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Resumen

Abstract

Numerosos estudios preclinicos han demostrado que el estrés social
incrementa la vulnerabilidad a los efectos reforzantes de la cocaina.
Sin embargo, los resultados obtenidos no son homogéneos, observan-
dose siempre una subpoblacién que no muestra dicho incremento.
Utilizando el modelo de derrota social (DS) repetida en ratones, en
este trabajo hemos querido caracterizar conductualmente a los rato-
nes resilientes al incremento de los efectos reforzantes de la cocaina
inducido por el estrés social. Utilizamos ratones adultos macho de la
cepa C57/BL6 a los que sometimos al protocolo de DS repetida y tres
semanas mds tarde, realizamos el Condicionamiento de Preferencia
de Lugar (CPL) inducido por una dosis no efectiva de cocaina (1mg/
kg). Una vez finalizado este procedimiento se midieron los niveles
estriatales de interleucina 6, ya que el estrés social produce una res-
puesta de neuroinflamacién. No se observé CPL en los ratones con-
troles, pero los animales derrotados tomados en conjunto desarrolla-
ron preferencia. Sin embargo, esta muestra se pudo dividir en ratones
resilientes (no desarrollaron preferencia) y susceptibles (presentaron
CPL). Durante las derrotas sociales, los animales resilientes pasaron
menos tiempo en las conductas de huida y sumision que los catalo-
gados como susceptible y presentaron conductas de ataque hacia el
raton residente, manifestando por tanto resistencia a ser derrotados.
No se observaron diferencias en la respuesta de neuroinflamacion,
probablemente debido al largo periodo de tiempo trascurrido desde
la ultima derrota social. Nuestros resultados sugieren que un estilo
de afrontamiento activo al estrés social va a ser determinante en la
proteccion del sujeto a desarrollar un trastorno por uso de drogas.

Palabras clave: Resiliencia; cocaina; estrés social; afrontamiento; inter-

leucina 6.

Preclinical studies have shown that social stress increases vulnerabili-
ty to the reinforcing effects of cocaine. However, the results are not
always homogeneous, revealing a subpopulation that does not show a
preference for cocaine. Thus, the main aim of the present study was
to characterize the behavioral profile of resilient mice to the stress-in-
duced rewarding effects of cocaine using an animal model of repeated
social defeat stress (SD). To this end, male adult mice of the C57/
BL6 strain were exposed to SD and, three weeks later, assessed using
the Conditioned Place Preference paradigm induced by an ineffective
dose of cocaine (Img/kg). Afterwards, the striatal levels of interleukin
6 were measured, as social stress usually induces a neuroinflammato-
ry response. Control mice did not develop CPP, while defeated mice
did overall develop a preference for the drug-paired compartment.
Based on the conditioning score that they exhibited, the SD sample
was subdivided into resilient (did not develop preference) and suscep-
tible mice (developed preference). During the SD sessions, resilient
animals showed less flight and submission behaviors than suscepti-
ble mice and they presented attack behaviors towards the residents,
thereby showing their resistance to being defeated. There were no
differences in the neuroinflammatory response, probably due to the
long time elapsed after the last SD session. These results suggest that
an active coping style to social stress may be decisive in protecting the
individual from developing an addiction.
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a exposicion al estrés es un factor ambiental que

se ha relacionado de forma muy directa con la

aparicion de trastornos psiquiatricos, como la

depresion, la ansiedad o los trastornos por abuso
de sustancias. Sin embargo, no todos los sujetos son igual
de vulnerables a las consecuencias del estrés (Krishnan et
al., 2007; Lutter et al., 2008). En los ultimos anos se ha
producido un gran incremento en el estudio del fenéme-
no de la resiliencia al estrés. Se define como resiliencia la
capacidad que presentan los individuos de mantener un
funcionamiento psicolégico y fisico adaptativo, y evitar
la aparicion de enfermedades mentales cuando se expo-
nen a un estrés créonico o de elevada intensidad (Charney,
2004). Los mecanismos responsables de la resiliencia van
a promover una respuesta apropiada y no patolégica al es-
trés (Chmitorz et al., 2018). En los ultimos anos se han
comenzado a identificar las caracteristicas psicolégicas y
biologicas de los individuos resilientes al estrés social (Pfau
y Russo, 2015). Por ejemplo, existen una serie de conduc-
tas y rasgos psicolégicos, como la flexibilidad cognitiva, el
afrontamiento activo, el optimismo o la sensacién de per-
tenencia a un grupo, que pueden favorecer una respuesta
de resiliencia en seres humanos (Wood y Bhatnagar, 2015;
Laird, Krause, Funes y Lavretsky, 2019). Sin embargo, la
mayoria de estos estudios se han centrado en la resiliencia
al desarrollo de depresion, ansiedad o trastorno de estrés
postraumatico (Russo, Murrough, Han, Charney y Nestler,
2012; Krishnan, 2014; Finnell y Wood, 2016), siendo muy
escasos los estudios que evaldan la resiliencia al incremen-
to en el consumo de drogas.

