de varios antagonistas
dopaminérgicos: SCH-23390 (antagonista selectivo de los receptores DI),
eticlopride (antagonista selectivo de los receptores D2) y flupentixol
(antagonista de los receptores D1 y D2), y las de los agonistas dopaminérgicos
SKF-38393 (agonista selectivo de los receptores D1) y quinpirole (agonista
selectivo de los receptores D2), y se combinaron dosis de los agonistas y
antagonistas dopaminérgicos con dosis de d-anfetamina para conocer si los
efectos de la d-anfetamina sobre la polidipsia pueden ser modulados con dichas
drogas. La manipulaciéon dopaminérgica afecta a la polidipsia inducida por
programa (Mittleman y cols., 1994), y dado que las anfetaminas ejercen la
mayoria de sus efectos conductuales a través del sistema dopaminérgico,

liberando dopamina o inhibiendo su recaptacioén, se puede suponer que los
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neurolépticos y otros antagonistas de los receptores dopaminérgicos puedan

bloquear los efectos de la d-anfetamina sobre la conducta.

Se redujo el peso de los animales al 80% de su peso libre. Se someti6 a los
animales a un programa de Tiempo Fijo (TF) 60-s de liberacion de comida
independiente de la conducta del sujeto. Una vez que la conducta polidipsica
presentd una linea base estable se procedié con el tratamiento farmacoldgico
combinandose las dosis de los antagonistas y agonistas dopaminérgicos con dosis
de d-anfetamina y se determiné la curva de dependencia de dosis de la d-

anfetamina, asi como la de los antagonistas y agonistas dopaminérgicos.

La polidipsia inducida por programa es un patrén de conducta sensible
también a los efectos de las drogas ansioliticas. El segundo experimento de la
Tesis Doctoral se basa en la hipdtesis de que las situaciones capaces de provocar
conductas adjuntivas son altamente activadoras o estresantes, y que la ejecucion
de conductas adjuntivas en esas situaciones funcionaria reduciendo la ansiedad o
el estrés. Las benzodiazepinas son las drogas mas frecuentemente utilizadas como
ansioliticos al tener efectos especificos sobre el Sistema Nervioso Central (SNC),
aumentando las acciones electrofisiologicas y bioquimicas del GABA, principal
neurotransmisor inhibitorio del cerebro. Los ansioliticos, al disminuir la ansiedad,
deberian disminuir también la conducta polidipsica (Sanger y Blackman, 1978).
Pellén y cols. (1992) comprobaron que la administracion de diazepam (una de las

benzodiazepinas mas frecuentemente utilizadas en la clinica para el tratamiento
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de la ansiedad) producia un descenso en la polidipsia inducida por programa.
Hymowitz (1981b) también comprobd que dosis bajas o intermedias de diazepam
no afectaban a la bebida polidipsica, mientras que dosis altas redujeron las tasas
de bebida de esta conducta. Asi mismo, la tasa de respuesta de bebida polidipsica
que ha sido previamente castigada mediante una descarga eléctrica de
determinada intensidad, se ve incrementada con la administracion de ansioliticos

(Flores y Pellon, 1998, 2000).

El objetivo del presente estudio fue investigar los mecanismos
farmacoldgicos de accion de las benzodiacepinas sobre la polidipsia inducida por
programa castigada, a través del estudio comparado de diferentes agonistas
benzodiacepinicos y del posible antagonismo producido por el bloqueo de los

receptores de benzodiacepinas con flumacenil.

En este segundo experimento se examina, en primer lugar, los efectos de
las drogas ansioliticas sobre la polidipsia inducida por programa castigada, para
conocer, mediante diferentes agonistas gabaérgicos, si los efectos ansioliticos
sobre la polidipsia inducida por programa castigada, pueden ser antagonizados
mediante el bloqueo de los receptores de benzodiacepinas por el antagonista
flumacenil. Al igual que en el primer experimento, se redujo el peso de los
animales al 80% de su peso libre y se les sometié a un programa de reforzamiento
de TF 60-s. Una vez estabilizada la bebida polidipsica, se continué administrando

la comida conforme al programa de TF 60-s, pero ahora las ratas recibieron
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ademas una descarga eléctrica en periodos sefalados de cinco minutos. Se
administraron 4 tipos de agonistas completos de benzodiazepinas: diazepam,
clordiacepoxido, oxacepam y el agonista parcial RU-32698, asi como el agonista
inverso RU-34000, tanto para la condicion de castigo como para la de no castigo.
Posteriormente, se combinaron dosis de diazepam en combinacion de dosis de
flumazenil y RU-32698, asi como con dosis del agonista inverso

benzodiacepinico RU-34000.

El tercer experimento se dirige hacia la investigaciéon del sustrato
neurobioldgico de la polidipsia inducida por programa. Esta linea de
experimentacion esta basada en la hipdtesis de que la polidipsia es elicitada por la
excitacion motivacional o arousal que supone la aparicion de la comida al final
del intervalo. Este arousal provocaria la aparicion de conductas relacionadas con
los estimulos disponibles en el ambiente. Esta hipdtesis dirigio las investigaciones
del sustratro neorobioldgico hacia regiones del sistema nervioso relacionadas con
los sistemas de recompensa, en general hacia los sistemas dopaminérgicos (cortex

prefrontal, cuerpo estriado, nicleo accumbens, etc).

En este experimento se examinan si existen diferencias, a nivel
neurologico, entre animales capaces de desarrollar polidipsia y los que no la
desarrollan, basandose en el estudio de las estructuras encefalicas relacionadas
con el circuito motivacional o de recompensa. Una vez reducido el peso de los

animales, como en los anteriores experimentos, se les sometié a un programa
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de reforzamiento intermitente con comida mediante el cual desarrollaron
polidipsia. A continuacion, los animales fueron sacrificados y perfundidos, y
sus encéfalos extraidos para proceder a la incubacion de secciones de tejido
que permitieron, mediante técnicas autorradiograficas, obtener la concentracion
de receptores de regiones anatomicas concretas, previamente seleccionadas por
su implicacién en el circuito motivacional. En segundo lugar, y mediante
técnicas de inmunocitoquimica se estudiaron los niveles de actividad neural a

través de la inmunotincidn de la proteina Fos.
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3. EFECTOS DE LAS DROGAS

SOBRE LA POLIDIPSIA

INDUCIDA POR PROGRAMA

En los capitulos anteriores se ha tratado de ofrecer una panoramica
general acerca de la polidipsia inducida por programa, de sus caracteristicas y
de las principales interpretaciones, tanto de naturaleza conductual como
bioldgica. Dado que el presente trabajo pretende ser un estudio farmacolédgico
y neurobioldgico de la polidipsia inducida por programa, a continuacion se
expondran los efectos de diferentes tipos de drogas sobre la conducta adjuntiva,

aquellas que seran objeto de investigacion en la presente Tesis Doctoral.
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3.1- d-ANFETAMINA.

(+)- Anfetamina sulfato o dextroanfetamina sulfato (d-anfetamina):
S(+)-O-Metilfeniletilamina sulfato (CoH3N),H,SO4 es el isomero mas potente
de las anfetaminas (tres o cuatro veces mas potente que el isémero (-)
anfetamina sulfato o l-anfetamina sulfato). Es un agonista indirecto de los
receptores de dopamina, intensificando la funcion neuronal de la norepirefrina
y de la dopamina ya que actiia, dado su gran semejanza quimica, desplazando
las moléculas de dopamina y de norepinefrina de las vesiculas de
almacenamiento de la terminacién nerviosa, haciendo con ello que estos
neurotransmisores se difundan por la hendidura sindptica e impidiendo su
recaptacion. Arrojados los neurotransmisores a la hendidura sinéptica,
estimulan en ella a los receptores apropiados. Ademas de esta accion, la d-
anfetamina tiene también efecto sobre otro neurotransmisor, tal como la
serotonina (5-Hidroxitriptamina:5-HT), sin embargo su principal accién
conductual es a través de la dopamina (Robbins, Mittlemam, O’Brien y Winn,

1990).

Muchos estudios han demostrado que los efectos dopaminérgicos de la
d-anfetamina se producen a dosis mas bajas de las que se necesitan para activar
otros sistemas neuroquimicos. Se trata pues de un estimulante del SNC que a
dosis bajas produce activacion fisica y mental, caracterizada por un incremento

de la capacidad en general, una demora en la aparicion de la fatiga y una
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disminucién en la necesidad de sueiio. Tras este efecto se produce una marcada
depresion con efecto de rebote. A dosis moderadas, las anfetaminas producen
un estado de euforia y a dosis altas pueden inducir, ademas de esterotipias, un
sindrome psicotico (Kruk y Pycock, 1991). Los efectos alertadores y
estimulantes de las anfetaminas son producidos por la intensificacion de la
actividad noradrenalinérgica en el cortex cerebral. La euforia suscitada por esta
droga implica probablemente al sistema limbico. Las drogas neurolépticas
producen sus efectos terapetticos bloqueando los receptores de dopamina. La
exacerbacion de los sintomas esquizofrénicos con pequenas dosis de
anfetamina se puede explicar, pues, por la capacidad de este estimulante para
incrementar la liberacion de dopamina. Cuando se ingieren dosis cada vez
mayores de anfetamina, se liberan grandes cantidades de dopamina, lo que da
por resultado el sindrome psicético mencionado anteriormente, semejante a la
esquizofrenia. De todas las principales drogas psicoactivas, solo los
estimulantes y los neurolépticos son los que mas selectivamente influyen en los

sistemas dopaminérgicos del cerebro.

Las anfetaminas son drogas que han gozado de una amplia
investigacion en experimentos de conducta por ser sustancias consideradas de
abuso y ejercer una gran variedad de acciones sobre la conducta de los
animales de laboratorio (Moore, 1978). Una de las areas de investigacion
donde mas se han estudiado los efectos de las anfetaminas es la del condiciona-

miento operante. El efecto mas sobresaliente de estas drogas sobre la conducta
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operante es lo que se ha dado en llamar "efecto de dependencia de la tasa". Es
decir, los efectos de las anfetaminas sobre la conducta operante dependen de la
tasa a la cual la conducta estd ocurriendo antes de la administracion de la
droga. Las tasas bajas de respuesta aumentan, y las altas disminuyen, después

de la administracion de anfetamina (Dews, 1958; Kelleher y Morse, 1968).

Sanger y Blackman (1978) revisaron los estudios experimentales sobre
los efectos de las drogas sobre la polidipsia inducida por programa. De esta
revision se puede deducir que las drogas ejercen efectos ordenados sobre esta
conducta adjuntiva, pero estos difieren de los mostrados sobre la conducta
operante. Los estimulantes, tales como las anfetaminas, no tienen efecto o
disminuyen la bebida inducida por programa a dosis pequefias o moderadas, las
cuales simultaneamente incrementan la conducta operante mantenida por el
mismo programa (Wuttke e Innis, 1972; Byrd, 1973; Wayner, Greenberg y

Trowbridge, 1973; Smith y Clark, 1975).

Falk (1964) entrend ratas a presionar una palanca para conseguir
comida de acuerdo con un programa de IV 1 minuto con botellas de agua
disponibles. Cuando la bebida adjuntiva se consider6 estable, se evaluaron los
efectos de la dosis de 0.5 mg/Kg de metanfetamina. La bebida disminuy6
prodigiosamente debido a la administracion de esta droga, mientras que solo se

encontr6é un pequeio efecto sobre la tasa de presion de palanca.
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Algunos investigadores han utilizado programas de IF (Wuttke e Innis,
1972; Byrd, 1973; McKearney, 1973; Wayner y cols., 1973; Williams y White,
1984). Wayner y cols. (1973) sometieron a dos ratas hembra a un programa de
IF 1 minuto de reforzamiento con comida con botellas de agua disponibles.
Cuando se estabilizaron las tasas de bebida, administraron d-anfetamina (0.05,
0.25, 0.50, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/Kg) intraperitonealmente. La bebida adjuntiva
resultdé marcadamente disminuida a dosis de d-anfetamina que concurrente-
mente incrementaron las tasas de presion de palanca (0.5 y 2.0 mg/Kg). A dosis
bajas (0.05 y 0.25 mg/Kg), sin embargo, hubo indicios de que se facilitd la

bebida adjuntiva en uno de los animales.

Byrd (1973) estudi6 en dos chimpancés los efectos de la d-anfetamina
sobre la presion de palanca y la bebida adjuntiva mantenidas por un programa
multiple de IF 10 minutos RF 100 de reforzamiento con comida. Las dosis de
0.3 a 1.0 mg/Kg aumentaron las tasas medias de presion de palanca bajo el
programa de IF, y las dosis de 0.03 a 0.3 mg/Kg aumentaron las tasas medias
de presion de palanca bajo el programa de RF. Ninguna de las dosis de d-
anfetamina estudiadas incrementd la bebida en los chimpancés y ésta fue
totalmente suprimida por las dosis mas altas (1.0 y 3.0 mg/Kg) sélo en el
programa de IF, ya que en el programa de RF la bebida ocurria muy raramente.
También se ha demostrado que la bebida inducida por un programa de TF es
atenuada por la administracion de d-anfetamina (Segal, Oden y Deadwyler,

1965a).
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Sanger (1978b) analiz6 los efectos de la d-anfetamina (0.25, 0.5, 1.0,
2.0 mg/Kg) sobre la presion de palanca y la bebida inducida en ratas por un
programa multiple IF TF. La d-anfetamina incrementdé la proporcion de
lametones que ocurrian al principio del intervalo. No hubo diferencias en los
efectos de esta droga sobre la bebida inducida por los dos componentes del
programa multiple. La presion de palanca en el componente de IF fue alterado
por la anfetamina, incrementando la proporcion de respuestas emitidas al

principio del intervalo.

McKearney (1973) registro las tasas de bebida durante segmentos
sucesivos de 18 segundos en un programa de IF 3 minutos. Esto proporciond
un amplio rango de tasas, tanto de bebida adjuntiva, como de respuesta
operante. Los efectos de la metanfetamina sobre estas tasas no fueron

claramente dependientes de sus valores en condicion de control.

Pellon y Blackman (1992) midieron las respuestas obtenidas durante el
intervalo entre reforzamientos dividido en intervalos de tiempo de 5 segundos.
La d-anfetamina desplazd la distribucion de los lametones entre

reforzamientos.

Flores y Pellon (1997) investigaron los efectos de dependencia de la

dosis de la d-anfetamina en la distribucion de los lametones a lo largo de las
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distintas duraciones de los intervalos entre reforzamientos divididos en
segmentos de 2 segundos. Los resultados confirmaron que la d-anfetamina
produjo un desplazamiento hacia la izquierda en la distribucion de los

lametones.

McMillan (1979) encontré que los efectos de la d-anfetamina (0.1, 0.3,
1.0, 3.0 mg/Kg) sobre la polidipsia inducida por un programa de IF 90
segundos fueron dependientes de la tasa de los valores de control, decreciendo
los valores mas altos e incrementandose los mas bajos. No obstante, sus datos
no son totalmente concluyentes, pues dos de las cuatro ratas utilizadas
redujeron las tasas altas de bebida polidipsica, pero en estas mismas ratas no se
puede apreciar el efecto de incremento de tasas bajas, que s6lo aumentaron en
las otras dos ratas. En contraste con McMillan (1979), Flores y Pellon (1995)
encontraron que los efectos de la d-anfetamina (0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/kg)
sobre la polidipsia inducida por un programa multiple de TF IF (15, 30, 60,
120, 240 y 480 segundos) producia una reduccion de la respuesta dependiente
de la dosis de manera inversamente proporcional a la tasa de lametones de los
valores de control, es decir, las lineas base de respuesta bajas resultaron mas
suprimidas (efecto de dependencia de tasa inverso), resultados que

complementan y corroboran los obtenidos por Robbins y cols. (1983).

Williams y White (1984) estudiaron los efectos de distintas dosis de d-

anfetamina (0.3, 1.0, 3.0 y 10.0 mg/Kg) sobre dos conductas inducidas
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diferentes por un programa de IF 90 segundos. Las dosis de 0.3 y 1.0 mg/Kg de
d-anfetamina incrementaron significativamente la tasa de presion de palanca,
mientras que la dosis de 10.0 mg/Kg la disminuy6. Tanto la bebida adjuntiva
como la actividad inducida resultaron disminuidas por la anfetamina. Estos
datos demuestran que la d-anfetamina tiene efectos diferentes sobre las
conductas operante y adjuntiva, y que los efectos de una droga sobre la tasa de
una conducta adjuntiva puede ser un ejemplo sobre los efectos de esa droga

sobre otra conducta adjuntiva diferente.

Pellon y cols. (1992) estudiaron los efectos de la d-anfetamina (0.25,
0.5, 1.0 y 2.0 mg/Kg) sobre la bebida inducida por un programa de TF 60
segundos, utilizando procedimientos de castigo negativo y de no castigo. El
procedimiento de castigo utilizado consistidé en una demora de 10 segundos en
la liberacion de la siguiente bolita de comida que se iniciaba con cada lameton.
Las dosis mas bajas no tuvieron efecto sobre la bebida inducida no castigada,
sin embargo, la dosis mayor la disminuy6. La bebida castigada resulto

incrementada por todas las dosis de d-anfetamina.

Se puede concluir que las acciones de las anfetaminas sobre la bebida
dependen de las circunstancias bajo las cuales ocurre la bebida. Asi mismo, las
anfetaminas afectan de forma diferencial a la conducta operante y a las

conductas inducidas. Mientras que la conducta operante puede ser
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incrementada como consecuencia de dosis moderadas de anfetaminas, estas

mismas dosis no alteran o incluso reducen la bebida polidipsica.

3.2- NEUROLEPTICOS.

Los neurolépticos o antipsicoticos son antagonistas selectivos de los
receptores de dopamina. La dopamina es un neurotransmisor clasificado dentro
de las catecolaminas, localizado en el SNC y en algunos ganglios del Sistema
Nervioso Auténomo (SNA). Las catecolaminas estan constituidas por la
dopamina, la noradrenalina (o norepinefrina) y la adrenalina (o epinefrina). Tanto
en el SNA como en el SNC, la dopamina es un precursor de la adrenalina y de la
noradrenalina. La neurotransmision dopaminérgica solo ocurre en el SNC, no
obstante se han encontrado receptores de dopamina en el sistema nervioso
periférico, en los ganglios simpdticos, en las glandulas exocrinas, en el tracto

gastro-intestinal y en las arterias mesentérica y renal.

Existen cuatro vias dopaminérgicas en el cerebro: la via dopaminérgica

mesolimbica que proyecta desde el tronco del encéfalo a las areas limbicas del
cerebro, y se piensa que controla la conducta emocional, la actividad cognitiva y
el refuerzo y que, en especial, produce delirios y alucinaciones cuando esta
hiperactiva. Cuando estas vias se interrumpen por bloqueo de los receptores
dopaminérgicos, se reducen los delirios y alucinaciones. Lo contrario ocurre

cuando estas vias son activadas por farmacos estimulantes. La via dopaminérgica
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nigroestrial (sustancia negra-cuerpo estriado) que proyecta desde la sustancia
negra a los ganglios basales que forman parte del sistema extrapiramidal del
SNC, y que controla los movimientos. Cuando los receptores de dopamina son
bloqueados en las proyecciones postsinapticas de este sistema dopaminérgico se

producen trastornos del movimiento. La via dopaminérgica mesocortical que

proyecta desde el area tegmental ventral del mesencéfalo a la corteza limbica, esta

relacionada con la via dopaminérgica mesolimbica. La via dopaminérgica

tuberoinfundibular que proyecta desde el hipotadlamo a la glandula pituitaria

anterior. El hipotdlamo regula la emision, desde la glandula pituitaria, de
hormonas que influyen en otras glandulas distribuidas por todo el cuerpo, entre

ellas la glandula tiroidea, la glandula adrenal y las gonadas.

