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Algunas propiedades adictivas del etanol (EtOH) son
moduladas por receptores 5-HT1B en el nGcleo accumbens
(nAcc). Esta investigacion se disefi6 para evaluar los efectos
de la administracion sistémica e intra-accumbens del
agonista 5-HT1B CP94253 en la auto-administracién oral de
EtOH. Se utilizaron ratas machos Wistar que se privaron de
agua por 24 h, y se entrenaron a presionar una palanca para
obtener EtOH como reforzador hasta que la tasa de
respuestas permanecio estable al 80%. Después, a un grupo
de ratas se les administré una inyeccion intraperitoneal del
agonista 5-HT1B CP94253 antes de someterse al programa
RF3 (razén fija 3) con EtOH como reforzador. Otro grupo de
ratas, después de un entrenamiento similar, se les
administré una inyeccién intra-accumbens de CP94253. Los
datos indicaron que tanto la inyeccién sistémica como la
intra-accumbens de CP94253 redujeron la auto-
administracion oral de EtOH. Esto sugiere que los
receptores 5-HT1B podrian participar en la modulacion de la
auto-administracion oral de EtOH.
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Systemic and intra-accumbal administration of
the 5-htlb receptor agonist CP94253 modulates
oral self-administration of ethanol in rats It has
been suggested that some addictive properties of
ethanol (EtOH) are modulated by 5-HT1B receptors
in the nucleus accumbens (nAcc). This research
was designed to assess the effects of systemic and
intra-accumbal administration of the 5-HT1B
receptor agonist CP94253 on the oral self-
administration of EtOH in rats. Male Wistar rats
were water deprived for 24 h, and then trained to
lever-press for EtOH reinforcement on a FR3
schedule until response rate remained stable at
80%. After this training, a group of rats received an
intraperitoneal injection of 5-HT 1B receptor agonist
CP94253 before rats were under FR3 schedule of
reinforcement for EtOH access. Another group of
rats, after similar training, received intra-accumbal
injection of CP94253. The data showed that both
systemic and intra-accumbal injections reduced
oral self-administration of EtOH. These findings
suggest that the 5-HT1B receptors activation may
modulate the reduction of oral self-administration of
EtOH in rats.
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Introduccion

El alcohol etilico o etanol (EtOH) tiene como
blanco principal, pero no el Unico, el sitio alostérico
a de los receptores del &cido gamma-aminobutirico
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A (GABAAa, por sus siglas en inglés) localizados en
las interneuronas GABAérgicas del area tegmental
ventral (ATV) (Enoch, 2008; Kumar et al., 2009). La
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activacion de estos receptores por EtOH produce la
inhibicion de la actividad de las interneuronas
GABAérgicas del ATV (Stobbs et al., 2004), y como
consecuencia de esta inhibicion, las neuronas
DAérgicas del ATV incrementan su liberacion de
dopamina (DA) en el nucleo accumbens (nAcc).
Este incremento en DA en el nAcc es el
responsable de las propiedades adictivas del EtOH
(Weiss, Lorang, Bloom, & Koob, 1993).

El control inhibitorio de las interneuronas
GABAérgicas sobre las neuronas DAérgicas del
ATV esta modulado por diversos receptores, como
el receptor de cannabinoides CB1, el receptor u
opioide, el receptor colinérgico (Achérgico) tipo
nicotinico, el receptor GABAA (Creed, Ntamati, &
Tan, 2014), el cual contiene el sitio alostérico donde
se unen las moléculas de EtOH (Enoch, 2008). En
estas interneuronas GABAérgicas del ATV,
también se encuentran receptores serotonérgicos
(5-HTérgicos) del tipo 5-HT2C y 5-HT1B (Bruinvels
et al., 1994; Bubar & Cunningham, 2007).

Recientemente, se ha sugerido que los
receptores 5-HT1B juegan un papel importante en
la modulacioén de los efectos adictivos de algunas
drogas, incluido el EtOH (Garcia, Cotter, Leslie,
Olive, & Neisewander, 2017; Sari, 2013; Yan,
Zheng, Feng, & Yan, 2005). El receptor 5-HT1B
esta formado por 386 aminoacidos y pertenece a la
familia de receptores de siete dominios
transmembranales acoplados a las proteinas G y
estd acoplado negativamente a la adenilciclasa
(Schoeffter & Hoyer, 1989), la activaciéon de este
receptor 5-HT1B inhibe la actividad de la enzima
adenilciclasa a través de la subunidad ai de las
proteinas G, hecho que lleva a la disminucion de
los niveles de monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc) (Schoeffter & Hoyer, 1989).
Adicionalmente, la activacion de este receptor abre
canales de K a través de la subunidad oo
(posiblemente el dimero By) lo que produce la
hiperpolarizacion de la neurona donde se localiza
el receptor 5-HT1B (Hoyer, Hannon, & Martin,
2002).

Los receptores 5-HT1B son autorreceptores y
se encuentran localizados en las terminales
presinapticas de neuronas 5-HTérgicas y como
heterorreceptores en las terminales presinapticas
de neuronas no 5-HTérgicas (Ruf & Bhagwagar,
2009). En ambos casos, su activacion por
agonistas 5-HT1B, inhibe la liberacion de 5-HT y
otros neurotransmisores, respectivamente. La
administracion de antagonistas 5-HT1B, produce el

69

efecto contrario (Hannon & Hoyer, 2008). Es
conveniente mencionar que no se han encontrado

diferencias estructurales entre auto vy
heterorreceptores 5-HT1B (Sari, 2013) aunque
algunos estudios han reportado que los

autorreceptores exhiben una mayor sensibilidad a
los ligandos 5-HT1B en comparacion con los
heterorreceptores (Sarhan & Fillion, 1999). En el
circuito de la recompensa del cerebro, los
autorreceptores 5-HT1B se encuentran localizados
en las terminales de la via rafe dorsal-nAcc y rafe
dorsal-ATV y los heterorreceptores se encuentran
localizados en las terminales glutamatérgicas
(Gluérgicas) de la via cortico-nAcc (Sari, 2013) y en
las terminales axdnicas de las neuronas espinosas
medianas (MSNSs, por sus siglas en inglés) que
proyectan del nAcc al ATV (Muramatsu, Lapiz,
Tanaka, & Grenhoff, 1998). Ademas, también se ha
reportado la localizacion de heterorreceptores 5-
HT1B en las terminales presinapticas de
interneuronas colinérgicas (iAchérgicas) en el nAcc
gue regulan, indirectamente, la actividad de las
MSNSs y a un fenotipo conductual relacionado con
la depresion (Virk et al., 2016).