La mayoria de los estudios preclinicos sobre resiliencia
al estrés utilizan el modelo de derrota social (DS) repeti-
da o crénica. Este modelo presenta una gran relevancia
etologica y traslacional, ya que la forma mas comin de es-
trés experimentada por los seres humanos proviene de su
ambiente social. Este modelo esta basado en el paradigma
intruso/residente, que consiste en introducir a un animal
macho (intruso) en el territorio de otro (residente), que
confrontara y dominara al primero (Miczek, Yap y Coving-
ton, 2008; Chaouloff, 2013). Numerosos estudios han de-
mostrado que la DS repetida incrementa el consumo de
cocaina y de alcohol (Miczek et al., 2008; Burke y Miczek,
2014; Rodriguez-Arias et al., 2016, 2017; Montagud-Rome-
ro et al., 2016a; Ferrer-Pérez et al., 2018a). Este incremen-
to se ha asociado a una respuesta de neuroinflamacién, ya
que en los animales derrotados se ha constatado un incre-
mento de marcadores de inflamacién como las citoquinas
o las quemoquinas, un incremento en la permeabilidad de
la barrera hematoencefalica asi como una activacion de la
microglia (Rodriguez-Arias et al., 2017, 2018; Ferrer-Pérez
etal.,, 2018a).

Al igual que ocurre en los estudios realizados en seres
humanos, en la mayoria de los estudios preclinicos se ha
evaluado el desarrollo de resiliencia al desarrollo de de-

presion o ansiedad en ratones expuestos a DS repetida. En
estos estudios, a las 24h de finalizar la dltima DS se catego-
riza a los animales en resilientes o susceptibles en funcién
de su conducta en una prueba de interaccién social. Seran
resilientes aquellos que presentan un elevado tiempo de
contacto social, mientras que los susceptibles mostraran
evitacion social (Krishnan et al., 2007; Russo et al., 2012;
Golden, Covington, Berton y Russo, 2011; Henriques-Alves
y Queiroz, 2015; Zhan et al., 2018). Algunos estudios han
confirmado que entre los factores que median la resilien-
cia se encuentra una menor respuesta neuroinflamatoria
en los animales resilientes (Wang et al., 2018).

Los resultados anteriormente mencionados nos han lle-
vado a plantear como objetivo principal del presente traba-
jo la caracterizacién de los ratones expuestos a DS repetida
que sean resilientes al incremento a largo plazo de los efec-
tos reforzantes de la cocaina. Para ello, tres semanas des-
pués de la dltima DS, realizamos un condicionamiento de
la preferencia de lugar (CPL) con una dosis subumbral de
cocaina que no es efectiva en animales controles pero que
si induce preferencia en aquellos derrotados socialmente
(Montagud-Romero et al., 2016a, 2016b). La caracteriza-
ci6n conductual se realizara evaluando el comportamiento
que presentaron aquellos animales resilientes durante las
DS. Finalmente, una vez finalizado el procedimiento con-
ductual, estudiaremos la respuesta neuroinflamatoria mi-
diendo los niveles estriatales de interleucina 6 (IL6).

Material y Método

Animales

En el presente estudio se utilizaron 43 ratones adul-
tos macho de la cepa C57/BL6. 28 de ellos se emplearon
como sujetos experimentales (derrota social) y 15 se utili-
zaron como grupo control (expuestos solo a exploracion).
También se emplearon otros 10 ratones albinos macho de
la cepa OF1 como ratones residentes en la DS repetida.
Todos los ratones fueron adquiridos en los Laboratorios
Charles River (Barcelona, Spain.). Los ratones experimen-
tales llegaron en el dia postnatal (DPN) 21y fueron estabu-
lados en grupos de 4 en cajas de plastico de 26x20x13cm.
Los 10 ratones de la cepa OF1 fueron alojados de forma
aislada para su uso como residentes durante la DS repeti-
da. Las condiciones ambientales fueron de una temperatu-
ra de 21+2°C y una humedad relativa del 55%. Los ratones
fueron mantenidos durante todo el procedimiento en un
ciclo de luz/oscuridad de 12h/12h (8:00h — 20:00h) y con
aguay pellets ad libitum, excepto durante las pruebas com-
portamentales. Todos los procedimientos de tratamiento y
cuidado de los ratones obedecieron a las leyes y regulacio-
nes nacionales, regionales y locales de acuerdo con las di-
rectrices marcadas por la comunidad internacional recogi-
das en Furopean Community Council Directives (86/609/EEC,
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24 November 1986). Este estudio se realiz6 en la Unidad de
Investigacion de Psicobiologia de las Drogodependencias
del departamento de Psicobiologia, Facultad de Psicologia,
Universitat de Valéncia. Fue aprobado por el Comité Etico
de experimentacion y bienestar animal de la Universidad
de Valencia 2017/VSC/PEA/00224-A1507028485045.