Existen cinco tipos de receptores dopaminérgicos: D1A, D2, D3, D4 y D5
o D1B; estos receptores se dividen a su vez en dos familias, considerandose los
receptores DIA y D5 como pertenecientes a la primera familia, y los receptores
D2, D3 y D4 a la segunda. Los receptores D1 estan unidos a un subtipo de
proteina G que activa a la enzima adenilato ciclasa y los D2 lo estan a un subtipo
de proteina G que inhibe a la adenilato ciclasa (Stoof y Kebabian, 1984). Todos
los receptores DI estdn localizados en las estructuras postsinapticas; los
receptores D2 se localizan tanto presindptica como postsindpticamente. El
receptor D3 se encuentra principalmente en el sistema mesolimbico, asociado
con funciones emocionales y cognitivas (Kruk y Pycock, 1991) y, al igual que

el receptor D4, parece que no existe en los ganglios basales.
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Los neurolépticos son farmacos utilizados en el tratamiento de la
esquizofrenia y actiian principalmente bloqueando los receptores D2 de
dopamina (Kandel, 1991). Los llamados neurolépticos tipicos, tales como el
haloperidol y la clorpromacina, son los responsables de las llamadas reacciones
extrapiramidales y la discinesia tardia, ambas derivadas de las propiedades
bloqueantes sobre el receptor dopaminérgico D2 en la via nigroestriatal. Los
neurolépticos atipicos (por ejemplo, clozapina) son potentes antagonistas de los
receptores D1 y D4 y parecen tener menos facilidad para producir efectos
extrapiramidales por ser mas selectivos para los receptores mesolimbicos que

para los nigroestriatales.

Se han propuesto dos hipotesis para explicar los mecanismos de accion
conductual de los neurolépticos. Una de las hipdtesis propone que los
neurolépticos producen reducciones en las respuestas reforzadas porque actuan
sobre los mecanismos motivacionales que estan implicados en los procesos de
reforzamiento (Wise, 1982). Existe otra serie de trabajos que proponen que los
neurolépticos ejercen su accion al causar impedimentos en la iniciacion o
ejecucion de las conductas alterando el sistema motor, reduciendo la actividad
locomotora (Fowler y Mortell, 1992), las entradas al comedero y conductas
como el morder, e incrementando conductas como la masticacion y la latencia

para coger la comida (Todd y cols., 1992).
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Existe evidencia experimental de que la dopamina es un
neurotransmisor que modula la ingestién de agua (Dourish, 1983; Pal, Bharathi
y Thombre, 1992). Varios estudios han revelado la naturaleza facilitadora de la
dopamina para aumentar la ingestion de agua debido a estimulos que provocan
sed (Mailman, 1983; Fregly y Rowland, 1988). Este efecto de la dopamina
correlaciona con los estudios que demuestran la inhibicion de la ingestion de
agua debida a la administracion de antagonistas de los receptores de dopamina

(Pal y cols., 1992).

La polidipsia inducida por programa es un patréon de conducta sensible a
la accion de los neurolépticos. Diversos estudios han demostrado que su
administracion disminuye la polidipsia inducida por programa (Byrd, 1974;
Porter, Goldsmith, McDonough, Heath y Johnson, 1984), asi como la conducta

operante (Keehn, Coulson y Klieb, 1976; Sanger y Blackman, 1989).

Byrd (1974) inform6 de reducciones en la bebida adjuntiva de dos
chimpancés tras la administracion de clorpromacina. En este experimento los
sujetos fueron entrenados para obtener comida presionando una palanca de
acuerdo a programa multiple de IF RF. El agua estuvo disponible en todo
momento y los sujetos bebieron con mucha frecuencia durante el componente
de IF y raramente durante el componente de RF. La clorpromacina a dosis
bajas (0.1 y 0.3 mg/Kg) incrementd la tasa de respuesta operante en el

componente de IF y redujo dicha tasa a dosis altas (1.3 mg/Kg). La ingestion
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de agua no resulto afectada por la administracion de dosis bajas de
clorpromacina, pero fue marcadamente reducida por dosis que también
redujeron la respuesta operante, de lo que se deduce que los efectos de las
drogas pueden afectar diferencialmente a la respuesta operante y a la bebida

adjuntiva (ver también Byrd, 1973)

Keehn y cols. (1976) estudiaron por primera vez los efectos del
haloperidol sobre la bebida adjuntiva en ratas. Los animales fueron entrenados
a presionar una palanca para conseguir comida mediante un programa de IF 60
segundos con agua disponible. El haloperidol fue administrado mediante la
adulteracion de las bolitas de comida (0.01 mg de haloperidol en cada bolita).
Tanto la bebida como la presion operante de la palanca resultaron muy
reducidas. Keehn y Riusech (1977) demostraron que la administracion oral de
haloperidol (0.25-0.75 mg/Kg), drogando cada bolita de comida con 0.01 mg,
redujo el consumo de agua y sacarina al 4% en proporcion directa a la dosis,
pero la ingestion de sacarina siempre fue superior a la del agua. Este resultado
concuerda con la hipotesis de que el mecanismo de accidon de los neurolépticos

es disminuir la motivacion por el reforzador (Wise, 1982).

Snodgrass y Allen (1987), en una serie de tres experimentos,
compararon los efectos de la apomorfina, un agonista dopaminérgico, con los
del haloperidol. El haloperidol, a dosis de 0.05 y 0.3 mg/Kg, produjo

reducciones dependientes de la dosis en la presion operante de palanca y en la
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polidipsia inducida por programa. A dosis mas altas, el haloperidol también
disminuy6 la frecuencia de reforzamiento. En el segundo experimento,
utilizando un programa de IF 90 segundos y 0.1, 0.2 y 0.3 mg/Kg de
haloperidol, demostraron que las reducciones en la polidipsia inducida por
programa fueron debidas al efecto del haloperidol y no a posibles cambios en
la tasa de reforzamiento, ya que los animales consiguieron todos los
reforzadores a pesar de la disminucion en la tasa de presion de palanca. El
tercer experimento demostrd que el haloperidol redujo la bebida inducida por
privacion de agua adelantando el momento en que las ratas dejaron de beber, a
diferencia de la apomorfina que retrasé el comienzo de la bebida. Segun estos
investigadores, el haloperidol interfiere con el feedback sensorial necesario
para mantener la conducta consumatoria de beber, mientras que la apomorfina

produce déficit motores que interfieren con dicha conducta consumatoria.

Porter y cols. (1984) demostraron que la administracion cronica durante
15 dias de los antagonistas D2 pimozide (0.5 y 1.0 mg/Kg) y spiperone (0.062
y 0.125 mg/Kg) suprimi6 la adquisicion de bebida inducida por un programa
de IF 1 minuto de reforzamiento con comida en ratas. Sin embargo, las mismas
dosis de pimozide y spiperone no afectaron a la bebida inducida por privacion,
ni a la bebida ad libitum. La presion operante de la palanca tampoco resulto
afectada por dichos antagonistas dopaminérgicos. Estos resultados sugieren
que la supresion de la bebida adjuntiva no se puede atribuir a un efecto general

de los antagonistas dopaminérgicos en todo comportamiento de ingestion de
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liquidos. Snodgrass y Allen (1989) realizaron un estudio para determinar si los
resultados de Porter y cols. (1984) con el pimozide fueron debidos a una accion
especifica del pimozide sobre la polidipsia inducida por programa, o si, por el
contrario, fue el resultado de un efecto diferencial sobre una conducta en
adquisicion (la bebida adjuntiva) y una conducta que ya estaba establecida (la
presion operante de la palanca). Snodgrass y Allen (1989) administraron 1.0
mg/Kg de pimozide 30, 60 y 120 minutos antes de la sesiébn experimental,
dependiendo de los grupos, mientras que los sujetos de control recibieron el
vehiculo de la droga con los mismos intervalos inyeccion-sesion. Los
resultados indicaron que, tanto la adquisicion de la bebida inducida, como la
conducta operante, fueron afectados de forma semejante y dependiendo del
intervalo de tiempo desde la administracion de la droga. El pimozide causé una
alteracion en la distribucion temporal entre reforzamientos de la bebida
adjuntiva inducida y de la respuesta operante. Los autores abogan porque este
resultado podria haber sido causado por una alteracion en la integracion
sensoriomotora, debido a las propiedades bloqueadoras de la dopamina que
posee el pimozide. Ademas, estos resultados contradicen los encontrados por
Porter y cols. (1984) y concuerdan con la hipdtesis de que el sistema

dopaminérgico se relaciona por igual con la conducta operante y adjuntiva.

Todd y cols. (1992) examinaron los efectos conductuales y
neuroquimicos del SCH-23390 (antagonista dopaminérgico que actua a través

de los receptores D1 de dopamina) y del haloperidol sobre la polidipsia
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inducida por programa, medidos a través del volumen medio de agua
consumido y del porcentaje de tiempo que los sujetos estuvieron bebiendo de la
botella en comparacion con una condicion pre-droga. Se midieron también los
porcentajes de tiempo por sesion utilizados en conductas como masticar,
morder, levantarse sobre los cuartos traseros, actividad locomotora e
inmovilidad. El haloperidol redujo la polidipsia inducida por programa de
forma dependiente de la dosis, tanto en ml de agua consumida como en el
tiempo empleado en beber. El mismo resultado se obtuvo con el SCH-23390.
El tiempo utilizado en masticar resulté incrementado, de forma dependiente de
la dosis, por las dos drogas, al igual que el tiempo en estado de inmovilidad.
Por el contrario, el tiempo utilizado en morder fue disminuido por las dos
drogas de forma dependiente de la dosis. La conducta de levantarse sobre los
cuartos traseros no se mostrd afectada de forma significativa por las drogas.
Por ultimo, el haloperidol, pero no el SCH-23390, redujo de forma dependiente
de la dosis la actividad locomotora. La cantidad de tiempo total empleada por
los animales en actividades orales no cambi6, debido a que la conducta de
masticar sustituyé a la conducta de beber. Los autores argumentan que la
conducta polidipsica puede ser un buen modelo para examinar neurolépticos
debido a su extensa sensibilidad a los efectos extrapiramidales, pues tanto los
antagonistas D1 (SCH-23390) como los D2 (haloperidol) dan lugar a una
conducta excesiva de masticar que es un movimiento distonico tipico del
tratamiento con neurolépticos y se puede considerar como uno de los sintomas

del sindrome extrapiramidal. Los autores intuyen que si la clozapina o el SCH-
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23390, drogas que han demostrado que tienen menos efectos extrapiramidales,
produjeran la conducta de masticar no regulatoria en un paradigma de
induccion polidipsica, entonces podriamos estar ante un modelo de conducta
extremadamente sensible a los efectos extrapiramidales de las sustancias
potencialmente neurolépticas. Estos autores concluyen que la polidipsia
inducida por programa podria ser un buen modelo para estudiar los farmacos

neurolépticos basandose en los efectos extrapiramidales.

Didriksen y Christensen (1992) y Olsen, Didriksen y Christensen
(1992) han investigado si la polidipsia inducida por programa pudiera ser un
buen modelo de los efectos antipsicéticos de los neurolépticos. Estos efectos
antipsicoticos son mediados por el sistema mesolimbico (Kandel, 1991) y la
bebida polidipsica depende de la integridad de las proyecciones mesolimbicas
(Robbins y Koob, 1980; Wallace y cols., 1983; Mittleman y cols., 1990).
Didriksen y Christensen (1992) indujeron bebida polidipsica en ratas mediante
un programa de TF 1 minuto de liberacion intermitente de comida en sesiones
experimentales de 20 minutos. Los neurolépticos fueron administrados
diariamente durante 21 dias mediante inyecciones subcutaneas 30 minutos
antes del comienzo de la sesion. Tras la retirada de la administracion de drogas,
los animales fueron evaluados durante 7 dias en los que recibieron salino.
Encontraron que los neurolépticos atipicos, a dosis clinicamente relevantes, no

suprimieron el consumo de agua tanto como lo hicieron los neurolépticos
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tipicos. Por tanto, la polidipsia inducida por programa puede ser utilizada como

una herramienta conductual para diferenciar neurolépticos tipicos y atipicos.

De todo esto se deduce que los neurolépticos reducen tanto la conducta
operante como la bebida inducida por programa, y que esta tltima conducta ha
sido propuesta en los ultimos afios como un modelo animal adecuado para

estudiar los efectos farmacoldgicos y conductuales de los neurolépticos.

3.3- ANSIOLITICOS.

El término ansiolitico ha sido utilizado para describir la categoria de
drogas que se utilizan en el tratamiento de la ansiedad patologica. La primera
sustancia que se introdujo especificamente como sedante y después como
hipnético fue el bromide, entre 1853 y 1864. Solo cuatro sustancias hipnético
sedativas estuvieron en uso antes de 1900: el hidrato de cloro, el paraldehido, el
uretano y el sulfonal. Los primeros tratamientos para la ansiedad generalizada
fueron los barbituricos (barbital y fenobarbital), que sirvieron como ansioliticos
hasta la década de los sesenta. Estos agentes poco tenian que ver con una accion
ansiolitica especifica: reducian meramente la ansiedad en proporciéon a su
capacidad sedante. La necesidad de separar las propiedades hipnético sedativas
de las anticonvulsivas, que coexistian en estos farmacos, condujo a la busqueda
de sustancias con efectos mas selectivos sobre el SNC y que no tuvieran los

fuertes efectos depresores que sobre éste producian los barbitaricos. Todo esto
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llevo a la sintesis, en 1957, del clordiacepoxido. Con su introduccion en la
practica clinica en 1961, dio comienzo la era de las benzodiazepinas (véase la
Tabla 3.1). Estos agentes revolucionaron el tratamiento de la ansiedad. Los
agentes anteriores trataban la ansiedad esencialmente sustituyendo sedacion por
ansiedad, cuando se introdujeron las benzodiazepinas se observaron por primera
vez acciones verdaderamente ansioliticas, ya que la reduccion de los sintomas de
ansiedad no se asociaba con un simple enmascaramiento por sedacion. El perfil
farmacologico de las benzodiazepinas y de los barbitiricos es similar y se
caracteriza por mostrar efectos anticonvulsivos, ansioliticos, de relajacion
muscular y propiedades hipndtico sedativas. Es cierto que algunas
benzodiazepinas son mas sedantes que otras. Sin embargo, las benzodiazepinas
sedantes se utilizan mas para promover e inducir el suefio, como sedantes-
hipnoéticos, que como ansioliticos. Aquellas benzodiazepinas utilizadas como
ansioliticos son verdaderamente ansioselectivas; esto es, producen efectos

antiansiedad por otros medios distintos al de producir sedacion (Stahl, 1998).

Tabla 3.1. Algunas de las principales benzodiazepinas.

Alprazolam Lorazepam Triazolam Quazepam Loprazolam
Clonazepam Oxazepam Temazepam Flumazenil Clobazam
Diazepam Prazepam Flurazepam Mitrazepam Flunitrazepam
Clordiacepoxido Clorazepato Midazolam Lormetazolam  Brotizolam
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En la década de los 80 entr6 en la clinica una nueva sustancia, la buspirona, un
compuesto del grupo clinico de las azapironas que demostré ser un ansiolitico
fuertemente efectivo y que a diferencia de las benzodiazepinas y de los barbitaricos, no
presenta efectos anticonvulsivos, hipnotico sedativos ni miorrelajantes. La buspirona
no ejerce su accion a través del receptor para benzodiazepinas (Barrett, Witkin,
Mansbach, Skolnick y Weissman, 1986), sino que esta sustancia ejerce su accion
ansiolitica como agonista parcial del neurotransmisor denominado serotonina, y en
concreto a través de los receptores 5-HT1A (Gleeson, Ahlers, Mansbach, Foust y
Barrett, 1989; Kruk y Pycock, 1991). Su desventaja, comparada con las
benzodiazepinas, consiste en el retraso en el inicio de su accion. Esto ha llevado a creer
que los agonistas 5-HT1A ejercen sus efectos en virtud de acontecimientos adaptativos
neuronales y a nivel de los receptores, mas que por la mera ocupacion aguda de estos,
actuando mediante adaptaciones en los receptores de los neurotransmisores, y que hace
diferente el mecanismo de accién de los agonistas parciales S-HT1A del de los
ansioliticos benzodiazepinicos, que actian de forma relativamente aguda por
ocupacion de los receptores de benzodiazepinas (Stahl, 1998). Las ventajas de los
agonistas parciales 5-HT1A sobre los agentes benzodiazepinicos incluyen la ausencia
de interacciones farmacoldgicas con el alcohol, con las benzodiazepinas y con los

sedantes-hipnoticos, y la no produccion de dependencia o de sintomas de abstinencia.

Comprender las acciones de los firmacos ansioliticos requiere un

conocimiento basico de la farmacologia GABAérgica. E1 GABA es el principal
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neurotransmisor inhibitorio que existe en el cerebro. Las neuronas GABA¢érgicas
utilizan GABA como neurotransmisor. El GABA se sintetiza a partir del
aminoacido precursor glutamato por medio del enzima descarboxilasa del acido
glutdmico. El glutamato procede de los almacenes intraneurales de aminoécidos.
Es el aminoacido libre mas abundante en el SNC. Los receptores GABA también

regulan la neurotransmision GABAérgica.

Existen varios tipos conocidos de receptores GABA. Los receptores
GABA A estan modulados alostéricamente por un conjunto de receptores
cercanos que incluyen a los receptores para benzodiazepinas y barbituricos. Estos
compuestos mas que tener efecto por si mismos, actian aumentando la frecuencia
de apertura del canal del cloro (Kruk y Pycock, 1991). Las benzodiazepinas son
moduladores alostéricos positivos de la neurotransmision inhibitoria rapida del
GABA en los receptores GABA A. Asi pues, la modulacién alostérica positiva de
las benzodiazepinas sobre los receptores GABA A tiene lugar porque las
benzodiazepinas son agonistas completos en el sitio de las benzodiazepinas. Sin
embargo, una modulacion alostérica negativa puede ocurrir cuando un agonista
inverso se liga al sitio benzodiazepinico. En lugar de aumentar la conductancia al
cloro que provoca el GABA A, el agonista inverso la disminuye. Esto puede
traducirse en acciones conductuales opuestas de los agonistas frente a los
agonistas inversos. Por ejemplo, los agonistas completos de las benzodiazepinas
reducen la ansiedad aumentando la conductancia al cloro, sin embargo, un

agonista inverso causa ansiedad, y lo hace disminuyendo la conductancia al cloro.
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Seria de esperar que los agonistas inversos benzodiazepinicos fueran no soélo
ansiogénicos (generadores de ansiedad), sino también proconvulsivantes
(aumentan la probabilidad de convulsiones), activadores (lo opuesto a sedacion) y
promnésicos (promotores de la memoria). Un punto intermedio en el espectro
agonista lo ocupa el agonista parcial, que tiene la posibilidad teérica de separar
los efectos deseados (el efecto ansiolitico) de los efectos no deseados (sedacion
diurna, ataxia, alteracion de la memoria, dependencia y abstinencia). Esto es, los
agonistas completos ejercen tedricamente el repertorio completo de acciones
benzodiacepinicas, mientras que un agonista parcial separaria aquellas acciones
que al parecer s6lo requieren un agonismo parcial (los efectos ansioliticos) de
aquellas que parecen requerir un agonismo completo (la sedacion y la
dependencia). Las manipulaciones farmacologicas de las benzodiazepinas han
avanzado hasta el punto de desarrollar un antagonista, el flumazenil, que puede

bloquear las acciones de las benzodiazepinas y revertir sus efectos (Stahl, 1998).

Parecen existir muchas localizaciones, receptores y puntos de modulacion
de este importante complejo receptor GABA A: el propio GABA como guardian
del canal de cloro y las benzodiazepinas, los convulsivantes, los
anticonvulsivantes y el alcohol como moduladores alostéricos, capaces de
manifestar sus peculiares efectos neuroldgicos y conductuales mediante acciones
diferentes en una constelacion de receptores unicos y diferenciados organizados
en este complejo (Stahl, 1998). Hay multiples formas moleculares de los

receptores benzodiazepinicos, pudiendo existir hasta cinco subtipos de receptor
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benzodiazepinico. Por ejemplo, los receptores benzodiazepina-1 (algunas veces
llamado omega-1) abundan preferentemente en el cerebelo y contienen sitios de
reconocimiento con altas afinidades, tanto para las benzodiazepinas como para
agentes con diferentes estructuras quimicas. La accion ansiolitica, asi como las
acciones sedante-hipnoéticas, parecen estar mediadas principalmente a través del
subtipo de receptor benzodiazepina-1. Por otra parte, los receptores
benzodiazepina-2 (omega-2) se localizan predominantemente en la médula
espinal y en el estriado. Estos receptores pueden estar implicados en la mediacion
de las acciones relajantes musculares de las benzodiazepinas. Finalmente, el
receptor benzodiazepina-3, también conocido como el tipo "periférico" (esto es,
fuera del SNC), es abundante en el rifidon. Su papel en las acciones ansioliticas

todavia no esta claro.