La presencia de receptores 5-HT1B en las
iAchérgicas en el nAcc podria ser relevante en las
propiedades gratificantes del EtOH debido a que la
actividad de las iAchérgicas, aunque estas
representan cerca del 1% de todas las neuronas en
el nAcc, modulan la actividad de circuitos locales y
la liberacion de DA (Cachope et al., 2012; Kods &
Tepper, 2002). La activacién de los receptores 5-
HT1B localizados en las terminales presinapticas
de las iAchérgicas inhibe la funcion de estas
iAchérgicas (Virk et al., 2016). Se ha reportado que
la adquisicion de una conducta operante reforzada
con cocaina o con remifentanilo aumenta los
niveles de acetilcolina (Ach) en el nAcc y que la
conducta operante bajo estas condiciones fue
blogueada con antagonistas nicotinicos (Crespo,
Sturm, Saria, & Zernig, 2006). Los datos previos
indican la necesidad de demostrar si en la
reduccion en el consumo de EtOH estarian
involucrados los  autorreceptores o  los
heterorreceptores 5-HT1B localizados en el nAcc.
Una estrategia conductual que podria ayudar a
conocer cuales de los heterorreceptores estan
involucrados en la reduccion de las propiedades
motoras, gratificantes y reforzantes de las drogas
de abuso, es administrar ligandos 5-HT1B previo a
la ingesta de una droga, como el EtOH, y observar
el efecto conductual que produce este
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procedimiento, para  determinar  si los
heterorreceptores que estan localizados en las
terminales cortico-accumbens o los que estan
localizados en las terminales de las MSNs que
proyectan al ATV o los que estan localizados en las
terminales de las iAchérgicas podrian estar
jugando un papel modulatorio en el consumo de
drogas adictivas como el EtOH. Lo anterior sugiere
la necesidad de investigacién conductual en esta
area que pudiera agregar informacién adicional
sobre el mecanismo involucrado en la reduccion de
conductas relacionadas con el consumo de EtOH.
Los candidatos idoneos son los heterorreceptores
5-HT1B localizados en las iAchérgicas, ya que se
ha demostrado que su estimulacién provoca
indirectamente una disminucién de los niveles de
DA en el nAcc (Hanada et al., 2018), por lo que
podriamos suponer que si la administracion intra-
nAcc de un agonista 5-HT1B estimula los
heterorreceptores 5-HT1B localizados en las
terminales axonicas de las iAchérgicas, entonces el
efecto conductual seria la observacién de una
reduccion en las conductas relacionadas con el
consumo de EtOH.

El presente estudio se disefié para evaluar los
efectos de la administracién sistémica e intra-
accumbens del agonista 5-HT1B CP94253 en el
mantenimiento de la conducta de auto-
administracion oral de EtOH en ratas. Para
determinar si estos efectos resultan de la accion
especifica del agonista CP94253 en los receptores
5-HT1B, también se evaluaron los efectos del
antagonista selectivo de los receptores 5-HT1B
SB216641 sobre los efectos del CP94253 en la
auto-administracién oral de EtOH.

Método
Animales

Se utilizaron 80 ratas machos de la cepa Wistar
de aproximadamente 120 dias de edad al inicio de
los experimentos alojadas en grupos durante los
primeros 120 dias y con un peso promedio de 200
a 250 g provenientes del Bioterio General de la
FES-Iztacala. Al momento de llegar al laboratorio,
las ratas se alojaron individualmente en cajas-
hogar de acero inoxidable y bajo un ciclo luz-
obscuridad (luz = 8:00 a.m.-8:00 p.m.) y a una
temperatura ambiente de 21 (+ 1) °C. La comida y
el agua siempre estuvieron disponibles. Los
animales se privaron de agua por 24 h durante
todos los procedimientos experimentales. Los
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procedimientos de cuidado y manejo de animales
se realizaron conforme a la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062-00-1999), titulada “Especificaciones
Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio”.

Aparatos

La auto-administracion oral de EtOH en ratas
se cuantific6 en cajas de condicionamiento
operante modelo MED-008-D1 (MED-Associates,
St. Albans, VT, USA) equipadas con palancas
retractiles y bebederos automaticos. Las presiones
a las palancas se detectaron a través de una
interfase  que estuvo conectada con una
computadora PC. También se utilizaron cajas
especiales con botellas graduadas que se llenaron
con agua o una solucién de EtOH con agua en una
concentracion al 12% (v/v). Al final se cuantifico el
namero total de respuestas a la presion de la
palanca.

Drogas

Se utiliz6 una solucibn de EtOH (Baker,
México) con agua al 12 %. También se utilizd el
agonista 5-HT1B CP94253 (Tocris, Ballwin, MO,
USA) vy el antagonista 5-HT1B SB216641 (Tocris,
Ballwin, MO, USA). Ambos compuestos se
disolvieron en solucion salina (0.9 %) y se
administraron intraperitonealmente en un volumen
de 1.0 ml/kg.