Se piensa, por tanto, que las acciones en los receptores benzodiazepinicos
subyacen virtualmente a todas las acciones farmacologicas de las
benzodiazepinas, tanto las deseables como las indeseables. Esto incluye las
acciones terapéuticas deseables de las benzodiazepinas como ansioliticos, como
sedantes hipnéticos o como anticonvulsivantes y relajantes musculares. También
incluye sus efectos colaterales indeseables como agentes amnésicos y como
agentes que, administrados crénicamente, causan adaptaciones en el receptor
benzodiazepinico y son probablemente responsables de la produccion de

dependencia y de abstinencia (Stahl, 1998).
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El segundo subtipo de receptor GABA es el denominado receptor GABA
B. Este receptor no estd modulado alostéricamente por las benzodiazepinas, sino
que se liga selectivamente al relajante muscular baclofen. Su papel fisioldgico
todavia no es bien conocido, pero no parece estar intimamente ligado a los
trastornos de ansiedad o a los ansioliticos. La estimulacion del receptor GABA B
se manifiesta por cambios en la conductancia del potasio y es un proceso mas
lento que el mediado por los receptores GABA A. Los receptores GABA B
pueden estar localizados en las terminales presindpticas donde la entrada del
calcio en la terminal resulta reducida, lo cual produce disminuciones en la
liberacion sindptica del neurotransmisor en respuesta a la estimulacion

presinaptica (Kruk y Pycock, 1991).

La polidipsia inducida por programa es también un patrén de conducta
sensible a los efectos de las drogas ansioliticas. Las distintas investigaciones que
se exponen a continuacion arrojan resultados que indican que en el caso de los
barbituricos estos tienden a disminuir la polidipsia inducida por programa, y, que
las benzodiazepinas a dosis moderadas aumentan el volumen de agua ingerido
aunque no desplazan la distribucion temporal de la bebida inducida, de la misma
manera, en que lo hacen las anfetaminas, pues en su caso lo que se produce es una
reduccion en el maximo de respuestas que se produce al principio del intervalo

entre reforzadores.
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Falk (1964) encontré que el barbittrico pentobarbital a dosis de 2 mg/Kg
redujo los niveles de bebida adjuntiva en ratas. Existen varios trabajos en los que
se ha demostrado que la administracion periférica de benzodiazepinas facilita la
bebida adjuntiva. Bacotti y Barret (1976) indujeron bebida polidipsica en ratas
mediante un programa multiple de RF 80 IF 2 min, alternando los componentes
después de la liberacion de cada bolita de comida, obteniendo mayor cantidad de
bebida en el componente de IF que en el de RF en tres de los animales utilizados,
mientras que en el cuarto ocurri6 lo contrario. Posteriormente, la administracion
de clordiacepoxido (1.0, 3.0, 5,6 y 10.0 mg/Kg) incremento la cantidad de agua
consumida y la tasa de lametones dependiendo del componente del programa.
Los autores concluyeron que el efecto de la droga venia determinado por las tasas
de bebida en condiciones de control, de tal forma que las tasas bajas se

incrementaron mas que las tasas altas.

Sanger y Blackman (1976) desarrollaron y mantuvieron bebida adjuntiva
en ratas mediante un programa de TF 60 segundos. Una vez estabilizado el nivel
de bebida, administraron diazepam (0.1, 0.3, 1.0, 3.0 y 5,6 mg/Kg) y ripazepam
(1.0, 3.0, 10.0, 30.0 y 56.0 mg/Kg). Las dosis bajas de estas drogas produjeron
pequenos incrementos en la cantidad de agua consumida, pero no asi en el
namero de lametones. Las dosis mas altas redujeron, sin embargo, tanto el nivel
de agua consumido como el nimero de lametones. Segun los autores, estos

resultados podrian deberse al hecho de que las benzodiazepinas alteran la
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topografia de bebida de las ratas, haciéndolas consumir mas cantidad de agua en

cada lameton.

Los resultados de estos experimentos demuestran que los efectos de las
benzodiazepinas sobre la bebida adjuntiva pudieran deberse a que éstas cambian
la forma de beber, ya que se produce un incremento en la cantidad de agua
consumida (Barrett y Weinberg, 1975; Bacotti y Barrett, 1976; Sanger y
Blackman, 1976), pero no en el nimero de lametones (McKearney, 1973; Sanger

y Blackman, 1976).

Mittleman, Jones y Robbins (1988) indujeron bebida polidipsica en ratas
mediante un programa de TF 60 segundos de liberacion de dos bolitas de comida.
Posteriormente les administraron diazepam a dosis de 0.3, 1.0, 3.0 y 5.0 mg/Kg.
La cantidad de agua ingerida fue reducida de forma dependiente de la dosis: las
dosis mas pequefias no tuvieron efecto y las dosis mayores redujeron
significativamente tanto el volumen de agua ingerido como la tasa de lametones,
asi como también la distribucién temporal de la tasa de bebida en los intervalos
entre reforzamientos, reduciéndose la cantidad de respuestas dadas al principio
del intervalo en comparacion con la condicion pre-droga. El nimero de entradas
al comedero no se vio afectado por ninguna dosis de diazepam, pero las dosis mas
altas si afectaron la distribucion temporal de los mismos, reduciéndose estos
durante la ultima mitad del intervalo. La actividad locomotora también se vio

afectada por dosis altas de diazepam, resultando reducidas las tasas altas que se
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venian dando hacia la mitad del intervalo, aunque la media total de actividad

locomotora durante el intervalo no se vio afectada.

Pellon y cols. (1992) administraron dosis de diazepam (0.5, 1.0, 2.0 y 4.0
mg/Kg) en tres ratas para observar sus efectos sobre la bebida polidipsica
inducida por un programa de TF 60 segundos. Las dosis mas bajas de esta droga
(0.5 y 1.0 mg/Kg) produjeron pequeiios aumentos en la cantidad de agua ingerida
medida en ml, pero no asi las dosis de 2.0 y 4.0 mg/Kg. La dosis de 4.0 mg/Kg
s6lo produjo una disminucién significativa de ingestion de agua en una de las
ratas. En la medida de lametones por intervalo, las dosis mas bajas de diazepam
produjeron ligeros aumentos en las tasas de bebida en todos los animales y la

dosis mas alta produjo un descenso en todas las ratas.

Pellon y Blackman (1992) encontraron que el diazepam no cambia la
distribucién de los lametones en los intervalos entre reforzamientos, excepto para
las dosis de 2.0 y 4.0 mg/Kg en una de las ratas. Estos resultados confirman que
el diazepam reduce el maximo de la tasa de lametones en los intervalos entre
reforzamientos, pero sin producir desplazamiento en la distribucion temporal de

los mismos y sin producir reducciones en la tasa global de ingestion de agua.

En animales privados de agua, las benzodiazepinas y los barbitlricos
incrementan el nivel de consumo de agua y parece ser que este efecto no es

debido a la tasa local de ingestion de liquido, sino a un incremento en la duracion
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de la conducta de beber (Cooper y Estall, 1985). El incremento en el consumo de
agua tras los tratamientos con benzodiazepinas no parece ser un efecto secundario
a los efectos ansioliticos y sedativos de éstas, ya que la hiperdipsia parece
mediada por la accion de la droga sobre los receptores de benzodiazepinas,
debido a que este efecto puede ser antagonizado por el flumazenil, antagonista de

los receptores de benzodiazepinas (Cooper, 1982).

Existen diversos estudios sobre los efectos de los ansioliticos sobre la
bebida inducida por programa reducida mediante procedimientos de castigo.
Pellon y cols. (1992) investigaron los efectos del diazepam (0.5, 1.0, 2.0 y 4.0
mg/kg) sobre la bebida polidipsica castigada y mantenida por un programa de TF
60 segundos de presentacion de la comida. La contingencia de castigo consistid
en que cada lameton al pitorro de la botella iniciaba una demora de 10 segundos
en la liberacion de la siguiente bolita de comida (castigo negativo), dando esto
lugar a un bajo nivel de ingestion de agua y de lametones por intervalo, los cuales

no resultaron incrementados por ninguna de las dosis de diazepam.

Flores y Pellon (1998) estudiaron los efectos de la d-anfetamina, el
diazepam (0.5-8.0 mg/kg) y la buspirona sobre la polidipsia castigada que habia
sido inducida por un programa de TF 60 segundos. La contingencia de castigo
consistid6 en que cada lametén al pitorro de la botella por parte de las ratas
experimentales estuvo seguido por una descarga eléctrica (0.05, 0.1 o 0.2 mA),

mientras que las ratas de control recibieron la misma descarga pero
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independientemente de sus lametones a la botella. Los resultados demostraron
que la polidipsia inducida por programa puede ser reducida por la presentacion
intermitente de descargas eléctricas contingentes a la conducta de beber, y que las
tasas de bebida castigada obtenidas mediante este procedimiento fueron
incrementadas significativamente por el diazepam, probandose asi los efectos
anticastigo del mismo, puesto que las tasas de polidipsia obtenidas mediante el
procedimiento de presentacion no contingente de descargas eléctricas no fueron
incrementadas por ninguna de las dosis del diazepam, y que este efecto fue mas
marcado con niveles intermedios de intensidad de la descarga eléctrica. Los
efectos anticastigo de las drogas se restringieron al diazepam, ya que el efecto no
fue compartido por la buspirona ni por la d-anfetamina. Flores y Pellon (2000)
investigaron los efectos del diazepam (0.3-10.0 mg/kg) sobre la polidipsia
castigada por descargas eléctricas dependientes e independientes de la respuesta.
Los resultados demostraron que dosis intermedias o moderadas de diazepam
disminuyeron la polidipsia castigada por una descarga contingente a la respuesta,
la cual producia altas tasas de supresion en la bebida polidipsica, e incrementaron
la tasa de bebida producida como consecuencia de respuestas no contingentes a la
descarga, en las que la supresion de la bebida fue menor. Estos resultados
demostraron que los efectos anticastigo de las benzodiazepinas pueden depender
del nivel de supresion previo obtenido con los procedimientos de castigo, ya que
tasas bajas de bebida castigada se incrementaron tras la administracion del

diazepam y se disminuyeron las tasas mas altas.
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4. EXPERIMENTO |

EFECTOS DOPAMINERGICOS DE LA
d-ANFETAMINA, SOBRE LA POLIDIPSIA

INDUCIDA POR PROGRAMA EN RATAS"

4.1- INTRODUCCION

Cuando una rata es privada de comida pero dispone de agua libremente
en todo momento, si es sometida a un programa de reforzamiento intermitente
de presentacion de comida, la rata bebe grandes cantidades de agua
concurrentemente con su ejecucion operante en el programa de reforzamiento.
Esta conducta se denominé polidipsia inducida por programa (Falk, 1961). La

polidipsia inducida por programa ha sido propuesta como prototipo de una

* Trabajo publicado en The Psychological Record, 2007, 57, 339-357.
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clase de conducta llamada conducta adjuntiva que fue originariamente
considera diferente de la conducta operante mantenida por sus consecuencias
(Falk, 1971; Staddon, 1977). Aproximaciones recientes, sin embargo, sugieren
que las contigencias operantes pueden estan involucradas en el desarrollo y

mantenimiento de la conducta adjuntiva (Ardoy y Pellon, 2004; Palya, 1993).

Sanger y Blackman (1978) hicieron una revision de los efectos de las
drogas sobre la conducta adjuntiva y propusieron que una manera de aclarar la
naturaleza de la conducta adjuntiva seria determinar si los efectos de las drogas
sobre los patrones de conducta adjuntiva, tales como la polidipsia inducida por
programa, son similares a los efectos de las drogas sobre la conducta operante
mantenida por sus consecuencias. Muchos estudios sobre la conducta adjuntiva
castigada y no castigada han producido resultados similares a los que implican
a la conducta operante, tales como los efectos de dependencia de tasa de las
anfetaminas y los efectos anticastigo de las benzodiacepinas (Pellon y Flores,
2009). Un paso mas alld en la farmacologia de la conducta adjuntiva seria
examinar las implicaciones del sistema dopaminergico en la propia conducta, y
los efectos neurofarmacologicos de las drogas psicoestimulantes, tal como se

encontro en los sistemas motivaciones relacionados con el reforzamiento.

Hay importantes evidencias de la implicacion del sistema
dopaminérgico en el desarrollo de la polidipsia inducida por programa (Flores

y Pellon, 2001). Por ejemplo, administraciones repetidas de d-anfetamina
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facilitan el desarrollo de polidipsia inducida por programa (Mittleman y
Valestein, 1994). Lesiones en el nicleo accumbens reducen el desarrollo y
mantenimiento de polidipsia inducida por programa (Mittleman y cols., 1990;
Robbins y Koob, 1980; Wallace y cols., 1983). Incrementos de los niveles de la
dopamina extracelular en el nucleo accumbens también correlacionan con el

desarrrollo de polidipsia inducida por programa (Weisenborn y cols., 1996).

Los compuestos antidopaminergicos reducen la polidipsia inducida por
programa (Porter y cols., 1984; Snodgrass y Allen, 1987; Todd y cols., 1992;
Didriksen, Olsen y Christensen, 1993; Didriksen y Christensen, 1993, 1994;
Mittleman, y cols., 1994;). Todd y colaboradores, por ejemplo, encontraron que
el SCH-23390 (antagonista selectivo de los receptores dopaminergicos D1) y el
haloperidol (antagonista de los receptores dopaminergicos D2) reducen el
consumo de agua pero incrementan la conducta de masticar, lo que les llevo a
concluir que la polidipsia inducida por programa podria ser un buen modelo
para evaluar los propios efectos de las drogas neurolépticas y sus
consecuencias extrapiramidales. Sin embargo, Didriksen y Christensen (1993)
argumentan que la supresion de la polidipsia inducida por programa mediante
antagonistas dopaminergicos no se debe a su efectos extrapiramidales, porque
la supresion no se antagonizd con la escopolamina (droga anticolinérgica
utilizada para contrarestar la distonia inducida por neurolépticos) o por el

diacepan (benzodiacepina utilizada para contrarestar la acatisia).
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La administracion de anfetamina en dosis pequefias o moderadas no
afecta ni disminuyen el desarrollo y mantenimiento de la polidipsia inducida
por programa (Byrd, 1973; McKearney, 1973; Smith y Clark, 1975; Sanger,
1978b; McMillan, 1979; Williams y White, 1984; Flores y Pellon, 1995). Por
ejemplo, Sanger encontré que la d-anfetamina a dosis entre 0.25 y 2.0 mg/kg
no afecta ni disminuye los niveles de la bebida adjuntiva mantenida con
programas de tiempo fijo e intervalo fijo de reforzamiento con comida. Las
dosis de d-anfetamina no alteran las tasas totales de respuesta, sin embargo,
incrementan el nivel de lametones que ocurre al comienzo del intervalo entre

reforzadores (Flores y Pellon, 1997; Pellon y Blackman, 1992).

Se han comprobado los efectos de otros agonistas dopaminergicos tales
como el SKF38393 (agonista selectivo de los receptores dopaminérgicos D1) y
quinpirol (agonista selectivo de los receptores dopaminergicos D2) sobre la
polidipsia inducida por programa, encontrandose que ambos reducian la bebida
adjuntiva dependiendo de la dosis (Mittleman y cols., 1994). Tanto los
agonistas como los antagonistas dopaminérgicos reducen la polidipsia inducida
por programa, Mittleman y cols. (1994) sugirieron que los cambios producidos
en la bebida adjuntiva por la administracién de los compuestos dopaminérgicos
podian deberse a cambios en el balance de activacion de los receptores
dopaminérgicos D1 y D2 fuera de los niveles 6ptimos, asi como a cambios en

los niveles totales de neurotransmision dopaminergica.
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Las anfetaminas ejercen la mayoria de sus efectos conductuales a través
del sistema dopaminérgico, liberando dopamina o inhibiendo su recaptacion
(Robbins y cols., 1990), por tanto se puede suponer que los neurolépticos y
otras drogas antagonistas de los receptores dopaminérgicos puedan bloquear
los efectos de la anfetamina sobre la conducta. El haloperidol, la clorpromazina
y la clozapina bloquean las claves estimulares y las estereotipias inducidas por
la anfetamina, pero no antagonizan la reduccién en la tasa de respuesta
operante producida por dosis intermedias de d-anfetamina (Colpaerts,
Niemegeers y Jansen, 1978; Miczed y Yoshimura, 1982; Nielsen y Jepsen,
1985; Tschanz y Rebec, 1988; Callaham, Appel y Cunninghan, 1991).
Antagonistas selectivos de los receptores D1 y D2 bloquean el aprendizaje de
preferencia del lugar inducido por la anfetamina (Leone y DiChiara, 1987), y
atentian el efecto de la anfetamina sobre el reforzamiento condicionado
(Ranaldi y Beninger, 1993). No se tiene constancia de estudios previos en los
que la coadministracion de d-anfetamina y antagonistas dopaminérgicos hayan

sido probados sobre la polidipsia inducida por programa.

Los experimentos que se presentan a continuacion examinan la
implicacion del sistema dopaminérgico en los efectos de la d-anfetamina sobre
la polidipsia inducida por programa y cémo esas relaciones afectan a la
naturaleza de la conducta adjuntiva. Se determino la curva de dependencia de
dosis de la d-anfetamina, asi como las de los antagonistas dopaminérgicos

SCH-23390 (antagonista selectivo de los receptores DI1), eticlopride
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(antagonista selectivo de los receptores D2) y flupentixol (antagonista de los
receptores D1 y D2), y las de los agonistas dopaminérgicos SKF-38393
(agonista selectivo de los receptores D1) y quinpirole (agonista selectivo de los
receptores D2). Posteriormente se combinaron dosis de los antagonistas y

agonistas dopaminérgicos con dosis de d-anfetamina.

4.2-METODO.

Sujetos.

Se utilizaron 7 ratas albinas macho de la cepa Wistar, procedentes de la
casa Harlam Ibérica, S.A. (Gannat, Francia), experimentalmente ingenuas, con
una edad aproximada de 90 dias y un peso medio de 403.6 g (rango: 374-437
g) al comienzo del experimento. Estuvieron enjauladas individualmente en el
animalario donde se controlaba tanto la temperatura (20°C) como el ciclo de
luz-oscuridad (8am/8pm). Se les someti6é a un control alimenticio diario para
mantenerlas en el 80% (£ 10 g) de su peso libre. Se pesaban las ratas antes de
cada sesion experimental, y al terminar ésta, se les administraba suficiente
comida suplementaria, pero nunca antes de transcurridos 15 minutos desde el
final de cada sesion. Dispusieron de agua limpia y fresca en todo momento.
Las ratas fueron tratadas siguiendo la Directiva del Consejo de la Comunidad

Europea del 24 de Noviembre de 1986 (86/609/EEC).
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Aparatos.

Se utilizaron 4 cajas de condicionamiento operante para roedores LI-
836 (Letica S.A., Barcelona, Espaiia), de 29 cm de largo x 24.5 cm de ancho x
35.5 cm de alto, instaladas en cubiculos ventilables que les aislaba de cualquier
estimulacion ambiental. El techo y la pared izquierda de cada caja estaban
hechos de material acrilico transparente. El resto de las paredes era de material
acrilico opaco. Una botella de agua estaba sujeta en la cara externa de la pared
derecha de cada caja, su tetina accesible al sujeto a través de una abertura de
3.2 cm de ancho y 3.9 cm de alto, situada a 20 cm de la pared frontal y a 7 cm
sobre el suelo. La tetina se dispuso a 2 cm de la abertura de la pared, de este
modo la rata podia lamer pero no podia mantener un contacto permanente con
ella. Los lametones a la tetina fueron detectados al cerrar el circuito eléctrico
entre los pulsos formados sobre las 16 barras paralelas metalicas que
constituian la rejilla del suelo y el de la tetina del biberon, por el contacto con
la lengua del animal. La iluminaciéon de las cajas fue a través de dos luces
internas de 3 W, situadas en la parte superior del panel frontal a ambos lados
del comedero, y una luz ambiente de 25 W colocada en la carcasa externa. El
ruido ambiental producido por la ventilacion fue de 60 dB, y sirvid para
enmascarar otros posibles ruidos externos. Un expendedor de la marca Letica
Instruments, colocado en la cara externa del panel frontal de cada caja,
permitid administrar bolitas de comida de 45 mg de peso (Bio-Serv,

Frenchtown, New Jersey, USA) a un pequefio receptaculo interno situado en el
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centro de la pared frontal a 3.7 cm del suelo, que sirvio como comedero. La
programacion y el registro de los eventos se realizaron a través de un
microordenador de la serie Archimedes (Paul Fray Ltd.) programado en

Arachnid.

Procedimiento Conductual.

Una vez reducido el peso de los animales al 80% se calcul6 para cada
uno de ellos su linea base de ingestién de agua. Durante dos dias se depositd en
sus jaulas hogar un platillo con 60 bolitas de comida durante una hora y se
midid la cantidad de agua consumida. Este procedimiento permite determinar
la cantidad de agua ingerida durante el mismo periodo de tiempo que
posteriormente se utilizard en las sesiones experimentales y con la misma
cantidad de comida, aunque ahora toda junta y no presentdndola de manera

intermitente (cf. Pellon y Blackman, 1987).

Se sometid a los sujetos a un entrenamiento previo al comedero durante
un dia para que se acostumbrasen a las cajas experimentales. Se introdujeron
los animales en sus correspondientes cajas de condicionamiento durante una
hora, donde se habian depositado aproximadamente 20 bolitas de comida en el
comedero. Las luces de las cajas estuvieron encendidas y el ventilador en
marcha, pero la botella de agua no estuvo disponible y no se programo ninguna

contingencia experimental.
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Después comenzo el experimento propiamente dicho. Las botellas se
llenaron con 100 ml de agua fresca y se colocaron en las cajas antes de cada
sesion experimental. Se sometio a los animales a un programa de Tiempo Fijo
(TF) 60-s de liberacion de comida durante 50 sesiones experimentales de 1
hora de duracion, 5 dias por semana. Cada sesion se inicié con la iluminacion
de las cajas, y las bolitas de comida se liberaban a intervalos regulares de 60-s

independientemente de la conducta del sujeto.

Para cada rata y en cada sesion se recogieron las siguientes medidas: a)
la cantidad total de agua ingerida de la botella (este calculo se realizo restando
a los 100 ml originales, el residuo de agua sobrante después de cada sesion), b)
el nimero total de lametones al pitorro de la botella, obteniendo asi el nimero
de lametones por minuto, y ¢) el nimero de lametones al pitorro de la botella
en segmentos sucesivos de 2 seg. del intervalo entre reforzadores, lo que

permitio calcular el cuarto de vida (véase posteriormente).
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Procedimiento Farmacoldgico: Antagonistas Dopaminérgicos.

Una vez finalizado el procedimiento conductual, cuando la conducta de
los sujetos mostrd6 pocas variaciones de sesidn a sesion, se inicio el
procedimiento farmacologico. A las ratas 11, 12 y 13 se les administraron
intraperitonealmente el antagonista selectivo de dopamina D1 SCH-23390, a
dosis de 0.001, 0.003 y 0.01 mg/kg, 15 min antes de la sesion experimental. A
continuacion se administré i.p. el antagonista selectivo de dopamina D2
eticlopride a dosis de 0.001, 0.003, 0.01 y 0.03 mg/kg, 30 min antes de la
sesion. Finalmente, se probaron los efectos de la administracion i.p. del
antagonista no selectivo de dopamina flupentixol, a dosis de 0.03, 0.1 y 0.3
mg/kg, 30 minutos antes de la sesion experimental. Las drogas se disolvieron
en agua destilada y se inyectaron en un volumen de 1 ml/kg. Cada droga se
administr6 en sesiones independientes, y para cada una de ellas el orden de las

dosis fue aleatorio.

A continuacion, los animales fueron inyectados con dosis de 0.3, 1.0 y
3.0 mg/kg de d-anfetamina sulfato. La droga se disolvid en 10% de suero
fisioldgico salino y se inyectd en forma de 1 ml’kg i.p 10 minutos antes de
cada sesion experimental. Las dosis se administraron en un orden aleatorio y
fueron precedidas 20 minutos antes por una inyeccion de agua destilada en un

volumen de 1ml/kg.
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Finalmente, se procedid a evaluar la combinacion de la d-anfetamina
con dosis de los antagonistas en sesiones independientes, siguiendo la siguiente
pauta: se administr6 SCH-23390 (0.001, 0.003, 0.01 mg/kg) 15 min. antes de la
sesion experimental, y transcurridos 5 min. se administr6 la dosis de 1.0 mg/kg
de d-anfetamina; 10 min. después se introdujo a los animales en las cajas
experimentales. Con las dosis de eticlopride (0.01, 0.03 mg/kg) y flupentixol
(0.1, 0.3 mg/kg) se procedié de la misma forma, con la salvedad de que estas
drogas se administraron 30 min antes de la sesidon experimental y transcurridos
20 min se les inyect6 la dosis de 1.0 mg/kg de d-anfetamina. Se seleccioné la
dosis de 1.0 mg/kg de d-anfetamina porque fue la tinica que redujo por si
misma la tasa de lametones, permitiendo de este modo que el incremento o
detrimento que se produjera en las respuestas fuera solo atribuible a las

combinaciones con los antagonistas dopaminérgicos.

El tratamiento farmacoldgico continué a lo largo de las diferentes fases
conforme al siguiente patron: los martes y viernes fueron dias de droga, los
jueves se administré exclusivamente vehiculo, y los lunes y miércoles los
sujetos fueron probados sin inyeccion. A efectos de condiciones de control, se
agruparon los datos de los dias precedentes a la administracion de droga,
separando los dias de control sin inyecciéon (lunes) de los de control con

vehiculo (jueves). El tratamiento farmacoldgico dur6 un total de 50 sesiones.
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Procedimiento Farmacoldgico: Agonistas Dopaminérgicos.

Cuando la conducta de los sujetos mostrod pocas variaciones de sesion a
sesion, las ratas 21, 22, 23 y 24 fueron administradas i.p. con el agonista
selectivo de dopamina D1 SKF-38393, a dosis de 1.0, 3.0 y 10.0 mg/kg, 30 min
antes de la sesion experimental. A continuacidon se administrd i.p. el agonista
selectivo de dopamina D2 quinpirole a dosis de 0.003, 0.01 y 0.03 mg/kg, 30
min antes de la sesion. Las drogas se disolvieron en agua destilada y se
inyectaron en un volumen de Iml/kg. Para cada droga, las dosis fueron
administradas en orden aleatorio y cada una de ellas en sesiones

independientes.

Todos los animales fueron posteriormente administrados con dosis de
0.3, 1.0 y 3.0 mg/kg de d-anfetamina sulfato. La droga se disolvio en 10% de
suero fisioldgico salino y se inyect6 en forma de 1ml/kg i.p. 10 min antes de
cada sesion experimental. Cada administracion de d-anfetamina estuvo
precedida 20 min antes de una inyeccion de agua destilada en un volumen de 1

ml/kg.

Por tltimo, se combinaron las dosis de d-anfetamina de 0.3, 1.0 mg/kg
con 3.0 mg/kg de SKF-38393 y las dosis de d-anfetamina de 0.3 1.0 y 3.0

mg/kg se combinaron con 0.003 mg/kg de quinpirole. Los agonistas
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dopaminérgicos fueron administrados 30 min antes de la sesion experimental, y
20 minutos después se administro la d-anfetamina; 10 minutos mas tarde se
colocd a los animales en las cajas. Las dosis utilizadas de SKF-38393 y
quinpirole se seleccionaron porque fueron las mas altas de las dosis empleadas

que por si mismas fueron ineficaces para reducir la tasa de lametones.

El tratamiento farmacologico durd 35 sesiones, y se siguid el mismo

patron que el descrito anteriormente para los antagonistas dopaminérgicos.

4.3- RESULTADOS.

Como resultado del programa multiple de TF 60-s, todas las ratas
bebieron cantidades excesivas de agua. Durante los cinco ultimos dias del
procedimiento, la ingestion media de agua fue de 1893 + 6.93 ml,
aproximadamente 2.5 veces mayor que en la linea base (8 £ 2.23 ml). Este
consumo de agua es caracteristico de polidipsia inducida por programa, lo que
garantiza que los efectos de las drogas sobre la tasa de lametones se
establecieron sobre una conducta que fue excesiva. La ingestion de comida no
se vio alterada durante el transcurso del experimento; todas las ratas
consumieron rapidamente las bolitas de comida tanto en las sesiones en las que

se administré droga como en las que no se administro.
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Antagonistas Dopaminérgicos.

La Figura 4.1 muestra los efectos de las distintas dosis de SCH-23390,
eticlopride y flupentixol sobre la tasa de lametones de cada rata
individualmente. Se han incluido las medias de los dias de control sin
inyeccion y con vehiculo, con sus respectivos errores tipicos, correspondientes

a todo el tratamiento farmacolégico.

La administracion exclusivamente de vehiculo produjo un pequefio
incremento en la tasa de lametones respecto a la condicion de control sin
inyeccion en las ratas 11 y 12, aunque en general este incremento fue apenas

sustancial.

En general, la administracion aguda de los antagonistas dopaminérgicos
produjo disminuciones dependientes de la dosis en el numero de lametones por
minuto. La dosis de 0.001 mg/kg de SCH23390 no cambi6 la tasa de
lametones; sin embargo, segun la dosis fue incrementandose, los lametones por
minuto disminuyeron en las 3 ratas. Dosis bajas o intermedias de eticlopride no
produjeron reducciones sistematicas en la tasa de bebida, pero hubo un
incremento en el nimero de lametones por minuto en la rata 12. La dosis mas
alta de eticlopride (0.03 mg/kg) produjo una completa abolicion de la conducta

polidipsica de ingestion de agua.
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Figura 4.1. Efectos del SCH 23390 (o), eticlopride (V) y flupentixol ([ )
sobre la tasa de lametones inducido por un programa de tiempo fijo 60-s de
liberacion de comida para cada rata individualmente. También se muestran
los datos para las sesiones de control sin inyeccion (c) y para la
administracion de vehiculo (v).
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Los efectos del flupentixol se caracterizaron también por una
disminucién dependiente de la dosis en la tasa de lametones en todas las ratas.
La dosis de 0.3 mg/kg redujo casi completamente el nimero de lametones por

minuto.

La Figura 4.2 muestra las curvas de dependencia de dosis de la d-
anfetamina (precedida por vehiculo) sobre la tasa de lametones inducidos por
el programa TF en cada una de las ratas individualmente. Las medias de los
dias de control sin inyeccion y con vehiculo, con sus correspondientes errores
tipicos, son los mismos que los de la Figura 4.1. La administracion de d-
anfetamina produjo una reduccion dependiente de la dosis en los lametones por

minuto en las 3 ratas, con una completa abolicion de la bebida a la dosis de 3.0

mg/kg.
70 4 O Rata 11
i O Rata 12
60 1 l A Rata 13
o
S 50
: 5
5 40 A
8 &
c 30 1 %
s 7
§ 20 1
10 4
0 —
c Vv 0.3 1.0 3.0

d - ANFETAMINA (mg/kg)

Figura 4.2. Efectos de la d-anfetamina sobre la tasa de lametones inducida por
un programa de tiempo fijo 60-s de liberacion de comida para cada rata
individualmente. También se muestran los datos de las sesiones de control sin

inyeccion (C) y de la administracion de vehiculo solo, sin droga (V).
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La Figura 4.3 muestra los efectos sobre la tasa de lametones de la
combinacion de dosis de los diferentes antagonistas dopaminérgicos con 1.0
mg/kg de d-anfetamina, en comparacion con los efectos de la d-anfetamina por

si sola (precedida de vehiculo).
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Figura 4.3. Efectos de 1mg/kg de d-anfetamina (@) sobre la tasa de lametones
inducida por un programa de tiempo fijo 60-s de liberacion de comida, y de la
combinacion de diferentes dosis de los antagonistas dopaminérgicos SCH
23390 (0), eticlopride (V) y flupentixol (1) con 1.0 mg/kg de d-anfetamina.
Las lineas horizontales son los rangos de los lametones por minuto en las
condiciones de control.
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Las lineas horizontales punteadas indican el rango del valor de los
lametones por minuto bajo las condiciones de control. Los datos de 1.0 mg/kg
de d-anfetamina sola (precedida de vehiculo) estan representados igual que en
la Figura 4.2. La co-administracion de SCH-23390, eticlopride o flupentixol
con d-anfetamina, por lo general potencid de forma dependiente de la dosis la

supresion de los lametones por minuto producida por la d-anfetamina.

La Figura 4.4 muestra los efectos de 1.0 mg/kg de d-anfetamina, de
diferentes dosis de los antagonistas dopaminérgicos SCH-23390, eticlopride y
flupentixol, y de la combinacién de estas dosis de los antagonistas con 1.0
mg/kg de d-anfetamina, sobre el cuarto de vida de la tasa de lametones
inducida por el programa de TF. Las lineas horizontales punteadas indican el
rango del valor del cuarto de vida en condiciones de control. El cuarto de vida
cuantifica el porcentaje del intervalo entre reforzadores que ha transcurrido
cuando se han emitido el 25% de las respuestas (Gollub, 1964). Se calcul6
mediante las tasas locales de respuesta dentro de los segmentos de 2 seg en que
se dividi6 cada uno de los intervalos entre reforzadores. Se sumaron las
respuestas de cada segmento consecutivo de 2 segundos hasta que el total
acumulativo fue igual a un cuarto del total de las respuestas producidas en el
intervalo. Cada segmento se dividid por el niumero total de segmentos de 2
segundos en cada intervalo entre reforzadores para calcular el cuarto de vida.
Un valor mas bajo del cuarto de vida indica que ocurren mas lametones al

principio del intervalo. El cuarto de vida no resulta una medida significativa
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cuando la tasa de respuesta es muy baja. Por ello, no se ha podido calcular para
todas las administraciones recogidas en la Figura 4.3; por ejemplo, las dosis de
0.003 y 0.01 mg/kg de SCH23390 en la rata 11, la dosis de 0.03 mg/kg de
eticlopride en las ratas 11 y 12, y la dosis de 0.3 mg/kg de flupentixol en las

ratas 11, 12y 13

Ninguno de los antagonistas dopaminérgicos, a ninguna de las dosis
probadas en este estudio, redujeron por si solos el cuarto de vida de la tasa de
lametones (graficos de la izquierda de la Figura 4.4). La dosis de 1.0 mg/kg de
d-anfetamina (datos sobre el 0 en los graficos de la derecha de la Figura 4.4),

sin embargo, redujeron en todas las ratas el cuarto de vida.

El SCH-23390 antagoniz6, dependiendo de la dosis, las disminuciones
producidas por la anfetamina en el cuarto de vida de la tasa de lametones; este
antagonismo resulté completo en las ratas 12 y 13 a la dosis de 0.01 mg/kg,
pero parcial en la rata 11 a la dosis de 0.001 mg/kg, probablemente debido a
que no se pudieron evaluar los efectos de las dosis mas altas. La co-
administracion de eticlopride y d-anfetamina no revirtio los efectos supresores
de la d-anfetamina sobre el cuarto de vida. Finalmente, la dosis de 0.1 mg/kg
de flupentixol antagonizé por completo el efecto de la d-anfetamina sobre el

cuarto de vida en todos los animales.
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Figura 4.4. Efectos de 1 mg/kg de d-anfetamina, de diferentes dosis de los
antagonistas dopaminérgicos, SCH 23390 (0O), Eticlopride (V) y Flupentixol
([1), y de la combinacion de dosis de dichos antagonistas dopaminérgicos con
1.0 mg/kg de d-anfetamina (®), sobre el cuarto de vida de latasa de lametones
inducida por un programa de tiempo fijo 60-s. Las lineas horizontales indican
el rango del valor del cuarto de vida en condiciones de control.
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Agonistas Dopaminérgicos.

La Figura 4.5 muestra las curvas de dependencia de dosis de SKF-38393 y
quinpirole sobre la tasa de bebida inducida por el programa de TF. Las medias
y los errores tipicos de las sesiones de control sin inyeccion y con vehiculo
corresponden a las sesiones inmediatamente precedentes a la administracion de

las dosis de cada una de estas drogas.

El SKF-38393 produjo una disminucién dependiente de la dosis en la tasa
de lametones, de manera que la dosis de 10.0 mg/kg redujo de forma
significativa la bebida adjuntiva en todos los animales. La dosis de 1.0 mg/kg
incrementd ligeramente los lametones por minuto de las ratas 22, 23 y 24. El
quinpirole a la dosis de 0.003 mg/kg incrementd la tasa de lametones de las
ratas 22 y 23. Se produjo una reduccion en la tasa de lametones conforme se

incremento la dosis de quinpirole.

&9



ANA DOLORES RUIZ DIEZ. Tesis Doctoral

100 - ;
Rata 21 Rata 23

80 -

60 -

LT

Lametones por minuto

"1 Rata 22 | Rata 24

T\

Lametones por minuto

C VvV .003.01 .03 .1 .3 1.0 3.010.0 C VvV .003.01 .03 .1 .3 1.0 3.010.0

DOSIS (mg/kg)

Figura 4.5. Efectos del SKF38393 ([]) y quinpirole (V) sobre la tasa de
lametones inducida por un programa de tiempo fijo 60-s de liberacion de
comida para cada rata individualmente. También se muestran los datos de las
sesiones de control sin inyeccion ( C )y de la administracion del vehiculo (V).

La Figura 4.6 muestra la curva de dependencia de dosis de la d-
anfetamina (precedida de vehiculo) de la tasa de lametones para cada rata
individualmente. Los efectos dependientes de la dosis de la d-anfetamina estan

también representados cuando las dosis de esta droga fueron precedidas por la
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administracion de SKF38393, 3.0 mg/kg. o quinpirole, 0.003 mg/kg. Puesto
que estas drogas fueron ineficaces en reducir por si solas la tasa de lametones
(ver Figura 4.5), estudios combinados permitirian una evaluacion de la
facilitacion de los efectos supresores de la d-anfetamina con la administracion
previa de agonistas selectivos dopaminérgicos. Se han incluido la media y los
errores tipicos de las sesiones de control sin inyeccion, y de las sesiones con

vehiculo, previas a las sesiones en las que fueron administradas las drogas.

La administracion de d-anfetamina produjo una reduccion dependiente
de la dosis en la tasa de lametones. La dosis de 0.3 mg/kg produjo un
incremento en los lametones por minuto de la rata 23. La co-administracion de
3.0 mg/kg de SKF-38393 o de 0.003 mg/kg de quinpirole con dosis de d-
anfetamina potencid los efectos supresores de la d-anfetamina sobre la bebida
adjuntiva. Este efecto fue mas marcado para el SKF-38393 que para el
quinpirole. En el caso de la rata 22 es incluso dudoso que 0.003 mg/kg de

quinpirole tuviese efecto potenciador alguno.

Dado que la combinacion de d-anfetamina con las dosis de SKF-38393
y quinpirole llevé a una reduccion significativa de la tasa de lametones,
muchos de estos valores resultan poco apropiados para un analisis del cuarto de
vida en la forma en que se hizo con anterioridad para los antagonistas

dopaminérgicos.
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Figura 4.6. Efectos de la d-anfetamina sobre la tasa de lametones inducida por
un programa de tiempo fijo 60-s de liberacion de comida para cada rata
individualmente. La administracion de d-anfetamina fue precedida por la
administracion de solucion salina (e), SKF 38393, 3.0 mg/kg (1), o quinpirole,
0.003 mg/kg (V). También se muestran los datos de las sesiones de control sin
inyeccion ( C) y la administracion del vehiculo (V).
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4.4- DISCUSION.