Procedimiento de cirugia estereotaxica

Las ratas se anestesiaron con una inyeccion
intraperitoneal (ip) que contenia una mezcla de
ketamina-xilacina (22.5 mg/kg = 112.5 mg/kg), y se
colocaron en un aparato para cirugia estereotaxica
(Stoelting, Wood Dale, lllinois, USA). Una céanula
guia se implant6é unilateralmente en el hemisferio
derecho del shell del nAcc (las cirugias unilaterales
producen menos dafio al tejido cerebral que las
cirugias bilaterales). La canula se colocé 2.0 mm
arriba del sitio de inyeccién de acuerdo a las
coordenadas del Atlas de Paxinos y Watson (1998)
del shell del nAcc (AP +1.4 mm, ML 0.6 mm, DV 4.6
mm en relacién a Bregma y 22° en &ngulo de la
vertical). Al final de las cirugias, se les administrd
penicilina benzatinica (300.000 Ul/kg im) para
prevenir infecciones.

Histologia

Al finalizar los procedimientos experimentales
de la administracion intra-accumbens de los
ligandos 5-HT1B, las ratas se sacrificaron con una
dosis de pentobarbital s6dico (80 mg/kg, ip) y los
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cerebros se retiraron del craneo y se preservaron
en una solucion de formaldehido/salina al 10 %
durante una semana. Después, los cerebros se
congelarony se cortaron en rebanadas sagitales de
300 pm con un vibratomo. Al final, se verificaron los
sitios de inyeccion con un microscopio optico.

Procedimientos conductuales
Efectos agudos de la administracion sistémica de
ligandos 5-HT1B sobre el consumo de agua.

Antes de comenzar los experimentos
principales, se evaluaron los efectos agudos del
CP94253 y SB216641 sobre el consumo de agua,
para averiguar si estos compuestos tenian efectos
intrinsecos en el consumo de liquidos que pudieran
enmascarar los efectos sobre la auto-
administracion oral de EtOH. En grupos
independientes de ratas (n = 10) se evalud en una
ocasion los efectos de diferentes dosis de CP94253
(2.0, 4.0 y 8.0 mg/kg) y SB216641 (2.5, 5.0y 7.5
mg/kg). Las ratas se entrenaron a beber agua
diariamente por 7 dias en periodos de 30 min en
sus cajas-hogar. Después de este entrenamiento
se llevo a cabo una sesion de prueba, las ratas se
colocaron en cajas experimentales donde tuvieron
acceso a una botella de agua por 30 min. Quince
min antes del acceso al agua se les administré ip
una dosis de los ligandos 5-HT1B CP94253 o
SB216641, una dosis por sesion y por grupo.
Procedimiento del entrenamiento de
administracion oral de EtOH

El cronograma del procedimiento general se
ilustra en la figura 1A. En los primeros 7 dias las
ratas tuvieron acceso a una botella con agua
durante 30 min en sus cajas-hogar. Los siguientes
4 dias, las ratas tuvieron acceso a una botella con
una solucién de agua con EtOH al 12 % durante 30
min en sus cajas-hogar. Posteriormente, las ratas
se sometieron a un entrenamiento de presionar la
palanca para la obtencion de 0.01 ml de agua bajo
un programa de reforzamiento de razén fija 1 (RF1)
por 30 min/dia durante 3 dias consecutivos. A partir
del cuarto dia, el agua se substituyé por una
solucion de EtOH al 12 % bajo un programa RF1
durante 3 dias consecutivos en sesiones de 30
min/dia. Posteriormente, el programa RF1 cambi6
a RF3, esto es, las ratas presionaron la palanca
tres ocasiones para obtener 0.01 ml de la solucion
de EtOH como reforzador. Una vez que las
ejecuciones por EtOH se estabilizaron (cuando las
respuestas para obtener EtOH como reforzador no
variaron mas del 20 % en tres sesiones

auto-
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consecutivas), se evaluaron los efectos de los
ligandos 5-HT1B en las respuestas para obtener
EtOH como reforzador como sigue: a las ratas se
les inyectd la dosis 1 de la droga 1 y se sometieron
al programa de reforzamiento RF3 para la
obtencion de EtOH como reforzador. Después de
esta prueba, las ratas se sometieron a sesiones de
reentrenamiento idénticas a las sesiones previas
de la sesidn de prueba, programa de reforzamiento
RF3 con EtOH como reforzador. El ciclo programa
de reforzamiento RF3 para obtener EtOH como
reforzador-sesion de prueba se llevd a cabo hasta
gue se evaluaron todas las dosis de las drogas.
Efectos de la administracién sistémica de ligandos
5-HT1B en la auto-administracion oral de EtOH.

En este experimento se utilizé un disefio intra-
sujetos en el cual un grupo de ratas (n = 10) fue
evaluado de acuerdo al procedimiento descrito en
la seccion de procedimiento del entrenamiento de
auto-administracion oral de EtOH. Después de que
la tasa de respuestas se mantuvo estable por 3
dias consecutivos, se evaluaron diferentes dosis de
CP94253 (0.0, 2.0, 4.0 y 8.0 mg/kg), SB216641
(0.0, 2.5,5.0y 7.5 mg/kg) y la co-administracién de
CP94253 (8.0 mg/kg) + SB216641 (0.0, 2.5,5.0y
7.5 mg/kg), una dosis por sesién de prueba. Las
dosis de las drogas se administraron 15 min antes
de la prueba y se administraron en un orden
azaroso.
Efectos de la administracion intra-accumbens de
ligandos 5-HT1B en la auto-administracion oral de
EtOH

En un grupo diferente de ratas (n = 10) se utilizo
un disefio intra-sujetos. Después del
establecimiento y estabilizacién de la conducta de
auto-administracion oral de EtOH, las ratas se
anestesiaron con una inyeccion ip con una mezcla
de ketamina-xilacina (22.5 mg/kg: 112.5 mg/kg), y
se les implanté una canula guia unilateralmente
con la ayuda de un aparato para cirugias
estereotaxicas. Después de la recuperacion de la
cirugia, las ratas se reentrenaron al programa de
RF3 para obtener 0.01 ml de la solucién de EtOH
como reforzador. Una vez que las ejecuciones de
las ratas se estabilizaron, en sesiones de prueba se
administr6 una dosis del agonista 5-HT1B
CP94253 (1.25 y 2.5 ug) o la co-administracién del
agonista 5-HT1B CP94253 (2.5 pg) + el
antagonista 5-HT1B SB216641 (1.0 y 3.0 ug) y se
valor6 su efecto sobre la conducta de auto-
administracion oral de etanol
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Figura 1.

Protocolo experimental para la adquisicion y mantenimiento de la auto-administracion oral de EtOH. A.

Cronograma del procedimiento que se utilizé en esta investigacion, para mayor explicacién ver texto. B. Se muestran
los efectos agudos del agonista y el antagonista de 5-HT1B en el consumo de agua. Los simbolos representan la
media £ EEM. LB: linea base. C. Se muestran las respuestas reforzadas con agua bajo un programa RF1 (circulos
abiertos) o reforzadas con EtOH (al 12% mezclado con agua) bajo un programa RF1 (circulos cerrados) o bajo un

programa RF3 (triangulos cerrados). Los simbolos representan la media *

EEM. Los asteriscos (*) indican

diferencias significativas de la condicion experimental RF3 reforzamiento con EtOH y estabilidad del 80% durante
las Ultimas tres sesiones con las sesiones correspondientes de las otras condiciones experimentales.

Andlisis estadistico

Durante los experimentos del presente estudio
se midio el consumo de agua en mililitros, y en otros
casos, el numero de respuestas a la palanca. En el
experimento de la administraciéon aguda de los
ligandos 5-HT1B, los datos se analizaron con un
ANOVA de una via. Los datos obtenidos en las
condiciones experimentales con programas de
reforzamiento con agua o con EtOH se analizaron
con un ANOVA factorial de medidas repetidas de
dos vias, con efectos principales de programa de
reforzamiento y respuestas en los dias 1, 2y 3. Los
datos obtenidos en las pruebas de administracion

sisttmica de los compuestos CP94253 vy
SB216641se analizaron con un ANOVA de una via
de medidas repetidas. Cuando los ANOVAs fueron
significativos, se llevd a cabo un andlisis de
comparaciones posteriores con la prueba
Bonferroni. En todas las pruebas, el nivel de
rechazo del error tipo | fue de .05. En los
experimentos de la administracion intra-nAcc de los
compuestos CP94253 y SB216641, los datos se
analizaron con una prueba t de student para
muestras relacionadas. Los datos fueron
analizados con el programa de andlisis estadisticos
SPSS Statistics version 22 (IBM Corp., 2019).
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Figura 2. Efectos de la administracion sistémica e intra-accumbens de ligandos 5-HT1B en la auto-administracion
oral de EtOH. A. Se muestran los efectos de la administracion sistémica del agonista 5-HT1B CP94253 (panel
izquierdo), del antagonista 5-HT1B SB216641 (panel central) y la co-administracion de CP94253+SB216641 (panel
derecho). Las barras representan la media + EEM de las respuestas reforzadas con EtOH. Los asteriscos (*)
significan diferencias con la dosis de 0.0 y 2.0 mg/kg de CP94253 y con las dosis de 0.0 y 2.5 mg/kg de SB216641.
La cruz (1) significa diferencias con la condicion de 4.0 mg/kg de CP94253 (Bonferroni < .05 después de ANOVA de
una via de medidas repetidas). B. Se muestra la media de las respuestas reforzadas con agua bajo un programa
RF1 (circulos abiertos), reforzadas con EtOH (al 12% mezclado con agua) bajo un programa RF1 (circulos cerrados)
0 bajo un programa RF3 (triangulos cerrados hacia arriba) o después de la cirugia y sometidos a la condicién de
RF3 (triangulos abiertos hacia abajo). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas de la condicién
experimental RF3 reforzamiento con EtOH previa y posterior al procedimiento de cirugia y las correspondientes
sesiones de las otras condiciones experimentales. Los simbolos representan la media + EEM. C. El panel izquierdo
muestra los efectos de la administracion intra-nAcc del agonista 5-HT1B CP94253 sobre la conducta de auto-
administracion oral de EtOH y el panel derecho muestra los efectos de la administracién intra-nAcc del antagonista
SB216641 sobre los efectos del CP94253 en la conducta de auto-administracion oral de EtOH. Las barras
representan la media + EEM de las respuestas reforzadas con EtOH. Los asteriscos (*) significan diferencias con
las dosis representadas con las barras negras (t de student para muestras relacionadas < .05). D. Esquema que
representa cortes sagitales de cerebro de ratas después de la administracion de ligandos 5-HT1B dentro del shell
del nAcc y sus coordenadas estereotaxicas de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1998). |. Fotografia de una
seccion coronal tomada a la altura donde se insert6 la canula. Il. Ampliacion del sitio de inyeccion. lll. La barra negra
muestra la trayectoria de la canula. IV. Representacion esquematica de todas las canulas implantada en el shell del
nAcc. Los circulos negros indican las localizaciones de las canulas confirmadas histolégicamente en los animales
incluidos en el analisis estadistico de los experimentos.
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Resultados

Efectos agudos de la administracion sistémica
de ligandos 5-HT1B en el consumo de agua

La figura 1B muestra el consumo de agua
cuando se administraron por via ip diferentes dosis
del agonista del receptor 5-HT1B CP94253 o del
antagonista del receptor 5-HT1B SB216641. Un
ANOVA de una via mostré que no hay diferencias
de consumo de agua cuando se administr6 el
CP64253 (F[3, 36] =0.735, p=.538) 0 el SB216641
(F[3, 36] = 0.768, p = .520).