Los objetivos de este estudio han sido dos. Por un lado, conocer los
efectos de agonistas y antagonistas D1 y D2 de los receptores de dopamina
sobre la polidipsia inducida por programa. Por otro lado, comprobar si los
efectos de la d-anfetamina sobre la bebida adjuntiva se pueden antagonizar o
potenciar especificamente a través de la accion sobre alguno de estos dos

subtipos de receptores.

Los principales resultados indican que la administracién de agonistas y
antagonistas dopaminérgicos solos y en combinacion con d-anfetamina reducen
la tasa de bebida inducida por programa. El patron temporal de la bebida so6lo
result6 alterado por la d-anfetamina y este efecto fue antagonizado por las
sustancias con actividad sobre los receptores D1. Por tltimo, el efecto supresor
de la d-anfetamina sobre la bebida adjuntiva resulto mas potenciado por el
agonista D1 SKF-38393 que por el agonista D2 quinpirole. Estos resultados se
han obtenido de animales repetidamente testados en diferentes condiciones de

drogas.

En primer lugar, y en concordancia con los datos existentes en la
literatura, los resultados de este estudio demuestran que la administracion de d-
anfetamina reduce la tasa de lametones de forma dependiente de la dosis

(Sanger, 1978b; Robbins y cols., 1983; Williams y White, 1984; Mittleman y
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cols., 1994; Flores y Pellon, 1995), resultado que también se observa con el
antagonista dopaminérgico del receptor D1 SCH23390, con el antagonista
dopaminérgico de receptor D2 eticlopride, y con el antagonista dopaminérgico
de los receptores D1 y D2 flupentixol (excepto para dosis bajas o moderadas de
eticlopride, ver Figura 4.1). Los efectos del SCH-23390 y del flupentixol sobre
la polidipsia inducida por programa han sido probados en diversas ocasiones y
todas ellas coinciden en que estas sustancias reducen la bebida adjuntiva, sin
producir ningin efecto sobre la eficacia en la conducta de beber calculada
como el nimero de lametones por ml de agua consumida (Todd y cols., 1992;
Didriksen y cols., 1993; Didriksen y Christensen, 1993, 1994; Mittleman y
cols., 1994). La co-administracion de SCH-23390, eticlopride o flupentixol con
d-anfetamina potencio, en general, los efectos supresores de la d-anfetamina
sobre la tasa de lametones reducida previamente por la d-anfetamina (ver

Figura 4.3).

Ninguno de los antagonistas dopaminérgicos tuvo efecto sobre el cuarto
de vida de la tasa de lametones, pero la dosis de 1.0 mg/kg de d-anfetamina
redujo el cuarto de vida en todas las condiciones para todos los animales. El
SCH-23390 y el flupentixol, con actividad sobre los receptores D1, revirtieron
el efecto de la d-anfetamina sobre el cuarto de vida. Este resultado no se
observé con la administracion previa del antagonista D2 eticlopride (ver Figura
4.4). Parece, por tanto, que el desplazamiento hacia la izquierda que la d-

anfetamina produce sobre la polidipsia inducida por programa pudiera estar
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mediado de forma selectiva por los receptores D1. En este mismo sentido,
Didriksen y cols. (1993) propusieron que el patrén temporal junto con las
entradas al comedero (medida que no se ha tomado en este estudio) son
medidas mas sensibles al bloqueo de los receptores D1 que al bloqueo de los
receptores D2 ya que el SCH-23390 desplazo hacia la derecha el cuarto de vida
tras un tratamiento cronico y el raclopride, un antagonista de los receptores D2,

no tuvo efecto sobre esta medida.

Es conocido que las drogas dopaminérgicas afectan a la percepcion del
tiempo: la d-anfetamina incrementa la velocidad del reloj interno y produce
una sobreestimacion del tiempo transcurrido, los antagonistas disminuyen la
velocidad del reloj interno produciendo una infraestimacion del tiempo
transcurrido (Maricq y Church, 1983). En nuestro caso, la anfetamina redujo el
cuarto de vida, pero los antagonistas dopaminérgicos no lo alteraron. Dado que
en el presente trabajo fueron solo los antagonistas con actividad D1 los que
revirtieron los efectos de la d-anfetamina sobre el cuarto de vida podriamos
pensar que este subtipo de receptor dopaminérgico podria tener una mayor
implicacion en la percepcion del tiempo. Sin embargo, se ha demostrado que
son los antagonistas dopaminérgicos con mayor afinidad por los receptores D2
los que tienen mayor capacidad para disminuir la velocidad del reloj interno
(Meck, 1986). Esto, junto con el hecho de que la polidipsia inducida por
programa no parece una conducta que esté¢ tan determinada temporalmente

como la conducta operante (Flores y Pellon, 1997), descarta la hipdtesis de que
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el efecto de los agonistas y antagonistas dopaminérgicos sobre la polidipsia

inducida por programa sea a través de una alteracion en la estimacion temporal.

Los agonistas D1 SKF-38393 y D2 quinpirole produjeron ligeros
incrementos o ausencia de efecto a las dosis mas bajas, y a medida que se
incremento la dosis se redujo la tasa de lametones (ver Figura 4.5). Mittleman
y cols. (1994) también encontraron que estos agonistas reducen la polidipsia
inducida por programa de forma dependiente de la dosis. El quinpirole redujo
la bebida adjuntiva al causar impedimentos en la iniciacién o ejecucion de
conductas como la actividad locomotora, las entradas al comedero e
incrementando la latencia para recoger la comida; el SKF-38393 redujo la

bebida inducida sin afectar al resto de las medidas.

Datos recientes demuestran que los agonistas D1, a diferencia de los
agonistas D2, incrementan las estereotipias (Berridge y Aldridge, 2000). Puesto
que nuestro estudio y el de Mittleman y cols. (1994) demuestran que el SKF-
38393 reduce la bebida adjuntiva de forma dependiente de la dosis, los datos de
que ambos agonistas dopaminérgocos D1 y D2 reducen la polidipsia inducida
por programa, descartaria la hipotesis de que la polidipsia inducida por

programa fuese una conducta estereotipada.

Un aspecto destacable del presente trabajo es que a pesar de que los dos

agonistas dopaminérgicos, cuando se co-administran con d-anfetamina,
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potencian los efectos de esta ultima, de nuevo encontramos que es la actividad
sobre los receptores D1 la que parece mdas relevante. Aunque las
comparaciones son dificiles porque se testdé una dosis de cada componente, el
SKF-38393 potencia con mayor claridad que el quinpirole el efecto reductor de
la d-anfetamina sobre la tasa de lametones (ver Figura 4.6). Los resultados de
Mittleman y cols. (1994) que muestran que el SKF-38393 y el SCH-23390
afectan la bebida adjuntiva sin alterar la locomocién, confirmarian esta
hipétesis, sugiriendo la idea de que los efectos reductores producidos por los
agonistas y antagonistas D2 sobre la bebida inducida pudieran tener un caracter
mas indirecto e inespecifico que los producidos por los agonistas y

antagonistas D1.

Estd ampliamente documentado que los dos subtipos DI y D2 de
receptores dopaminérgicos tienen una funcidn distinta en la ejecucion motora
(Smith, Smith, Zigmond, Amalric y Koob, 2000). La estimulaciéon de los
receptores D2 parece ser critica para la integracion sensoriomotora. Asi se ha
demostrado que mientras que el eticlopride altera la ejecucion motora en una
tarea operante de tiempo de reaccion, el SCH-23390 no tiene efecto (Amalric,

Berhow, Polis y Koob, 1993; Smith y cols., 2000).

Tanto agonistas como antagonistas dopaminérgicos reducen la
polidipsia inducida por programa, sin embargo los antagonistas D1, y no los

D2, revierten el efecto de la anfetamina sobre el curso temporal de esta
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conducta y los agonistas D1 potencian los efectos de la d-anfetamina mas que
las sustancias con actividad D2. Pudiera ser entonces que los efectos supresores
de estas sustancias sobre la polidipsia inducida por programa pudieran tener
origenes distintos, especifico sobre la bebida adjuntiva para los DI e
inespecifico, por las alteraciones motoras que producen, para los D2. Por
ejemplo, los receptores D1 parecen ser criticos para la expresion de la actividad
condicionada a contextos asociados con drogas o refuerzos o para la
facilitacion de las conductas preparatorias (Tinsley, Rebec y Timberlake, 2000)
y una de las hipdtesis sobre la polidipsia inducida por programa defiende la
idea de que esta conducta es la expresion de la motivacion asociada a la

aparicion de comida de forma intermitente (Killeen, Hanson, y Osborne, 1978).
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5. EXPERIMENTO II

ANALISIS FARMACOLOGICO DE LOS EFECTOS
DE LAS BENZODIACEPINAS SOBRE LA
POLIDIPSIA INDUCIDA POR PROGRAMA

CASTIGADA"

5.1- INTRODUCCION.

Las benzodiacepinas son unos compuestos altamente efectivos en el
tratamiento de los desordenes de ansiedad (Nutt, 2005). Uno de los efectos
conductuales mejor documentados de las benzodiacepinas es su accion
ansiolitica en procedimientos de conflicto. La tasa de respuesta operante

reducida por la ocurrencia simultdnea de reforzamiento positivo y de castigo es

* Trabajo publicado en Behavioural Pharmacology 2007, 18: 81-87.
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selectivamente incrementada por sustancias con capacidad ansiolitica: las

benzodiacepinas entre otras sustancias. (Houser, 1978; Millan, 2003).

El efecto anticastigo de las benzodiacepinas y otros ansioliticos
depende fundamentalmente de la intensidad y frecuencia de las descargas
eléctricas utilizadas como estimulos punitivos, lo que determina la tasa de
respuesta castigada. Tasas bajas de respuesta operante castigada no son
incrementadas por las drogas ansioliticas (McMillan, 1973; Jeffrey y Barrett,
1979; DworKin, Bimble y Miyanchi, 1989). El grado de los efectos anticastigo
de las benzodiacepinas esta unido a su eficacia clinica, con una correlacion
positiva avalada en estudios con palomas (Kleven y Koek, 1999), ratas (Cook y

Davidson, 1973) y en monos rhesus (Rowlett, Lelas, Tornatzk y Licata, 2006).

Los efectos conductuales de las benzodiacepinas parecen estar
mediados por la accién de diferentes subtipos de receptores GABAA
(Rudolph, Crestani y Mohler, 2000), pudiendo investigarse mediante el
bloqueo de los receptores GABAA por antagonistas benzodiacepinicos, y
comprobando la desaparicion o disminucion de los efectos previamente
observados producidos por los agonistas benzodiacepinicos. En esta misma
linea, los efectos anticastigo de las benzodiacepinas y componentes
relacionados, se puede atenuar si previamente se administra flumacenil, un
antagonista de los receptores de benzodiacepinas (Barret y cols., 1986; Witkin,

Acri, Gleeson y Barrett, 1997).
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Comparando con los estudios realizados sobre conducta operante, muy
pocos estudios han investigado sobre lo efectos de las drogas sobre la conducta
adjuntiva castigada. El termino “conducta adjuntiva” se refiere a cualquier
conducta que ocurra durante un programa de reforzamiento sin que halla
ninguna contigencia aparente relacionada con el reforzador, en contraste con la
necesidad en la obtencion del reforzador de la.conducta operante. El ejemplo
mejor estudiado de conducta adjuntiva es la polidipsia inducida por programa
en ratas, es decir, cuando un animal es privado de comida y se le somete a un
programa de reforzamiento intermitente de presentacion de comida, entonces,
si tiene libre acceso al agua, bebera grandes cantidades de liquido
concurrentemente con su ejecucion en el programa de reforzamiento (Falk,
1961). La polidipsia inducida por programa es una conducta adjuntiva porque
los animales no estan sedientos ni tienen necesidad de beber para obtener el
reforzador. A pesar de las distinciones formales entre conducta adjuntiva y
conducta operante, se ha considerado que las contingencias operantes estan
involucradas en el mantenimiento de la polidipsia inducida por programa y en
las conductas adjuntivas en general. Estas conclusiones se deben en parte de
diversos estudios en los que se muestra similares efectos de las drogas sobre

modelos de conducta adjuntiva y de conducta operante (Pellon y Flores 2009).

Flores y Pellon (1998) demostraron que la bebida adjuntiva reducida

por presentaciones contingentes de descargas eléctricas se podia incrementar
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tras la administracion de la benzodiacepina diacepam, pero no después de la
administracion de buspirona o d-anfetamina. Por otra parte, estos efectos
dependen de la intensidad de la descarga eléctrica utilizada, y no se observaron
en animales que recibieron descargas no contingentes a los lametones. En un
estudio posterior, Flores y Pellon (2000) observaron que el efecto anticastigo
del diacepam fue mayor a medida que la bebida adjuntiva se reducia por la
utilizacion de descargas eléctricas de diferente intensidad, el mayor efecto
anticastigo vino producido cuando se utilizaron descargas suficientemente
intensas. El procedimiento utilizado por Flores y Pellén (2000) consistidé en
inducir bebida adjuntiva en ratas mediante un programa de tiempo fijo (TF)
que dispensaba comida en pellets cada 60 segundos, independientemente de la
conducta de los animales, y alternando este programa con otro, el cual ademas
de la comida, administraba descargas eléctricas cada quinto lametén. Este
procedimiento basado en la presentacion alternativa de los componentes de

castigo y no castigo fue el empleado en la presente serie de experimentos.

Distintos estudios sobre el castigo han demostrado que a dosis
moderadas las banzodiacepinas incrementan la bebida adjuntiva no castigada,
aunque principalmente en términos de ingestion de agua mas que de lametones
(Bacotti y Barret, 1976; Sanger y Blackman, 1976; Pellon y cols., 1992), estos
resultados sugieren que las benzodiacepinas pueden alterar la topografia de la

bebida.
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El objetivo del presente estudio fue investigar los mecanismos
farmacologicos de accion de las benzodiacepinas sobre la polidipsia inducida
por programa castigada, a través del estudio comparado de diferentes agonistas
benzodiacepinicos y del posible antagonismo producido por el bloqueo de los
receptores de benzodiacepinas con flumacenil. Para tal fin, altas tasas de
bebida inducida por un programa de tiempo fijo (TF) 60 segundos de liberacion
de comida fueron castigadas por la presentacion contingente de shocks
eléctricos en periodos sefalados de cinco minutos. Primeramente, se
administraron los agonistas completos de benzodiacepinas diacepam,
clordiacepoxido y oxacepam, y el agonista parcial RU-32698, asi como dosis
del agonista inverso RU-34000 (Tully, Gardner y Westwood, 1991; Gardner y
Budhram, 1991), siendo medida la bebida inducida por programa en el
componente de castigo y de no castigo de forma separada. Finalmente se
administraron dosis de diacepam en combinacion de dosis de flumazenil y
RU-32698, asi como dosis del agonista inverso benzodiacepinico RU-34000

(Gardner y Budhram, 1991).

El estudio de la mediacion farmacoldgica de las acciones de las
benzodiacepinas sobre la polidipsia inducida por programa castigada
proporciona un avance en el entendimiento de los mecanismos involucrados en

el desarrollo y mantenimiento de las conductas adjuntivas.
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5.2- METODO

Sujetos

Se utilizaron 6 ratas macho de la raza Wistar experimentalmente
ingenuas y procedentes de la casa IFFA-CREDO (Lyon, Francia). Tuvieron
una edad aproximada de 90 dias y un peso medio ad libitum de 414 g (rango:
380-432 g) al comienzo del experimento. Se enjaularon individualmente en una
habitacion ambientalmente controlada (22°C de temperatura, 60% de humedad

relativa, y un ciclo de luz/oscuridad 8:00/20:00 horas).

Después de un periodo de habituacion de 10 dias a las condiciones de
habitabilidad, y antes del entrenamiento, se redujo gradualmente el peso de las
ratas hasta el 80% de su peso ad libitum a través de restriccion en la
alimentacion. Se peso a las ratas antes de cada sesion experimental, y al menos
15 min después de terminada la sesion experimental se les dio un suplemento
apropiado a la comida que habian obtenido en la misma. Los animales tuvieron
acceso continuado a agua limpia y fresca en las jaulas hogar. Todos estos
procedimientos estan de acuerdo con la directiva de la Union Europea
2003/65/EC y con el real Decreto Espanol 1201/2005 sobre la proteccion de

animales utilizados para usos experimentales.
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Aparatos

Se utilizaron seis cajas idénticas de condicionamiento operante para
roedores LI-836 (Letica Instruments, Barcelona) con suelos de rejilla y
dimensiones de 29 cm de largo x 24,7 cm de ancho x 35,5 cm de alto. Cada
caja se situd dentro de una carcasa ventilada y a prueba de ruidos, con una
mirilla en la pared izquierda. El panel frontal de cada caja fue de aluminio, la
pared de la derecha de acrilico negro, y las otras paredes y el techo de acrilico
transparente. Las palancas operantes estuvieron retraidas durante el transcurso
del experimento. Las descargas eléctricas se suministraron a través del suelo de
rejilla de cada caja por seis generadores independientes LI 200-20. Se adoso
una botella calibrada con agua en el exterior de la pared derecha de cada caja,
estando el pitorro accesible a través de un agujero de 3,2 cm de ancho x 3,9 cm
de alto, situado a 20 cm de la pared frontal y 7 cm por encima del suelo. El
pitorro se situd 2 cm detras del agujero, de manera que la rata pudiera lamerlo
pero no pudiera tener contacto permanente con el mismo. Cada lameton
produjo el cierre de un circuito entre el pitorro de la botella y el suelo de rejilla,
pero ni las descargas se suministraron a través del pitorro, ni el registro de los
lametones se interrumpid con el suministro de las descargas. Cada caja de
condicionamiento estuvo iluminada por dos bombillas de 3 W durante las
sesiones experimentales. El ruido ambiente producido por la ventilacion fue de

60 dB, lo que sirvié como ruido enmascarador. Detras de cada panel frontal se
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situ6 un dispensador Letica Instruments que suministrd bolitas de comida
estandar para roedores de 45 mg (Bio-Serv, Frenchtown, New Jersey, USA) a
un receptaculo en el centro del panel frontal de la caja, situado a 3,7 cm del
suelo de rejilla. La programacion y registro de los sucesos experimentales se
realiz6 a través de un microordenador BBC (Acorn Computers, Cambridge,

UK) programado en SPIDER.

Procedimiento Conductual

Cuando el peso de cada rata se estabilizo al 80% de su peso ad libitum,
a todas las ratas se les realizd una prueba de ingestion de agua por dos dias
consecutivos. Se situaron juntas en un platillo cincuenta y cinco bolitas de
comida en pellets de 45 mg dentro de las jaulas hogar, y se midi6 la cantidad
de agua consumida por cada rata durante 55 min. Esta medida proporciona una
linea base con la que evaluar el grado de polidipsia inducida por programa
observado posteriormente en el experimento, donde cada animal recibid
intermitentemente las cincuenta y cinco bolitas de comida en sesiones

experimentales de 55 min.

Al dia siguiente, las ratas fueron introducidas por primera vez en las
cajas de condicionamiento por un periodo de 55 min, y se les permitié comer
veinte bolitas de comida que habian sido previamente depositadas en los

correspondientes receptaculos. En esta sesion no se instalaron las botellas de
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agua.

Después de esta sesion de adaptacion, se expuso a las ratas a un
programa de TF 60-s de presentacion de una bolita de comida durante 14
sesiones experimentales de 55 min. Las bolitas de comida se dispensaron a
intervalos regulares de un minuto, independientemente de la conducta de los
animales. Las botellas se llenaron con 100 ml de agua fresca y se colocaron en
las cajas inmediatamente antes de cada sesion experimental. Cada sesion
comenzd con la iluminacion de las cajas. Las sesiones se realizaron 5 dias por
semana. Se registraron las siguientes medidas para cada rata en cada sesion: (a)
el nimero total de lametones, que permitié calcular el nimero de lametones

por minuto; y (b) la cantidad total de agua ingerida (en ml).