Efectos de la administracion sistémica de
ligandos 5-HT1B en la auto-administracién oral
de EtOH

La figura 1C muestra la autoadministracion oral
de EtOH mezclado con agua al 12 % bajo distintas
condiciones. El promedio de respuestas reforzadas
con agua bajo un programa RF1 (ver gréafico con
circulos abiertos) fue muy similar en los tres dias
que muestra la figura. El grafico con circulos
cerrados muestra el promedio de respuestas de
auto-administracion oral de EtOH bajo un programa
RF1, y como se puede observar, el promedio de
respuestas fue muy similar. Sin embargo, el grafico
con triangulos cerrados, muestra que cuando las
respuestas fueron reforzadas con EtOH bajo un
programa RF3 se observé un incremento en las
respuestas, pero en las tres Ultimas sesiones que
se graficaron no se observaron diferencias en el
promedio de respuestas. Un ANOVA factorial de
medidas repetidas de dos vias confirmé lo anterior
ya que los efectos principales de grupo fueron
significativos (F [2,27] = 15.285, p .0001),
mientras que el efecto principal de dias (F [2,54] =
2.550, p = .087) y la interaccion grupo y dias (F
[4,54] =.192, p =.942) no fueron significativos. Las
comparaciones posteriores con la prueba de
Bonferroni revelaron diferencias significativas de
las respuestas diarias bajo la condicion RF3
reforzadas con EtOH con las sesiones
correspondientes de las otras condiciones. La
figura 2A, panel izquierdo, muestra los efectos de
la administracién de diferentes dosis del agonista
5-HT1B CP94253 sobre la autoadministracion oral
de EtOH mantenida por un programa RF3. Los
datos muestran que administraciébn de CP94253
produjo un efecto dependiente de la dosis, a mayor
dosis mayor la atenuacion de las respuestas de
auto-administracion oral de EtOH. Un ANOVA de
una via de medidas repetidas mostré diferencias
significativas entre las dosis (F[3, 27] =41.755, p =
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.001). Las comparaciones posteriores con la
prueba de Bonferroni revelaron que las dosis de 4.0
y 8.0 mg/kg fueron diferentes con la dosis de 0.0 y
2.0 mg/kg. También se observaron diferencias
significativas entre las dosis de 4.0 y 8.0 mg/kg. La
figura 2A, panel central, muestra los efectos de la
administracion del antagonista 5-HT1B SB216641
sobre la autoadministracion oral de EtOH. Como se
puede observar, la administracion del SB216641 no
produjo ningun efecto sobre las respuestas de
auto-administracion oral de EtOH. Un ANOVA de
una via de medidas repetidas confirmé lo anterior
(F[3, 27] = .525, p = .659). La figura 2A, panel
derecho, muestra que la administracién de
diferentes dosis del antagonista SB216641 en
combinacibn con una dosis fija del agonista
CP94253 produjo una disminucién, dependiente de
la dosis, en los efectos del agonista CP94253 en la
auto-administracion oral de EtOH. Un ANOVA de
una via de medidas repetidas confirmé lo anterior
(F[3, 27] = 10.255, p .001). La prueba de
comparaciones posteriores Bonferroni revelé que
la condicién en la cual se administr6 5.0y 7.5 mg/kg
de SB216641 en conjunto con CP94253 (8.0
mg/kg) difirié de la condicién de 0.0y 2.5 mg/kg de
SB216641.

Efectos de la administracion intra-accumbens
de ligandos 5-HT1B en la auto-administracion
oral de EtOH

La figura 2B muestra la auto-administracion
oral de EtOH (12 %) bajo distintas condiciones. El
promedio de respuestas reforzadas con agua bajo
un programa RF1 (ver gréfico con circulos abiertos)
fue muy similar en los tres dias que muestra la
figura. El grafico con circulos cerrados muestra el
promedio de respuestas de auto-administracion
oral de EtOH bajo un programa RF1, y como se
puede observar, el promedio de respuestas fue
muy similar. Sin embargo, el gréafico con triangulos
cerrados, muestra que cuando las respuestas
fueron reforzadas con EtOH bajo un programa RF3
se observd un incremento en las respuestas, pero
en las tres Ultimas sesiones que se graficaron no se
observaron diferencias en el promedio de
respuestas. El grafico con triangulos abiertos
muestra también un incremento en el promedio de
respuestas bajo un programa de reforzamiento RF3
para obtener EtOH como reforzador durante las
GUltimas tres sesiones después del procedimiento de
cirugia (tres ratas murieron después de la cirugia).
Como se muestra, las respuestas no variaron mas
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del 20 %. Un ANOVA factorial de dos vias confirmo
lo anterior ya que los efectos principales de grupo
fueron significativos ((F [3,33] = 26.977, p = .0001),
mientras que el efecto principal de dias (F [2,66] =
1.751, p = .181) y la interaccién grupo y dias (F
[6,66] = .620, p =.713) no fueron significativos. Las
comparaciones posteriores con la prueba de
Bonferroni revelaron diferencias significativas de
las respuestas diarias bajo las condiciones RF3
reforzadas con EtOH previas y posteriores al
procedimiento de cirugia con las sesiones
correspondientes de las otras condiciones. En la
figura 2C, paneles izquierdo y derecho, se muestra
que la administracion intra-accumbens del agonista
5-HT1B produjo una disminucién significativa de la
auto-administracion oral de EtOH (t[5] = 2.475, p =
.041) y la administraciéon del antagonista 5-HT1B
SB216641 previno este efecto (t[5] = -2.581, p =
.047). La figura 2D muestra la localizacién
histologica de los sitios de inyeccion dentro del
shell del nAcc. Las ratas que mostraron que la
colocacion de la canula estaba fuera del shell del
nAcc se descartaron del analisis (1/7).
Discusion