La comida se siguié administrando a intervalos regulares de 60 seg en
sesiones experimentales de 55 min. Ahora, sin embargo, se superpusieron dos
periodos de 5 min sefialados por un tono (70 dB, 40 Hz). Estos periodos
senalados se iniciaron respectivamente una vez que habian pasado 15 y 35 min
del comienzo de cada sesion. Cada quinto lametén dentro de estos periodos se
hizo seguir de una descarga eléctrica de 0,3 seg a través del suelo de rejilla (un
programa de RF-5). Se ajust6 la intensidad de la descarga eléctrica para cada
rata de manera que se obtuviese una supresion en la tasa de lametones del 60-
70% en relacion con la registrada durante los periodos no senalados (las

decargas fueron entre 0,10 y 0,12 mA). Los lametones se registraron
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independientemente para cada rata en los componentes de descarga y no-
descarga, lo que permitié calcular el nimero de lametones por minuto de cada
componente del programa multiple. Se siguié midiendo el consumo de agua,
pero no se informard de estos datos al no poder diferenciarse el consumo en
cada componente de forma independiente. Esta fase experimental durd 28

sesiones.

Procedimiento Farmacologico

Inmediatamente se inici6 el Procedimiento Farmacologico, donde se
continué manteniendo el programa multiple de reforzamiento y castigo al que
se habia llegado al finalizar el Procedimiento Conductual. Todos los animales
recibieron entonces administraciones intraperitoneales de compuestos
benzodiacepinicos en un volumen de 1 ml/kg, 10 minutos antes de la sesion
experimental. En primer lugar se administraron agonistas completos de
benzodiacepinas, primero diacepam a dosis de 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 mg/kg,
después clordiacepoxido a dosis de 0.3, 1.0, 3.0 y 10.0 mg/kg, y por ultimo
oxacepam a dosis de 0.3, 1.0 y 3.0 mg/kg. Después se administrd el agonista
parcial de benzodiacepinas RU-32698 a dosis de 3.0, 10.0 y 17.0 mg/kg. El
diacepam se suspendid en una solucion compuesta de agua destilada y tres
gotas de Tween 80 (Sigma-Quimica, Madrid), el clordiacepoxido y el RU-
32698 se disolvieron en 0.9% de solucion salina, y el Oxacepam se suspendid

en una disolucion al 50% de propilenglicol y suero salino. Para cada droga, las
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dosis se administraron en un orden aleatorio, pero todas las ratas recibieron la
misma dosis el mismo dia. Las sesiones de droga fueron los martes y los
viernes. Los animales recibieron los jueves inyecciones intraperitoneales del
vehiculo en un volumen de 1 ml/kg, 10 minutos antes de la sesion. Las sesiones

de los lunes sirvieron como condicion de control sin inyeccion.

Una vez determinadas las funciones dosis-respuesta de los agonistas
benzodiacepinicos, se procedid a evaluar la combinacion de la dosis de 0.3
mg/kg de diacepam (por haber producido el mayor efecto anticastigo: véanse
los Resultados posteriormente), primero con suero salino, después con las dosis
de 3.0 y 10.0 mg/kg del antagonista benzodiacepinico flumazenil (Ro 15-
1788), mas tarde con las dosis de 10.0 y 17.0 mg/kg del agonista parcial de
benzodiacepinas RU-32698, y finalmente con las dosis de 1.0 y 3.0 mg/kg del
agonista inverso de benzodiacepinas RU-34000. El flumazenil se suspendi6 en
una soluciéon compuesta de agua destilada y 3 gotas de Tween 80, el RU-34000
se disolvio en 0.9% de solucidn salina. Los animales recibieron 10 minutos
antes de cada sesion experimental las dos inyecciones correspondientes, y se
mantuvo el mismo procedimiento de aleatorizacion y el patron de

administracidon descrito anteriormente.

El estudio farmacologico duré 52 sesiones, donde se siguieron
midiendo las tasas de lametones independientemente para los componentes

castigado y no castigado. Se calcul6 el porcentaje de cambio producido por
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cada administracion farmacologica con respecto a la condicion de control en
ausencia de inyeccion, dividiendo los lametones por minuto en presencia de la

droga por los de las sesiones de control, y mutiplicando el resultado por cien.

5.3- RESULTADOS

Todas las ratas desarrollaron polidipsia inducida por programa tras ser
expuestas al programa de TF 60-s de presentacion de la comida. Durante los
ultimos cinco dias de exposicion al programa, las ratas bebieron en torno a 28
ml de agua como promedio (rango: 19-42 ml), que fue mas de cuatro veces lo
que consumieron durante la prueba de ingestion de agua en sus jaulas hogar
(6.5 ml como media, rango: 5.0-8.5 ml). Con la introduccion del procedimiento
de castigo, las tasas de lametones en el componente castigado se redujeron
entre un 60% y un 70% en relacién con las tasas de lametones en el
componente no castigado. Especificamente, durante las ultimas cinco sesiones
del programa multiple, la tasa media de lametones por minuto en el
componente castigado fue de 25.33 £ 3.72 y la del componente no castigado de
75.83 £ 17.48. Los animales comieron todos los pellets liberados en cada
sesion experimental, la comida ingerida no se vio sustancialmente alterada por

la introduccion del procedimiento de castigo o de administracion de drogas.
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Agonistas Benzodiacepinicos

La Figura 5.1 muestra los efectos de las distintas dosis de diacepam,
clordiazepoxido, oxacepam y RU-32698 sobre las tasas de lametones en los
componentes castigado (circulos negros) y no castigado (circulos blancos).
También se muestran las medias y los errores tipicos de los lametones por
minuto en las sesiones en las que se administré el vehiculo correspondiente a

cada droga (V).

Los datos se representan como el porcentaje de cambio con respecto a
la tasa media de lametones en la condicion de control donde no se inyect6 a los
animales. En ningln caso la administracion de vehiculo produjo cambios de

interés en las tasas de lametones castigada y no castigada.

En relacion con el componente no castigado, ninguna de las drogas
produjo incrementos en los lametones por minuto. Para el diacepam y el RU-
32698 se observaron disminuciones dependientes de la dosis; para el
clordiacepoxido y el oxacepam se observéd que las dosis bajas o intermedias no
tuvieron efecto en los lametones por minuto no castigados, pero que la dosis

mas alta de ambas drogas redujo sustancialmente la bebida polidipsica.
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Figura 5.1. Efectos del diacepam, clordiacepdxido, oxacepam y RU-32698
sobre la tasa de lametones en el componente castigado (circulos negros) y no
castigado (circulos blancos), representados como el porcentaje de cambio con
respecto a la media de los lametones por minuto en la condicién de control sin
inyeccion. También se representan los resultados correspondientes a la
administracion de vehiculo.

Con respecto al componente de castigo, se observaron efectos
dependientes de dosis en todas las drogas conforme a la siguiente pauta
general: las dosis mas bajas no produjeron efectos en la tasa de lametones

castigada (excepto la dosis de 0.1 mg/kg de diacepam que redujo la conducta),
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se observaron incrementos a dosis intermedias, y disminuciones a las dosis mas
altas (excepto la dosis de 17.0 mg/kg de RU-32698). La tasa de lametones
castigada aument6 hasta aproximadamente el doble tras las dosis de 0.3 mg/kg
de diacepam y 1.0 mg/kg de clordiacepéxido, y también lo hizo, aunque en
menor medida, tras las dosis de 1.0 mg/kg de oxacepam y 10.0 mg/kg de RU-
32698 (y 3.0 mg/kg de clordiacepoxido). La tasa de lametones castigada
disminuy6 tras las dosis de 3.0 mg/kg de diacepam, 10.0 mg/kg de

clordiacepoxido y 3.0 mg/kg de oxacepam.

Antagonistas Benzodiacepinicos

La Figura 5.2 muestra los efectos de la combinacion de diferentes dosis
de flumazenil, RU-32698 y RU-34000 con 0.3 mg/kg de diacepam sobre los
lametones por minuto en el componente castigado, representados como el
porcentaje de cambio con respecto a la media de los lametones por minuto en

las sesiones de control en ausencia de inyeccion.

También se muestra el efecto de la administracion de 0.3 mg/kg de
diacepam precedido de vehiculo (circulos negros). En este caso, se puede
apreciar que la droga increment6 la tasa de lametones castigada en un orden de
magnitud semejante al observado en la figura anterior cuando se administré la

misma dosis de diacepam por si sola.
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Figura 5.2. Efectos sobre la tasa de lametones de la combinacion de diferentes
dosis de flumacenil, RU-32698 y RU-34000 con 0.3mg/kg de diacepam,
representado como el porcentaje de cambio con respecto a la media de
lametones por minuto en las sesiones de control sin inyeccion.

La combinacion de 0.3 mg/kg de diacepam con flumazenil (circulos
blancos) resulté en un antagonismo del efecto anticastigo del diacepam que fue
dependiente de la dosis de flumazenil: con la dosis de 3.0 mg/kg no se
produjeron efectos apreciables, pero con la dosis de 10.0 mg/kg se redujeron
los lametones por minuto incluso por debajo de los niveles basales de conducta
castigada. Resultados parecidos se observaron tras la combinacion de 0.3
mg/kg. de diacepam con el agonista inverso de benzodiacepinas RU-34000

(cuadrados blancos): con la dosis de 1.0 mg/kg no se aprecid efecto alguno,
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pero con la dosis de 3.0 mg/kg se bloqued completamente el efecto anticastigo
del diacepam (las dosis de 10.0 mg/kg. de flumazenil y de 3.0 mg/kg de RU-
34000 por si solas, produjeron un efecto del 87.59% vy del 84.89%
respectivamente de cambio con respecto a la tasa de lametones de la condicion
de control en ausencia de inyeccion, no manifestando efectos apreciables por si
mismos ni por lo tanto efectos ansiogénicos). Por ultimo, la administracion
conjunta de 0.3 mg/kg de diacepam con el agonista parcial de benzodiacepinas
RU-32698 (tridngulos blancos) resultd en un incremento aun mayor de la
bebida castigada cuando se combiné con la dosis de 10.0 mg/kg (del orden de
un 50-75 % mas) y una ausencia de efecto cuando se combiné con la dosis de

17.0 mg/kg.

5.4- DISCUSION.

Los resultados del presente estudio indican, primero, que la polidipsia
inducida por programa no castigada fue reducida dependiendo de la dosis por
administraciones agudas de varias benzodiacepinas, tales como el diacepam
(Sanger y Blackman, 1976; Mitlleman y cols., 1988), el clordiacepdxido
(Baccoti 'y Barrett, 1976), el oxacepam (otro agonista completo

benzodiacepinico) y el agonista parcial benzodiacepinico RU-32698.

Segundo, todos los agonistas benzodiacepinicos mostraron efectos

dependientes de la dosis en el componente de castigo. Las dosis bajas
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generalmente no tuvieron efecto, dosis intermedias incrementaron la supresion
de la bebida, y dosis altas suprimieron la polidipsia inducida por programa
castigada. Estos resultados coinciden con estudios previos realizados con el
diacepam (Flores y Pellon, 1998, 2000) y extienden el efecto anticastigo a otras
benzodiacepinas, incluyendo el agonista parcial, RU-32698. El clordiacepoxido
incrementd en cierto grado la bebida adjuntiva castigada tal como lo hizo el
diacepam, mientras que el oxacepam y el RU-32698 so6lo lo incrementaron la

mitad de lo que lo hicieron el diacepam y el clordiacepoxido.

Las benzodiacepinas produjeron un incremento en la tasa de polidipsia
inducida castigada a dosis mas bajas que las requeridas para disminuir las tasas
de polidipsia inducida no castigada, mostrando una gran especificidad en sus
efectos. Estos resultados estan en la misma linea que estudios previos en
condicionamiento operante utilizando ratas y otros animales (Cook y Davidson,
1973; Kleven y Koek, 1999; Rowlett y cols., 2006). La potencia relativa de los
efectos de las drogas sobre la polidipsia inducida por programa es comparable
a los encontrados en conducta operante castigada (Houser, 1978). La
clasificacion con respecto a la potencia de los efectos sobre el incremento de
tasa en polidipsia inducida por programa castigada fue la siguiente:
diacepam>clordiacepoxido=oxacepam> RU-32698, exactamente igual a los
resultados obtenidos en los efectos de detrimento de tasa en la polidipsia
inducida por programa no castigada (Figura 5.1). En un estudio sobre conducta

operante realizado con monos rhesus, el efecto anticastigo de las
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benzodiacepinas correlaciona positivamente con el uso terapéutico de las
benzodiacepinas en humanos, por ejemplo, el diacepam se mostrd tres veces

mas potente que el clordiacepoxido (Rowlett y cols., 2006).

Los efectos anticastigo de diacepam fueron antagonizados, dependiendo
de la dosis, por el antagonista benzodiacepinico flumacenil y por el agonista
inverso RU-34000. Algunos estudios recientes muestran sin embargo, que las
interaciones del flumacenil con el diacepam serian mas complejas que las de
un mero efecto antagoénico, pudiendo reflejar las acciones del flumacenil como
un agonista parcial inverso del GABA A (Rowlett y cols., 2006). El resultado
obtenido con 10.0 mg/kg de flumacenil no solo antagonizo el efecto anticastigo
de 0.3 mg/kg de diacepam, también suprimi6 los lametones, pudiendo reflejar
un efecto anxiogénico tipico de los agonistas inversos benzodiacepinicos. Las
interaciones del flumacenil con el diacepam fueron similares a las interacciones
del RU-34000 con el diacepam, lo que sugiere que el flumacenil puede tener

una accion similar a la de un agonista inverso.

El agonista parcial RU-32698, dependiendo de la dosis, facilita o
antagoniza los efectos del incremento de tasa producidos por la administracion
de 0.3 mg/kg de diacepam, o suprime la polidipsia inducida por programa. Los
agonistas parciales benzodiacepinicos también han demostrado tener efectos
mixtos en otras medidas de actividad anxiolitica (Jones, Hooks, Juncos y

Justice, 1994). Cuando un agonista parcial no tiene efecto (tal como 17.0
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mg/kg de RU-32698; ver Figura 5.1), se ha considerado que actua
antagonizando los efectos de los mas eficaces agonistas benzodiacepinicos
(Lelas, Rowlett y Spealman, 2001). Cuando los agonistas parciales tienen
efecto (tal como 10.0 mg/kg de RU32698; ver Figura 5.1), estos efectos pueden
aumentar los de los agonistas completos, y esto podria explicar, en teoria, la
curva de respuesta dependiente de la dosis que resulta de la combinacion del
diacepam con diferentes dosis de RU-32698. Alternativamente, el detrimento
observado en la respuesta cuando se combinaron 0.3 mg/kg de diacepam con
17.0 mg/kg de RU- 32698, podria reflejar simplemente una aditividad de las

dosis.

Diversos estudios han demostrado que las benzodiacepinas ejercen
efectos similares sobre la polidipsia inducida por programa y sobre la conducta
operante, tanto en conducta castigada como no castigada. Las similitudes de los
efectos de las drogas sobre modelos de conducta adjuntiva y conducta operante
se han documentado con varias clases de drogas (Pellon y Flores, 2009). Los
resultados del presente estudio extienden estas similitudes, mostrando como los
efectos anticastigo del diacepam sobre la polidipsia inducida por programa
castigada estan mediados por el complejo de receptores benzodiacepinicos, es
mas, los efectos anticastigo de las benzodiacepinas sobre la respuesta operante

castigada estarian mediadas por los receptores benzodiacepinicos.
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6. EXPERIMENTO III

DIFERENCIAS INDIVIDUALES EN LA POLIDIPSIA
INDUCIDA POR PROGRAMA: DIVERGENCIAS

DOPAMINERGICAS NEUROANATOMICAS’

6.1- INTRODUCCION.

Desde hace tiempo se sabe que los neurotransmisores de dopamina
afectan a diversas formas de procesar la conducta en mamiferos. Estas formas
incluyen el aprendizaje y la formacion de la memoria (Ettenberg, 1989; Wickens,

1990; Dunnett y Robbins, 1992; Beninger, 1993).

* Trabajo enviado a Behavioural Brain Research.
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Los primeros trabajos de autoestimulacion eléctrica intracraneal llevaron a
una formulacion sobre la existencia de uno o varios centros de placer en el
cerebro, que serian los responsables del reforzamiento positivo observado en
animales (Olds, 1956). El concepto de recompensa estaria relacionado con las
consecuencias subjetivas producidas por la estimulacion del o de los supuestos
centros del placer existentes en el SNC, experimentadas como positivas y
placenteras. El sistema mesolimbico-mesocortical actuaria como un circuito
motivacional que traduciria los estimulos biologicamente relevantes, incluidos los
ambientales y farmacoldgicos, en respuestas conductuales (Pierce y Kalivas,

1977b, Kalivas y Duffy, 1993b).

El sistema mesolimbico-mesocortical, localizado en la parte anterior del
cerebro, estd formado por una serie de nicleos interconectados entre si de forma
que permite una circulacion relativamente fluida de informacion desde la porcion
ocupada por los nucleos del circuito limbico-estriado-palido hacia los sistemas
motores piramidal y extrapiramidal (Heimer, Alheid y Zahm, 1993; Pennartz,
Groenewegen y Lopes da Silva, 1994; Wright, Beijer y Groenewegen, 1996). La
porcidon dopaminérgica de este sistema se origina en el area tegmental ventral (del
inglés, VTA) y forma una primera via que manda eferentes desde las areas
productoras de dopamina A8, A9 y A10 del tegmento ventral del mesencéfalo a
la porcién lateral o concha (shell) y a la porcion medial o centro (core) del nticleo
accumbens (NAc), estructura situada en la porcion ventral del cuerpo estriado. En

la concha, a su vez, se originan eferencias gabaérgicas dirigidas hacia el tegmento
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ventral, y hacia el tallamo dorsomedial y zona dorsal de la corteza prefrontal, via
el palido ventral. Asi mismo, desde la sustancia negra se envian eferencias
dopaminérgicas de salida del sistema hacia los sistemas motores piramidal y
extrapiramidal. Una segunda via de este sistema parte también del VTA
dirigiéndose hacia el centro del NAc y el palido ventral dorsolateral para confluir
en una via Unica de caracter gabaérgico que se proyecta a tres estructuras
claramente diferenciadas: la sustancia negra, la porcion medial del nicleo
subtalamico y el micleo pedinculo pontino. Las neuronas dopaminérgicas del
VTA también inervan varios nucleos, incluyendo the NAc y el cortex prefrontal
medial, constituyendo la base del sistema dopaminérgico mesolimbico el cual ha
sido considerado como el substrato neural de las sustancias de abuso y de

refuerzo en general (Wise, 2002; Pierce y Kumaseran, 2006)

Los efectos conductuales de la dopamina estdn mediados por receptores
especificos, habiéndose identificado 5 subtipos (Gingrich y Caron, 1993; Sibley,
Monsma y Shen, 1993). Estos se agrupan en dos familias de receptores: la familia
del receptor D1, que incluye los subtipos D1 y D5, y la familia del receptor D2,
que incluye los subtipos D2, D3 y D4. Los receptores de ambas familias son
parejas de nucleotidos de guanina ligados a proteinas, y tienen efectos diferentes
en la actividad de la enzima adelinato ciclasa: los receptores del tipo DI

estimulan, y los del tipo D2 inhiben la produccion del segundo mensajero AMPc.

121



ANA DOLORES RUIZ DIEZ. Tesis Doctoral

Un gran namero de investigadores ha sugerido que las conductas
adjuntivas pueden tener caracteristicas comunes con la excesividad conductual en
humanos, y en particular con el abuso de drogas (Doyle y Samson, 1988; Riley y
Weterington, 1989). Por tanto, nuestra mejor comprension sobre la naturaleza de
la conducta adjuntiva y sus correlatos neurofisioldgicos, podria resultar de gran
ayuda para interpretar e intervenir en el abuso de drogas. La conducta adjuntiva
mejor caracterizada es la polidipsia inducida por programa, consistente en la
ingestion excesiva de liquido por parte de animales que sin tener sed obtienen el
reforzador comida a intervalos regulares de tiempo (Falk, 1961). Por otro lado, la
forma mas frecuente de autoadministracion de drogas que tiene que ver con la

ingestion de liquidos es el alcoholismo (Sanger, 1986a; Wayner, 2002).

Doyle y Samson (1988) demostraron que la ingestion de alcohol en el
hombre puede ser una conducta adjuntiva, por relacionarse dicha ingestion con la
duracion del intervalo entre reforzamientos. Riley y Wetherington (1989)
sefialaron que la polidipsia inducida por programa puede ser un buen modelo de
aproximacion a la patologia humana desde la investigacion basica con animales,
puesto que la topografia de la conducta es similar a la humana y se pueden
conseguir efectos de tolerancia y dependencia a sustancias psicoactivas que

puedan adulterar el agua.

Ademas del alcohol, existen otras drogas que los humanos toman a través

de autoadministracion oral. Leander y McMillan (1975) y Leander, McMillan y
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Harris (1975a, 1975b) han descrito varios estudios en los cuales las ratas
consumian soluciones de morfina o metadona mientras obtenian comida a través
de reforzamiento intermitente. Otros trabajos han demostrado que las ratas
ingieren soluciones de distintas drogas cuando son sometidas a programas de
reforzamiento intermitente, por ejemplo, etonitaceno, un potente opiaceo
(McMillan y Leander, 1976; Meisch y Stark, 1977); tranquilizantes tales como el
pentobarbital (Meisch, 1969), el fenobarbital (Tang, Ahrendsen y Falk, 1981), el
midazolam (Falk y Tang, 1987) o el clordiacepdxido (Sanger, 1977a; Falk y
Tang, 1989); estimulantes como la cocaina (Tang y Falk, 1987; Falk y Tang,
1989; Falk, Ma y Lau, 1991), pequenas dosis de d-anfetamina (Sanger 1977b) o

nicotina (Lang, Latiff, McQeen y Singer, 1977).

Dantzer y cols. (1988a) y Dantzer, Terlouw, Tazi, Koolhaas, Bohus, Koob
y Le Moal (1988Db), estudiaron la existencia de diferencias individuales en la
adquisicion de polidipsia inducida por programa, y qué factores pudieran ser los
responsables de las diferencias entre los animales que desarrollan polidipsia y los
que no lo hacen. Estos autores argumentan que la capacidad para desarrollar
polidipsia inducida por programa se deberia a un perfil mas general de una
actividad neuroquimica y conductual que estaria relacionada con los sistemas
dopaminérgicos. En esta misma linea de investigacion, Mittleman y Valenstein
(1986) encontraron que lesiones en la sustancia negra con 6-OHDA redujeron
significativamente la polidipsia inducida por programa. La estimulacion eléctrica

en el hipotadlamo lateral, por el contrario, favorecid la adquisicion de polidipsia
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inducida por programa (Mittleman y Valenstein, 1984), y lesiones con 6-OHDA
en los nucleos caudado y accumbens alteraron el comer y el beber producidos por
la estimulacion eléctrica del hipotdlamo lateral (Mittleman y Valenstein, 1985),
por lo que también se puede concluir que estos resultados pudieran deberse a
diferencias individuales en la actividad de los sistemas dopaminérgicos.
Mittleman y cols. (1990) argumentaron que se producirian dos tipos de
consecuencias segun la localizacion de la lesion: una seria un desajuste motor que
afectaria a la conducta de beber (decorticacion y lesiones en el niicleo caudado) y
la otra de naturaleza motivacional, que se produciria por las lesiones en el

hipocampo y en el NAc.

Todas estas lineas de investigacion estan basadas en la hipotesis de que la
polidipsia inducida por programa esta elicitada por la excitacion motivacional o
arousal que supone la comida al final del intervalo entre reforzadores (Killeen,
Hanson y Osborne, 1978). Esta activacion provocaria la aparicion de conductas
alternativas relacionadas con los estimulos disponibles en el ambiente, con la
botella de agua en el caso de la polidipsia inducida por programa. Esta hipotesis
gui6 la investigacion del sustrato neurofisiologico responsable de la adquisicion
de la polidipsia inducida por programa hacia las regiones del SNC relacionadas
con los sistemas de recompensa, es decir, hacia los sistemas dopaminérgicos

(véanse las revisiones de Flores y Pellon, 2001; Pellon y Flores, 2009).
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Para comprobar esta hipotesis, el objetivo del presente trabajo
experimental ha sido profundizar sobre el sustrato neurofisiologico de la
polidipsia inducida por programa. Se expuso a los animales a programas
generadores de bebida adjuntiva, y dado que se suelen registrar amplias
diferencias individuales en el consumo de agua (Mittleman y Valenstein, 1985;
Mittleman y cols., 1986; Dantzer y cols., 1988b; Lopez-Grancha, Lopez-Crespo,
Venero, Canadas, Sanchez-Santed, Sandi y Flores, 2006), se estudié si dicha
variabilidad conductual tendria un reflejo en el substrato neuroquimico, medido
de dos formas independientes. En primer lugar, y mediante el uso de técnicas
autoradiograficas, se estudi6 la concentracion de receptores dopaminérgicos en el
cerebro de la rata (cambios en la uniéon a los subtipos de receptores
dopaminérgicos D1 y D2) en funciéon de la cantidad de conducta adjuntiva
desarrollada.. En segundo lugar, y mediante técnicas de inmunocitoquimica, se
estudiaron los niveles de actividad neural en estructuras encefalicas relacionadas

con el circuito motivacional a través de la inmunotincion de la proteina Fos.

6.2-METODO

Sujetos

Se utilizaron 32 ratas macho de la raza Wistar experimentalmente

ingenuas, obtenidas de Charles River (Lyon, Francia) con una edad aproximada

de 70 dias y un peso medio de 485 g (rango: 475-505 g). Una de las ratas fue
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posteriormente retirada del estudio por problemas de salud. Los animales se
alojaron en jaulas individuales y en un estabulario con control de temperatura (21°
C), humedad (60%) y ciclo luz-oscuridad (luces encendidas entre 8.00 y 20:00
horas). Se mantuvieron con acceso continuado a la comida hasta que tuvieron 90
dias de edad, momento en el cual se restringié el acceso a la comida para
mantenerlas al 85% de su peso libre. Los animales tuvieron acceso libre al agua
en todo momento. Todos los animales fueron tratados siguiendo la Directiva del
Consejo de la Comunidad Europea 2003/65EC y el Real Decreto Espafiol
1201/2005 sobre proteccion de animales utilizados para experimentacion y

actividades cientificas.

Aparatos

Se emplearon 8§ cajas de condicionamiento operante para roedores LI-836
(Letica Instruments, Barcelona) de 29 cm de largo, 24.5 cm de alto y 35.5 cm de
alto. Las cajas se situaron dentro de camaras de insonorizacion, asistidas con un
sistema de ventilacion y una pequefia ventana de observacion en el panel
izquierdo. El panel frontal de cada caja era de aluminio, la pared de la izquierda y
la cubierta superior de metacrilato transparente, y el resto de las paredes de
metacrilato negro. Se situd una botella de agua en la cara externa de la pared
derecha, su tetina accesible a través de una abertura de 3.2 cm de ancho y 3.9 cm
de alto, situada a 20 cm de la pared frontal y a 7 cm sobre el suelo. La tetina se

dispuso a 2 cm de la abertura de la pared, de este modo las ratas podian lamer,
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pero no podian mantener un contacto permanente con ella. Los lametones a la
tetina fueron detectados al cerrarse el circuito eléctrico entre los pulsos formados
por las 16 barras paralelas metélicas que constituian la rejilla del suelo y el de la
tetina del biberon, por el contacto con la lengua del animal. La iluminacién de las
cajas fue a través de dos luces internas de 3W, situadas en la parte superior del
panel frontal a ambos lados del comedero, y una luz ambiente de 25 W, colocada
en la carcasa externa. El ruido ambiental producido por la ventilacion fue de 60
dB, que sirvi6 para enmascarar otros posibles ruidos externos. Un expendedor de
la marca Letica Instruments, localizado en la cara externa del panel frontal,
permitié administrar bolitas de comida de 45 mg de peso (Bio-Serv) a un pequefio
receptaculo interno situado en el centro de la pared frontal a 3.7 cm del suelo, que
sirvid como comedero. La programacion y el registro de los eventos fueron
tomados a través de un ordenador de la serie Archimedes (Paul Fray Ltd)

programado en Arachnid.

Para efectuar los cortes de tejido cerebral, se utiliz6 un criostato Reichert
Jung Modelo 2800 Frigocut N (Letica Instruments, Barcelona) con una capacidad
de precision de entre 1 y 60 micras, y que se mantuvo refrigerado a una
temperatura entre —15°C y —17°C. Los autorradiogramas se cuantificaron
mediante un analizador de imagenes computerizado empleando una aplicacion
desarrollada por el NIH (National Institutes of Health, Estados Unidos) y
comercializada por Scion Corporation (Estados Unidos). Para la cuantificacion se

empled una camara digital que se conectd mediante una tarjeta grafica Scion a un
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ordenador compatible Hewlett-Packart.

Para la cuantificacion de células c-fos inmunoreactivas se utilizd un
microscopio Leitz Dialux 20 con cdmara lucida (magnificacion x 40), al que se
acopldé en los oculares una reticula de I1x1 cm, para registrar el nimero y

localizacion de c-fos positivo.

Procedimiento conductual

Después de que cada rata se estabilizara al 85% de su peso libre, todos los
animales fueron expuestos a una prueba de ingestion de agua en sus propias
jaulas hogar. Durante dos dias consecutivos, se les suministré 60 bolitas de
comida de 45 mg (Bio-Serv) durante 30 minutos y se registr6 la cantidad total de
agua consumida. A continuacion, las ratas fueron expuestas durante 30 minutos a
una sesion de adaptacion a las cajas de condicionamiento, donde previamente se
habian depositado 20 bolitas de comida en el comedero. Durante este tiempo, las
cajas estuvieron iluminadas y la ventilacion en funcionamiento, pero no se

programo ninguna contingencia experimental ni se instalaron los biberones.

El experimento propiamente dicho comenzé al dia siguiente. Las ratas
fueron expuestas a un programa de tiempo fijo (TF) 30-s de presentacion de
bolitas de comida durante 30 minutos, 5 dias por semana y por un total de 85

sesiones. Las botellas de agua se llenaron con 100 ml de agua fresca y se
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colocaron en las cajas antes de cada sesion experimental. Cada sesion comenzd
con la iluminacién de las cajas, que se apagaron al concluir la misma. Durante el
experimento se midieron, para cada rata y en cada sesion, el niumero total de
lametones a la botella, lo que se transform6 en la medida de lametones por
minuto, y el volumen total de agua ingerido en ml. Estas mediciones se utilizaron
posteriormente para dividir a los animales, por el valor de la mediana, en ratas

muy bebedoras y poco bebedoras.

Autorradiografia cuantitativa de receptores

Una vez finalizado el Procedimiento Conductual, se asignaron 23 ratas a
un experimento de autorradiografia cuantitativa de receptores, procediéndose al
sacrificio de los animales mediante decapitacion. Se extrajeron sus cerebros, se
congelaron en isopentano (-40°C aproximadamente) durante 1 minuto y se

mantuvieron a -80°C hasta que fueron cortados.

Los cerebros se montaron convenientemente protegidos en una nuez de
criostato con Tissue-Tek. Se cortaron en el criostato descrito anteriormente,
obteniéndose dos secciones coronales (20 micras) de cada una de las siguientes
regiones cerebrales: corteza prefontal (Frl, Fr2 y Fr3), area tegmental ventral y
nicleo accumbens (centro y concha). Todas las parejas de secciones se
dispusieron en portas que habian sido previamente gelatinados y se almacenaron

a—35°C hasta el dia de marcaje con los ligandos radioactivos.
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En el caso de los receptores dopaminérgicos de la familia D1, los portas
se incubaron a temperatura ambiente durante 60 minutos con InM de 3H-
SCH23390 en tampon de S0mM Tris-CIH, 120mM de CINa, SmM de CIK,
1,5mM de CI2Ca y 4mM de CI2Mg (pH7,4). En el caso de los receptores de la
familia D2, los portas se incubaron a temperatura ambiente durante 60 minutos
con 1 nM de 3H-Spiperone. La union al subtipo de receptores dopaminérgicos D2
se obtuvo incubando con InM de 3H-YM 09151 y afiadiendo al tampdén de
incubacion 1 nM de 7-OH-DPAT (para desplazar la unidon al subtipo de
receptores D3) y 500 nM de L745870 (para desplazar la union al subtipo de
receptores D4). La unién no especifica se evalu6é por 10nM de Butaclamol. Tras
la incubacion, los portas se lavaron dos veces en el tampon de incubacion (a 4°C)
y dos veces en agua destilada. Una vez secados con aire frio, los portas se dejaron
expuestos toda la noche al desecante Drierita (Sigma, Espafia). Al dia siguiente,
los portas se expusieron a peliculas sensibles a tritio (3H-Hyperfilm, Amersham,
Espafia). Después de transcurrir 6-8 semanas de exposicion, las peliculas

autorradiograficas se revelaron con liquido Kodak-D19.

Una vez obtenidos los autorradiogramas, se cuantificaron mediante el
analizador de imagenes descrito anteriormente. Los autorradiogramas fueron
situados en un dispositivo que los iluminaba desde abajo. Todas las imagenes
fueron corregidas mediante una rutina de codigo que igualaba la iluminacion

(contraste y brillo) de la imagen autorradiografica a un fondo blanco
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homogéneamente iluminado. Las imagenes fueron digitalizadas mediante un
conversor analdgico-digital que convertia cada pixel (correspondiente a un area
de 20 x 20 um) en valores de tonalidad de gris de 0 a 255, que representan la
transmision de la luz a través del autorradiograma. Estos valores de gris fueron a
su vez convertidos en densidad Optica calibrada (OD) mediante la transformacion
de la escala de gris (0-255) a la inversa del logaritmo decimal (OD= 1/log gris).
Esta transformacion lineal ayuda a corregir la falta de linealidad en los extremos

de las tonalidades de gris.

Para traducir los valores de OD de los autorradiogramas a valores de
radiactividad (nCi/mg), se emplearon unos patrones radiactivos compuestos de
pasta de polimero conteniendo *H-ornitonina. La escala de grises de los patrones
fue transformada a OD y ésta convertida a su vez a valores de radiactividad por
unidad de area del patron (segin catdlogo Amersham, Espafia). Estos valores
fueron transformados automaticamente a una escala logaritmica neperiana (Ln),

resultando Ln OD versus Ln valores de radiactividad.

Para la identificacion y discriminacion de las estructuras, se utilizaron
imagenes con diferentes niveles de umbral. Con este procedimiento se determina
una Region de Interés (ROI), cuyos valores son posteriormente convertidos a
concentraciones de fmol de proteina/mg de tejido equivalente. Este valor es
restado del correspondiente a la imagen autorradiografica que representa la unioén

no especifica, obteniendo con ello el valor molar de la unién especifica del
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receptor. Estos datos fueron entonces convertidos mediante un programa en
Visual-Basic a formato Excel, para su posterior analisis estadistico mediante el

paquete SPSS 10.0 para Windows.

Inmunocitoguimica de la proteina Fos

Tras el Procedimiento Conductual descrito mas arriba, 8 ratas fueron
asignadas al experimento de inmunotincion de la proteina Fos. Los animales,
previamente anestesiados con 1ml/100g de Tribon, fueron perfundidos
intracardiacamente con 0.9% de suero salino durante 5 minutos, seguido de 4%
de paraformaldehido en tampon fosfato salino (PBS) 0.1M, pH 7.4, durante 20
minutos. Los cerebros fueron extraidos y postfijados en la misma solucién
fijadora usada para la perfusion (paraformaldeido) durante 18 horas a 4° C.
Seguidamente se procedi6 a tres lavados en PBS cada 10 minutos, después de lo

cual se mantuvieron durante dos dias en sucrosa a 4°C.

Se efectuaron en el criostato cortes coronales de 40 micras de los
cerebros, que fueron lavados tres veces en PBS. Como en el estudio anterior de
autorradiografia de receptores, se eligieron las regiones cerebrales de la corteza
prefrontal (Frl, Fr2 y Fr3), el area tegmental ventral y el niicleo accumbens

(centro y concha).
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Los cortes cerebrales fueron incubados durante 20 minutos en 0.3% de
H202 para eliminar la actividad de la peroxidasa enddgena, seguido por otros tres
lavados en PBS. Las secciones fueron entonces incubadas en 10% de suero de
cabra durante 45 minutos (PBS con 3% de Triton-X), después en 2% de suero de
cabra durante 20 minutos, y finalmente en 0.1 mg/ml de anticuerpo Fos durante
48 horas a 4°C, dilucion 1:15000 en anticuerpo policlonal de conejo (Santa Cruz
Biotechnology, California, Estados Unidos), 2% de suero de cabra y 0.1% de
albimina de suero bovino en PBS. Tras dos lavados en PBS, se procedi6 a la
incubacion durante 90 minutos en un segundo anticuerpo (cabra anti-conejo IgG,

concentracion: 1:250).

El complejo Fos y anti Fos fue posteriormente visualizado mediante el
protocolo de Vector’s Vectastain Elite, sistema ABC (Vector Laboratories,
Burlingame, California, Estados Unidos), seguido por incubacion en 3,3’-
diaminobenzidina (DAB). La reaccion producida por la peroxidasa fue
intensificada con clorhidrato de niquel. El procedimiento DAB se usé siguiendo
el protocolo de Vector’s DAB Substrate Kit para peroxidasa de rabano. Las
secciones de los cerebros fueron aclaradas en PBS y montadas sobre portas
gelatinados dejandolas secar al aire durante 3 dias, deshidratadas mediante el paso

por alcoholes y protegidas por cubreobjetos adheridos con pegamento DPX.
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6.3-RESULTADQOS

Autorradiografia cuantitativa de receptores

Como resultado de la exposicion al programa de TF 30-s, los animales se
ajustaron a la intermitencia en la presentacion del reforzador y desarrollaron la
conducta de ingestion de agua. La mediana de los lametones por minuto al pitorro
de la botella fue de 17.23. Se dividieron los animales en altos y bajos bebedores
en funcion de dicho valor de la mediana, resultando en dos grupos de ratas que
fueron estadisticamente diferentes (p<0.05). Las altas bebedoras efectuaron un
promedio de 46.35 lametones por minuto y las bajas bebedoras de 7.67 lametones

por minuto.

En la Figura 6.1 se muestra la media y el error tipico de la unién a los
receptores D1 y D2 para las diferentes estructuras estudiadas en los dos grupos de
animales formados segun el nivel de bebida (altos y bajos bebedores). En general,
se puede observar que en las ratas poco bebedoras (circulos negros) hay una
mayor uniéon a los receptores D1 que en las ratas muy bebedoras (circulos
blancos), y que hay una mayor unién a los receptores D2 en las ratas muy

bebedoras con respecto a las ratas poco bebedoras.

Los analisis de varianza confirmaron la existencia de interaccion

significativa entre el tipo de receptor y el nivel de bebida para el cortex prefontal
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[F(1,21)=5.68, p<0.05] y el area tegmental ventral [F(1,21)=6.27, p<0.05]. Los

resultados para el nicleo accumbens, sin embargo, solo se aproximaron a la

significacion estadistica [F(1,21)=3.16, p=0.09].
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Figura 6.1. Media y error tipico de la concentracién de fmoles de proteina por
mg de tejido equivalente para los receptores dopaminérgicos D1 y D2 en
diferentes estructuras cerebrales, tanto para los animales que mostraron bebida
excesiva cuando fueron expuestos a un programa de tiempo fijo 30-s de
liberacién de comida (Altas Bebedoras- o ), como para los que no lo hicieron

(Bajas Bebedoras- e).
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Inmunocitoquimica de la proteina Fos

Como resultado de la exposicion al programa de TF 30-s, los animales se
ajustaron a la intermitencia en la presentacion del reforzador y desarrollaron la
conducta de ingestion de agua. La mediana de los lametones por minuto al pitorro
de la botella fu de 30.33. Se dividieron los animales en altos y bajos bebedores en
funcion del valor de la mediana, resultando en dos grupos de ratas que resultaron
ser estadisticamente diferentes (p<0.05). Los altos bebedores efectuaron un
promedio de 107.35 lametones por minuto y los bajos bebedores de 0.90

lametones por minuto.