Algunas investigaciones han sugerido que los
receptores 5-HT1B podrian ser un blanco util para
el desarrollo de terapias farmacoldgicas que
ayuden al tratamiento del abuso de drogas
psicoestimulantes y otras (Garcia et al., 2017).
Actualmente se sabe que los receptores 5-HT1B
localizados en el sistema de la recompensa del
cerebro modulan algunas conductas inducidas por
las drogas de abuso, incluido el EtOH (Cao,
LaRocque, & Li, 2013; Pentkowski et al., 2014; Sari,
2013). En este sistema, los receptores 5-HT1B se
encuentran localizados como auto y
heterorreceptores en el nAcc. En esta investigacion
se plante6 la necesidad de investigacion
conductual que pudiera agregar informacion
adicional sobre cual tipo de receptor 5-HT1B
pudiera estar involucrado en la reduccion de
conductas relacionadas con el consumo de EtOH
en ratas de laboratorio. Nosotros sugerimos que los
candidatos idoneos serian los heterorrecptores 5-
HT1B localizados en las iAchérgicas del nAcc y
también sugerimos que si la administracion intra-
nAcc de un agonista 5-HT1B estimula los
heterorreceptores 5-HT1B localizados en las
terminales axénicas de las iAchérgicas, entonces el
efecto conductual seria la observacién de una
reduccion en las conductas relacionadas con el
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consumo de EtOH. Por lo que el propdsito del
presente estudio fue evaluar los efectos de la
administracién sistémica e intra-accumbens de
ligandos 5-HT1B en el mantenimiento de la
conducta de auto-administracion oral de EtOH en
ratas. Nuestros datos indican que la administracion
sistémica del agonista 5-HT1B CP94253 disminuy6
la auto-administracion oral de EtOH, este efecto fue
prevenido por la administracion del antagonista 5-
HT1B SB216641. También obtuvimos resultados
similares cuando se administraron los ligandos 5-
HT1B dentro del shell del nAcc.

Rol del receptor 5-HT1B en efectos reforzantes
de varias drogas

Nuestros resultados apoyan la importancia de
los receptores 5-HT1B en la modulacién de las
propiedades reforzantes del EtOH y estan en linea
con los resultados de otras investigaciones previas.
Por ejemplo, la administracion ip del agonista 5-
HT1B CP94253 redujo la auto-administracién de
EtOH al 10% de concentraciéon (Maurel, De Vry, &
Schreiber, 1999). De igual manera, la
administracion intraperitoneal del agonista 5-HT1B
RU24969, aunque este también muestra afinidad
por el receptor 5-HT1A, suprimio significativamente
la auto-administracion de EtOH y este efecto fue
revertido por la administracién del antagonista
selectivo por los receptores 5-HT1B GR127935
(Tomkins & O"Neill, 2000). La administracion ip del
potente agonista 5-HT1B anpirtolina, aunque este
también puede actuar como antagonista de los
receptores 5-HT3, disminuy6 el consumo de EtOH
en ratones (Miczek & de Almeida, 2001). Los
receptores 5-HT1B no solo modulan las
propiedades gratificantes del EtOH, sino que
también podrian estar involucrados en los efectos
de algunos psicoestimulantes. Por ejemplo, un
estudio reporté que la administracién del agonista
CP94253 atenuo la auto-administracion de cocaina
bajo un programa de razén progresiva después de
un periodo largo de abstinencia, pero no después
de un periodo corto (Pentkowski et al., 2014).
También, la administracion intra-accumbens del
CP94253 disminuy6é la auto-administracion de
anfetamina bajo un programa de razon progresiva
(Fletcher, Azampanah, & Korth, 2002), Ila
administracion sistémica del CP94253 también
disminuye las propiedades discriminativas de la
anfetamina (Miranda et al., 2007). Adicionalmente,
se ha reportado que el agonista 5-HT1B CP94253
disminuy6 el consumo de metanfetamina en ratas
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bajo un programa de reforzamiento RV5 antes y
después de un periodo de abstinencia y la
administracion del antagonista 5-HT1B SB224289
previno el efecto del CP94253. También se reportd
que el zolmitriptan, agonista menos selectivo por
los receptores 5-HT1B, también disminuy6 el
consumo de metanfetamina en condiciones
similares cuando se administr6 el CP94253 (Garcia
et al., 2017).