En la Tabla 6.1 se presentan las medias y desviaciones tipicas del nimero
de células fos positivas en las diferentes estructuras estudiadas para los dos
grupos de animales formados segun el nivel de bebida (altos y bajos bebedores).
En general se puede observar que las ratas altas bebedoras mostraron una mayor
actividad neuronal que las bajas bebedoras. No obstante, solo resulto
estadisticamente significativa la diferencia entre grupos en el cortex prefrontal
[t(6)=2.91, p=0.03]. Todas las demas comparaciones no mostraron significacién

estadistica (p>0.05).
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ALTAS BEBEDORAS BAJAS BEBEDORAS

CORTEX PREFRONTAL 86.00+12.49 42.00+23.73
AREA TEGMENTAL

VENTRAL 29.66+13.31 13.80+12.63

NUCLEO ACCUMBENS 63.00+37.72 50.60+25.40

Tabla 6.1. Medias y desviaciones tipicas del niimero de células fos positivas para
las ratas bebedoras y no bebedoras en las diferentes regiones cerebrales
estudiadas. Los animales fueron expuestos a un programa de Tiempo Fijo 30-s de
administracion de comida y tuvieron agua disponible en todo momento a lo largo
de las sesiones experimentales.

6.4- DISCUSION

El objetivo de este estudio ha sido conocer el substrato neurobiologico de
la polidipsia inducida por programa, examinando las diferencias individuales en
el consumo de agua mediante técnicas autorradiograficas en el estudio de los
receptores dopaminérgicos D1 y D2 y técnicas de inmunocitoquimica a través de

la inmunutincién de la proteina Fos.
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Todos los animales desarrollaron polidipsia inducida por programa como
resultado de la exposicion a los programas intermitentes de exposicion de comida,
tanto en el experimento de técnicas autorradiograficas como en el de

inmunocitoquimica de la proteina Fos.

Autorradiografia cuantitativa de receptores.

En general se observan diferencias en la unién a los receptores
dopaminérgicos D1 y D2 entre las ratas poco bebedoras y las muy bebedoras.
Estos resultados concuerdan con los datos existentes en la literatura, los cuales
muestran la implicacion de la dopamina en la polidipsia inducida por programa
(Williams y White, 1984; Jones y cols., 1994; Mittleman y cols., 1994; Flores y
Pellon, 1995). Es sabido que la dopamina a través de los receptores
dopaminérgicos D1 y D2 es un neurotransmisor que actia en la integracion
sensorial, motivacional y en las funciones motoras (Miller, Wickens y Beninger,
1990; Feldman, Meyer y Quenzer, 1997; Emilien, Maloteaux, Geurts,
Hoogenberg y Cragg, 1999). En concreto, se aprecia una mayor union a los
receptores dopaminérgicos D1 en las ratas poco bebedoras y una mayor unién a
los receptores dopaminérgicos D2 en las ratas muy bebedoras, lo que sugiere
diferentes implicaciones de estos receptores en la polidipsia inducida por
programa. Estudios farmacoldgicos previos han mostrado la implicacioén de estos
dos tipos de receptores dopaminérgicos en la polidipsia inducida por programa,

investigando los cambios observados en ellos mediante la administracion de
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agonistas y antagonistas y observando sus efectos sobre la polidipsia (Snodgrass y
Allen, 1988; Todd, Beck y Martin-Iverson, 1992; Didriksen y Christensen, 1993;
Didriksen y cols., 1993; Mittleman y cols., 1994). En este sentido, algunos
estudios han mostrado efectos diferentes en la manipulacion de los receptores
dopaminérgicos D1 y D2. Por ejemplo, la administracion cronica del agonista
dopaminérgico del receptor D1 SKF-38393 no afecta a la ingestion de agua,
mientras que el tratamiento croénico con el agonista dopaminérgico del receptor
D2 quinpirole incrementa la ingestion de agua, efecto que se repite con la
anfetamina y que se revierte con el antagonista dopaminérgico del receptor D2
domperidone (Fraoli, Cioli y Nencini, 1997). Los efectos reforzadores del alcohol
también podrian estar mediados predominantemente por la liberacion de
dopamina en el sistema dopaminérgico, y es sabido que el receptor
dopaminérgico D2 esta involucrado en el alcoholismo y en general en las drogas
de abuso (Crabbe, Phillips, Kosobud y Belknap, 1990; Crabbe, 1999; Crabbe,
2002; Le Foll, Gallo, Strat, Lu y Gorwood, 2009), sugiriendo una posible
vulnerabilidad en las ratas muy bebedoras respecto a la ingestion de alcohol. En
este sentido, recientes estudios han propuesto que la polidipsia inducida por
programa podria tener un substrato genético de susceptibilidad al alcohol (Gilpin,

Badia-Elder, Elder y Stewart, 2008).

En segundo lugar, los resultados confirman la existencia de interaccion
significativa entre el tipo de receptor y el nivel de bebida para el cortex prefrontal

y el area tegmental ventral, aproximandose a la significacion estadistica en el
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nucleo accumbens. Es sabido que en el nicleo accumbens se localizan funciones
de reforzamiento y estrés (Seligman, 1978; Le Moal y Simon, 1991; Blaha y
Phillips, 1992; Bassareo y Di Chiara, 1997). Por su parte, el area tegmental
ventral modula la liberacion de dopamina en el nucleo accumbens (Spanagel y
Shippenberg, 1992) y en el cortex prefrontal (Wise, 2002; Pierce y Kumaseran,
2006). Weissenborn y cols. (1996) encontraron, en un experimento sobre
polidipsia inducida por programa en ratas, que la sintesis de la dopamina se
incrementaba progresivamente en el nicleo accumbens a lo largo de las sesiones
experimentales. Sin embargo, estudios conductuales han demostrado que una vez
establecida la polidipsia inducida por programa se produce una disminucion de
dopamina. Por lo tanto, la mayor unién a los receptores dopaminérgicos D2 en las
ratas muy bebedoras en el nicleo accumbens podria implicar la regulacion al alza

de este receptor.

La corteza prefrontal es el mayor blanco del sistema dopaminérgico y esta
caracterizada por una densa inervacion dopaminérgica (Fallon y Loughlin, 1982),
pudiendo estar implicada en el desarrollo de polidipsia inducida por programa,
como se ha venido demostrando mediante los efectos reductores de dependencia
selectiva de dosis de cocaina sobrela bebida adjuntiva, sin afectar sustancialmente
a la actividad locomotora y a la presion operante de la palanca, comparado con

los efectos encontrados en el nicleo accumbens (Jones y cols., 1994).
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Inmunocitoquimica de la proteina Fos.

En el estudio mediante técnicas inmunocitoquimicas a través de la
inmunotincion de la proteina Fos, los resultados indican una mayor actividad
neuronal en ratas altas bebedoras con respecto a las bajas bebedoras, resultando
significativa la diferencia entre los dos grupos en el cortex prefrontal. Es sabido
que en ausencia de actividad neuronal, la actividad transcripcional del gen c-fos
es baja, con una asociacion escasa de transduccion de actividad proteinica. El
incremento en la expresion de la proteina Fos después de estimulacion puede
descubrir la localizacion de la actividad neuronal (Sagar, Sharp y Curran, 1988;
Morgan y Curran 1991). El estrés induce a alteraciones en la expresion de la
proteina Fos en muchas areas del cerebro (Kovacs, 1998), entre las que se
encuentran las neuronas mesenceféalicas dopaminérgicas (Deutch, Lee y Gillham,
1991). El cortex prefrontal estd implicado en la modulacién de patrones que
contribuyen a la generacion de conductas ante el estrés, siendo un potencial
blanco para tratamientos de drogas y desoérdenes relacionados con el mismo
(Spencer, Ebner y Day, 2004). La corteza prefrontal también modula las
respuestas del eje pituitario adrenal ante el estrés (Van Eden y Buijs, 2000;
Fuster, 2001), y existen evidencias que sugieren que la corteza prefrontal procesa
las respuestas ante diferentes tipos de estresores (Diorio, Viau y Meaney, 1993;
Figueiredo, Bruestle, Bodie y Dolgas, 2003). Por ejemplo, Rybinin, Melia, Cole,
Bloom y Wilson (1995) informaron que la localizacion de la proteina Fos

mediante inmunocitoquimica demuestra que el estrés moderado conduce a la
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induccion de la expresion de la proteina Fos en la corteza prefrontal.
Westenbroek, Den Boer y Ter Horst, Roos, Kuipers, Trentani, y Den Boer
(2003), utilizando un modelo de estrés suave cronico, encontraron que el estrés
indujo un incremento en el Fos en la corteza prefrontal, pero no en el nicleo
accumbens. Todo ello sugiere que el sistema dopaminérgico es particularmente
sensible al estrés (Horger y Roth, 1996) y que la dopamina tiene un importante
papel modulador del estrés en la corteza prefrontal (Law-Tho, Hirsch y Crepel,

1994).

Discusién Final

Tanto en el estudio mediante autorradiografia cuantitativa de receptores
como en el de inmunocitoquimica de la proteina Fos, se han encontrado
diferencias entre las ratas poco bebedoras y las muy bebedoras. Estas diferencias
pudieran estar relacionadas con diferencias individuales en la responsividad de
los sistemas dopaminérgicos, como lo demuestran los diferentes efectos que
ejercen las drogas dopaminérgicas en las ratas muy bebedoras y en las poco
bebedoras (Lopez-Grancha y cols., 2008). Las diferencias observadas en los
receptores dopaminérgicos D1 y D2 en las diferentes areas del cerebro entre las
ratas poco bebedoras y las muy bebedoras, sugieren que las diferencias
individuales en la polidipsia inducida por programa podrian estar asociadas a
diferencias genéticas en el sistema dopaminérgico, con una especial implicacion

del cortex prefrontal.

142



Experimento III: Diferencias Indivuales en la Polidipsia Inducida por Programa:
Divergencias Dopaminergicas Neuroanatdmicas

En la corteza prefrontal también se modulan patrones que contribuyen a
generar conductas ante el estrés (Spencer y cols., 2004), siendo un potencial
blanco para tratamientos de drogas y desdrdenes relacionados con el mismo,
pudiendo procesar respuestas ante diferentes estresores e indicando que los dos
tipos de receptores dopaminérgicos (D1 y D2) pueden tener diferentes roles
(Spencer y cols., 2004). Por todo ello, la polidipsia inducida por programa ha sido
propuesta como un modelo conductual para el estudio de las drogas de abuso
(Riley y Wetherington, 1989; Wayner, 2002; Myracle, Lopez-Grancha, Flores,
Glowa y Riley, 2005; Gilpin y cols., 2008) y psicopatologias asociadas al
trastorno obsesivo compulsivo (Woods y cols., 1993; Woods-Kettelberger, Smith,
Corbett, Szewczak, Roehr, Bores, Klein y Kongsamut, 1996, 1997; Hogg vy
Dalvi, 2004; Rosenzweig-Lipson, Sabb, Snack, Mitchell, Lucki, Malberg, Grauer,
Brennan, Cryan, Sukoff Rizzo, Dunlop, Barrett y Marquis, 2007; Schechter, Lin,
Smith, Zhang, Shan, Platt, Brandt, Dawson, Cole, Bernotas, Robichaud,
Rosenzweig-Lipson y Beyer, 2007; Platt, Beyer, Schechter y Rosenzweig-Lipson,
2008), los cuales podrian deberse a factores genéticos relacionados con el sistema
dopaminérgico, y por tanto la polidipsia inducida por programa podria estar
involucrada en la wvulnerabilidad a las drogas de abuso y/o a conductas

compulsivas.

En resumen, estos resultados demuestran la implicacion del sistema

dopaminérgico en las diferencias individuales de la polidipsia inducida por
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programa. En concreto, se aprecian diferencias neuroanatomicas en la unién a los
receptores dopaminérgicos D1 y D2 en diferentes areas del cerebro del sistema
mesocorticolimbico y en la expresion de la proteina Fos en el cortex prefrontal
entre las ratas poco bebedoras y las muy bebedoras. Estos resultados confirman
la hipétesis de la diferente funcién dopaminérgica entre las ratas poco bebedoras
y las muy bebedoras (Lopez-Grancha y cols., 2006; Lopez-Grancha, Lopez-
Crespo, Sanchez-Amate y Flores, 2008), y sefiala a la polidipsia inducida por
programa como un modelo conductual para determinar posibles vulnerabilidades

relacionadas con desordenes en el sistema dopaminérgico.

Todo ello apuntaria hacia las hipotesis de la polidipsia inducida por
programa que proponen que el substrato fisiologico de adquisicion de la bebida
adjuntiva podria localizarse en la proyeccion mesolimbica, mientras que el
mecanismo fisiolégico de mantenimiento seria de caracter endocrino, siendo
posible sugerir una relacion entre los sistemas motivacionales y de refuerzo y los
sistemas de respuesta al estrés y proporcionando evidencias de la vinculacion del
sistema dopaminérgico mesolimbico y del eje pituitario adrenal (Mittleman y
cosl,, 1992; Samyai, McKittrick McEwen y Kreek, 1998; Lucas, Celen,
Tamashiro, Blanchard, Blanchard, Markham, Sakay y McEwen, 2004) y el papel

que ambos juegan en el estrés y consumo de sustancias de abuso.
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EXPERIMENTO |: LOS EFECTOS DE LOS AGENTES
DOPAMINERGICOS SOLOS Y EN COMBINACION DE
d-ANFETAMINA, SOBRE LA POLIDIOSIA INDUCIDA
POR PROGRAMA.

¢ La administracion de d-anfetamina redujo la tasa de lametones de

forma dependiente de la dosis.

¢ Los antagonistas dopaminérgicos SCH23390 (antagonista del receptor
D1), eticlopride (antagonista de receptor D2) y flupentixol (antagonista de los
receptores D1 y D2), también redujeron la tasa de lametones de forma

dependiente de la dosis.
¢ La co-administracion de SCH-23390, eticlopride o flupentixol con d-

anfetamina potencio, en general, los efectos supresores de la d-anfetamina

sobre la tasa de lametones reducida previamente por la d-anfetamina.
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¢ Ninguno de los antagonistas dopaminérgicos tuvo efecto sobre el
cuarto de vida de la tasa de lametones, pero la dosis de 1.0 mg/kg de d-
anfetamina redujo el cuarto de vida en todas las condiciones para todos los
animales. E1 SCH-23390 y el flupentixol, con actividad sobre los receptores
D1, revirtieron el efecto de la d-anfetamina sobre el cuarto de vida. Este
resultado no se observd con la administracion previa del antagonista D2

eticlopride.

¢ El agonista D1 SKF-38393 y el agonista D2 quinpirole, produjeron
ligeros incrementos o ausencia de efecto a las dosis mas bajas, y a medida que

se incremento la dosis se redujo la tasa de lametones.

¢ Los dos agonistas dopaminérgicos, cuando se co-administraron con d-
anfetamina, potenciaron los efectos de esta ultima. La actividad sobre los
receptores D1 es la que parece mas relevante. EI SKF-38393 potencié con
mayor claridad que el quinpirole el efecto reductor de la d-anfetamina sobre la

tasa de lametones.

¢ Tanto agonistas como antagonistas dopaminérgicos redujeron la
polidipsia inducida por programa. Sin embargo, los antagonistas D1, y no los
D2, revirtieron el efecto de la anfetamina sobre el curso temporal de esta
conducta, y los agonistas D1 potenciaron los efectos de la d-anfetamina mas

que las sustancias con actividad D2.
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EXPERIMENTO I1: ANALISIS FARMACOLOGICO DE
LOS EFECTOS DE LAS BENZODIACEPINAS SOBRE
LA POLIDIPSIA INDUCIDA POR PROGRAMA
CASTIGADA EN RATAS

¢ La polidipsia inducida por programa no castigada fue reducida,
dependiendo de la dosis, por administraciones agudas de los agonistas completos
benzodiacepinicos diacepam, clordiacepoxido y oxacepam, asi como el agonista

parcial benzodiacepinico RU-32698.

¢ Todos los agonistas benzodiacepinicos mostraron efectos dependientes
de la dosis en el componente de castigo. Las dosis bajas generalmente no tuvieron
efecto, dosis intermedias incrementaron la bebida castigada, y dosis altas
suprimieron aun mas la polidipsia inducida por programa castigada. El
clordiacepoxido increment6 la bebida adjuntiva castigada en la misma medida
que lo hizo el diacepam, mientras que el oxacepam y el RU-32698 solo la

increment6 la mitad de lo que lo hicieron el diacepam y el clordiacepdxido.

¢ Las benzodiacepinas indujeron un incremento en la tasa de polidipsia

inducida castigada a dosis mas bajas que las requeridas para disminuir las tasas de

polidipsia inducida no castigada, mostrando una gran especificidad en sus efectos.
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¢ La clasificacion con respecto a la potencia de los efectos sobre el
incremento de tasa en polidipsia inducida por programa castigada fue la siguiente:
diacepam>clordiacepoxido=oxacepam>RU-32698, exactamente igual a los
resultados obtenidos en los efectos de detrimento de tasa en la polidipsia inducida

por programa no castigada.

¢ Los efectos anticastigo de diacepam fueron antagonizados,
dependiendo de la dosis, por el antagonista benzodiacepinico flumacenil, y por el
agonista inverso RU-34000. Las interaciones del flumacenil con el diacepam
fueron similares a las interacciones del RU-34000 con el diacepam, lo que sugiere

que el flumacenil puede tener una accion similar a la de un agonista inverso.

EXPERIMENTO I1I: DIFERENCIAS INDIVIDUALES EN LA
POLIDIPSIA INDUCIDA POR PROGRAMA: DIVERGENCIAS
DOPAMINERGICAS NEUROANATOMICAS.

¢ En la union a los receptores dopaminérgicos D1 y D2 se apreciaron
diferencias entre las ratas poco bebedoras y las muy bebedoras, observandose
una mayor unién a los receptores dopaminérgicos D1 en las ratas poco
bebedoras y una mayor unién a los receptores dopaminérgicos D2 en las ratas

muy bebedoras. (Autorradiografia cuantitativa de receptores).
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¢ El tipo de receptor y el nivel de bebida mostraron una interaccion
significativa para el cortex prefrontal y el area tegmental ventral,
aproximandose a la significacion estadistica en el ntcleo accumbens

(Autorradiografia cuantitativa de receptores).

¢ Las ratas altas bebedoras mostraron una mayor actividad neuronal
con respecto a las bajas bebedoras, resultando significativa la diferencia entre

los dos grupos en el cortex prefrontal. (Inmunocitoquimica de la proteina Fos).

¢ Tanto en el estudio mediante autorradiografia cuantitativa de receptores
como en el de inmunocitoquimica de la proteina Fos, se han encontrado
diferencias entre las ratas poco bebedoras y las muy bebedoras. Las diferencias
observadas en los receptores dopaminérgicos D1 y D2 entre las ratas poco
bebedoras y las muy bebedoras, y la mayor actividad neural de las ratas muy

bebedoras, tendrian una especial implicacion del cortex prefrontal.

Los resultados finales de la presente Tesis Doctoral sugieren:

»Que los efectos supresores de agonistas y antagonistas
dopaminérgicos sobre la polidipsia inducida por programa pudieran tener
origenes distintos: especifico sobre la bebida adjuntiva para los D1 e
inespecifico, por las alteraciones motoras que producen, para los D2, y una de

las hipotesis sobre la polidipsia inducida por programa defiende la idea de que
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esta conducta es la expresion de la motivacion asociada a la aparicion de

comida de forma intermitente

»Los efectos anticastigo del las benzodiacepinas sobre la polidipsia
inducida por programa castigada y sobre la respuesta operante castigada estarian

mediados de forma parecida por el complejo de receptores benzodiacepinicos.

» Las diferencias individuales encontradas en la polidipsia inducida por

programa podrian estar asociadas a diferencias genéticas en el sistema

dopaminérgico, con una especial implicacion del cortex prefrontal.
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