Posible mecanismo que explica los resultados

Los resultados previos y los que reportamos en
este estudio sugieren que los agonistas del
receptor 5-HT1B son importantes para regular
algunas conductas relacionadas con el consumo de
psicoestimulantes y EtOH. Aunque el mecanismo
neuroquimico involucrado en los efectos de los
agonistas 5-HT1B no se ha aclarado bien hasta el
momento, se podrian especular algunas
consideraciones al respecto. Primero, el sistema 5-
HTérgico juega un papel importante en la
modulacion de conductas relacionadas con el
consumo de drogas adictivas, incluido el EtOH
(Mdiller, Carey, Huston, & De Sousa Silva, 2007;
Muller & Homberg, 2015; Sari, Johnson, &
Weedman, 2011). EI nAccy el ATV, son estructuras
importantes del sistema de la gratificacion del
cerebro que reciben proyecciones 5-HTérgicas a
través de varios subtipos de receptores (Milller &
Huston, 2006). Segundo, varias lineas de evidencia
sugieren que los receptores 5-HT1B localizados en
el sistema de la gratificacion del cerebro,
particularmente en el nAcc, juegan un papel
importante en la modulacibn de conductas
asociadas al consumo de drogas de abuso, incluido
el EtOH (Garcia et al., 2017; Yan et al., 2005).
Tercero, los receptores 5-HT1B son fuertemente
expresados en el shell del nAcc (Bruinvels et al.,
1994). Varios estudios han sugerido que los
receptores 5-HT1B estan expresados tanto en
neuronas 5-HTérgicas como neuronas no 5-
HTérgicas, actuando como auto y
heterorreceptores, respectivamente, regulando la
liberacion de 5-HT y de otros neurotransmisores
(Morikawa, Manzoni, Crabbe, & Williams, 2000).
Los heterorreceptores 5-HT1B se han localizados
en las terminales axodnicas de las MSNs que
proyectan del nAcc al ATV y a otras estructuras,
también se han localizado en terminales Gluérgicas
que llegan al nAcc (Muramatsu et al., 1998). Es
bien documentado que la administracion o
consumo de EtOH produce un aumento en los
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niveles extracelulares de DA en el nAcc (Di Chiara
& Imperato, 1988; Imperato & Di Chiara, 1986;
Clarke, Adermark, Chau, Séderpalm, & Ericson,
2014; Yan et al., 2005) por lo que una disminucion
en las conductas relacionadas con el EtOH deberia
involucrar un mecanismo que redujera los niveles
extracelulares de DA en el nAcc (Sari, 2013). Una
primera aproximacion seria considerar a los
heterorreceptores 5-HT1B que se localizan en las
terminales axdnicas de las MSNs que proyectan del
nAcc al ATV. La estimulacion de estos receptores
por la 5-HT o agonistas exégenos 5-HT1B, inhibiria
la liberacion de GABA por las MSNs provenientes
del nAcc, lo que provocaria, una desinhibiciéon de
las neuronas DAérgicas de ATV y, como
consecuencia, se observaria una mayor liberacion
de DA en el nAcc (Parsons, Koob, & Weiss, 1999).
Debido a lo anterior, este mecanismo podria
descartarse como responsable de los efectos de
agonistas 5-HT1B sobre el consumo de EtOH
observados en algunos experimentos (Miczek & de
Almeida, 2001) y en los resultados de este estudio.
Otra explicacion podria involucrar a los
heterorreceptores 5-HT1B localizado en terminales
Gluérgicas que llegan al nAcc. Una disminucién de
los inputs excitatorios provenientes de neuronas
Gluérgicas reduciria o inhibiria la actividad de las
MSNs en el nAcc lo que produciria al final un
aumento en los niveles presinapticos de DA en el
nAcc (Muramatsu et al., 1998), por lo cual se podria
descartar este mecanismo para explicar nuestros
resultados y los de otros.

Otro posible mecanismo que explicaria los
resultados de esta investigacion y los de otros
estudios, involucraria a los heterorreceptores 5-
HT1B localizados en las terminales axonicas de las
iAchérgicas en el nAcc (Virk et al., 2016). Algunos
estudios han reportado que la liberacién de Ach por
las iAchérgicas del nAcc activan a los receptores
nicotinicos localizados en las terminales de
neuronas no Achérgicas de DA (Yorgason,
Zeppenfeld, & Williams, 2017), GABA (Zhou,
Wilson, & Dani, 2002) y otras. De esta forma, la
actividad de las iAchérgicas influye en gran parte
en la actividad de la poblaciéon neuronal del nAcc
(Zhou et al, 2002). La estimulacion de los
heterorreceptores 5-HT1B en las iAchérgicas del
nAcc disminuiria los inputs excitatorios a las
neuronas DAérgicas, y como consecuencia,
disminuirian los niveles presinapticos de DA en el
nAcc (Hanada et al., 2018). Este mecanismo es
consistente con nuestros datos y los de otros. En
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apoyo a esta sugerencia, se ha reportado, en
primer lugar, que la liberacién de DA en el nAcc
shell es modulada por las iAchérgicas a través de
los receptores nicotinicos localizados en las
terminales presinapticas de DA (Shin, Adrover, &
Alvarez, 2017) y la estimulacion de los receptores
5-HT1B en las terminales de iAchérgicas podrian
inhibir la liberacién de Ach y, como consecuencia,
disminuir los inputs excitatorios en las neuronas
DAérgicas (Virk et al., 2016). Adicionalmente, se ha
reportado que la administracién del antagonista de
los receptores Achérgicos tipo nicotinicos,
mecamilamina, previno el escalamiento de la auto-
administracion de cocaina (Hansen & Mark, 2007).

Aunque el dltimo mecanismo podria explicar
nuestros resultados y los de otras investigaciones,
también pudiera ser conveniente considerar a los
autorreceptores 5-HT1B. Estos autorreceptores se
encuentran localizados en las terminales
presingpticas de neuronas 5-HTérgicas y su
activacion inhibe la liberacion de 5-HT (Sari, 2004).
Si se estimulan los autorreceptores 5-HT1B de una

A
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de nucleo de Rafe

nAcc (MSNs)
a ATV/GPi
Terminal 5-HTérgica
de nucleo deRafe
,é‘-
Termmal iAchérgica
DAérgica
de ATV

Heterorreceptor
5-HT1B

terminal 5-HTérgica, se reduciria la liberacién de 5-
HT por esa terminal (Sari et al., 2011), lo que
reduciria la estimulacion de los heterorreceptores
5-HT1B en neuronas no 5-HTérgicas, provocando
gue el control inhibitorio sobre las neuronas no 5-
HTérgicas se redujera (O'Dell & Parsons, 2004;
Yan & Yan, 2001). Si estas neuronas no 5-
HTérgicas fueran las MSNs que provienen del nAcc
gque proyectan sus axones terminales en las
neuronas DAérgicas del ATV, la reduccion
inhibitoria que ejercen los heterorreceptores 5-
HT1B en las MSNs, provocaria, primero, un
aumento en la liberacion de GABA, y en segundo
lugar, una reduccion en la liberacion de DA en el
nAcc, esta sugerencia también podria explicar los
resultados de esta investigacion. Sin embargo, una
limitacion de este estudio es que no se hizo
ninguna manipulacion farmacoldgica,
electrofisiologica, transferencia genética con virus
u optogenética, que permitiera averiguar cual tipo
de receptor 5-HT1B esta modulando la auto-
administracion oral de EtOH de esta investigacion.

B

anAcc
Terminal MSN de
nAcc
Neuronas
DAérgicas de
ATV I -
- Terminales 5-HTérgicas
\§ de nucleo de Rafe
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Figura 3. Representacion esquematica de las estructuras y receptores que podrian estar involucrados en los efectos
del agonista 5-HT1B CP94253 en la auto-administracion oral de EtOH. En A se representan las neuronas espinosas
medianas (MSNs) en el nlcleo accumbens (nAcc), las neuronas que liberan glutamato (Glu) y terminales
serotonérgicas (5-HTérgicas) provenientes del nucleo del Rafe. Asi como la terminal dopaminérgica (DAérgica)
proveniente del area tegmental ventral (ATV). Se representan también las interneuronas colinérgicas (iAchérgicas)
localizadas en el nAcc. En B se representan las neuronas DAérgicas en el ATV asi como las terminales de MSNs
qgue provienen del nAcc, las terminales 5-HTérgicas provenientes del nucleo del Rafe y las interneuronas
GABAérgicas (iGABAérgicas) localizadas en el ATV. Para una explicacion, consultar la seccion de Discusion.
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En la Figura 3 se puede visualizar los
diferentes roles que tendrian los auto vy
heterorreceptores 5-HT1B en la disminucion de la
auto-administracién oral de EtOH provocada por el
CP94253 y se necesitarian estudios adicionales
para llegar a una conclusion mas solida sobre cual
tipo de receptor estd involucrado en esta
disminucion. También es conveniente mencionar
gue durante las pruebas donde se administr6 solo
el antagonista 5-HT1B SB216641 (ver figura 2A
panel central), este compuesto no produjo efectos
en la auto-administracion oral de EtOH en este
estudio. La ausencia de efectos podria reflejar una
de dos condiciones. La primera es que la falta de
efectos del antagonista SB216641 podria reflejar
que los receptores 5-HT1B no ejercen influencia
ténica sobre la conducta de auto-administracion
oral de EtOH. La segunda, como algunos estudios
han sugerido, para observar efectos de este
antagonista sobre alguna conducta relacionada
con el consumo de EtOH, es necesario la
administracion crénica, en lugar de la aguda
(Tomkins & O’Neill, 2000). En la presente
investigacion, por el disefio intra-sujetos, nosotros
administramos el antagonista SB216641en varias
ocasiones, no la misma dosis, que pudo ser una
condicion insuficiente para observar efectos sobre
la conducta de auto-administracion oral de EtOH.

Aunque con los datos de este estudio no se
podria descartar con claridad ningin mecanismo
seflalado arriba, los datos obtenidos con la
administracion sistémica del agonista CP94253
indicarian que en la auto-administracién oral de
EtOH no solo estarian participando los receptores
5-HT1B en el nAcc, sino también los localizados en
las interneuronas GABAérgicas del ATV. En el caso
de la localizacién de estos receptores en el nAcc,
podria ser posible que la estimulacion de los
receptores 5-HT1B en el nAcc esté actuando en un
mecanismo complejo en el que podrian participar
diversos tipos de neuronas para alterar las
conductas relacionadas con el consumo de EtOH.
También se podrian sefialar algunas condiciones
gue podrian limitar las generalizaciones del
estudio. Por ejemplo, en el experimento de la
administracién intra-nAcc de los ligandos 5-HT1B
no se incluyé la dosis de 0.0. Aunque la
administracion del vehiculo, la dosis 0.0, de los
ligandos 5-HT1B no se llevd a cabo en el
experimento donde la administracién fue intra-
nAcc, en el experimento donde se administraron
sistémicamente los ligandos, los resultados de la
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administracion del vehiculo mostraron que no
producen efectos bajo estas condiciones.
Podriamos especular que la administracion del
vehiculo en el nAcc podria no alterar la conducta
de auto-administracion oral de EtOH. Sin embargo,
no deja de ser una limitacion metodolégica del
disefio experimental de este estudio, por lo que se
deberia considerar para cualquier generalizacion
de los datos de este experimento.

Hay otra condicién que también podria limitar
las contribuciones del estudio, y es el tamafio de la
muestra en los experimentos. Aunque el tamafio de
la n comenzé con 10 ratas, en el experimento de la
administracion intra-nAcc concluyd con seis ratas.
Pudieran parecer pocos sujetos que limitarian las
conclusiones del estudio en relacion a la
administracién intra-nAcc. No obstante, los
resultados que obtuvimos son similares a los
obtenidos con la administracion sistémica. El
disefio que se empled fue un disefio intra-sujetos
porque esto evita emplear un nimero mayor de
animales experimentales, pero hace el estudio mas
largo y los sujetos reciben mayor numero de
administraciones de los ligandos 5-HT1B. No
obstante, se podria argumentar que este efecto, si
lo hubiera, debi6 presentarse con la administracion
del vehiculo en los experimentos de la
administracion sistémica, caso que no hubo. Sin
embargo, no deja de ser una variable que habria
gue considerar en futuros experimentos.

En conclusién, la presente investigacion
mostré que la administracion del agonista 5-HT1B
CP94253 disminuyo la auto-administracion oral de
EtOH en ratas, esta disminucién fue revertida por
el pre-tratamiento con el antagonista selectivo de
los receptores 5-HT1B SB216641. Estos datos,
junto con los de otros estudios, proporcionan
evidencia del papel modulatorio de los receptores
5-HT1B en las conductas relacionadas con las
drogas adictivas, incluyendo el EtOH.
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