Tratamiento farmacolégico

Los animales recibieron tratamiento farmacol6gico tini-
camente durante el procedimiento de CPL. Tanto a los ra-
tones del grupo control como alos del grupo experimental
se les inyect6 por via intraperitoneal 1mg/kg de cocaina
disuelta en una solucién de NaCl 0,9%. Esta dosis es con-
siderada una dosis subumbral, no mostrando preferencia
de lugar en la prueba CPL en ratones estandar (Maldona-
do, Rodriguez-Arias, Castillo, Aguilar y Minarro, 2006; Vi-
dal-Infer, Aguilar, Minarro y Rodriguez-Arias, 2012), mien-
tras que si desarrollan preferencia los ratones expuestos a
DS repetida (Rodriguez-Arias et al., 2017).

Recogida de muestras

Para la obtencién de muestras seguimos el procedi-
miento realizado en estudios previos (Ferrer-Pérez et al.,
2018b). Se sacrificaron ratones por dislocacién cervical y
posteriormente se decapitaron. Los cerebros se extrajeron
rapidamente y el estriado se diseccion6 siguiendo el proce-
dimiento descrito por Heffner et al. (Heffner, Hartman y
Seiden, 1980), manteniéndose en hielo seco hasta que se
almacenaron a -80 ° C.

Antes de realizar la determinacion de IL-6, los cerebros
se homogeneizaron y se prepararon siguiendo el procedi-
miento descrito por Alfonso-Loeches et al. (2010). Los es-
triados se homogeneizaron en 250 mg de tejido / 0,5ml de
tampén de lisis frio (NP-40 al 1%, Tris-HCl 20mM, pH 8,
NaCl 130mM, NaF 10mM, 10pg/ml de aprotinina, 10pg/
ml leupeptina, DTT 40mM, Na3VO4 ImM y PMSF 10mM).
Los homogeneizados de cerebro se mantuvieron en hielo
durante 30 minutos y se centrifugaron a la velocidad de
11.519 x g durante 15 minutos, después se recogio el sobre-
nadante y se determinaron los niveles de proteina median-
te el ensayo de Bradford de ThermoFisher (Ref: 23227).

Diseiio experimental

En la tabla 1 se puede encontrar en detalle el diseno
experimental del presente estudio. Todos los ratones llega-
ron con 21 dias de edad al laboratorio. Después de 3 sema-

Tabla 1. Disefio Experimental.

nas de adaptacioén en el animalario, en el DPN 47, comen-
zaron las 4 sesiones de DS. Posteriormente, a las 3 semanas
de la ultima DS realizamos el CPL (3 dias de pre-condicio-
namiento, 4 dias de condicionamiento y 1 dia de post-con-
dicionamiento). Por ultimo, tras la finalizacion de todo el
procedimiento experimental, procedimos al sacrificio de
los animales para la recogida de muestras biologicas.

Aparatos y procedimiento

Derrota Social

El protocolo de DS realizado en este estudio se ha va-
lidado y descrito en detalle en trabajos previos (Monta-
gud-Romero et al., 2016a; Rodriguez-Arias et al., 2017; Fe-
rrer-Pérez et al., 2019). La DS repetida consta de 4 sesiones
de 25 minutos a intervalos de 72h, realizandose en los dias
postnatales 47, 50, 53 y 56. La sesién de DS repetida esta
compuesta por 3 fases. En la primera fase se introduce al
intruso en la jaula del residente durante 10 minutos, en los
que esta protegido de los ataques, pero no de las amenazas
del residente por medio de una rejilla. En la segunda fase
se retira la rejilla y se permite la confrontacién durante 5
minutos. En la tercera y ultima fase se coloca nuevamente
la rejilla durante 10 minutos mas.

Las sesiones de DS repetida fueron registradas con una
videocamara y durante el procedimiento se evaluaron en
los animales intrusos las conductas de huida, sumision y
ataque, mientras que en los animales residentes se midie-
ron las conductas de amenaza y ataque. En la DS repetida
realizada con los 15 ratones controles se empleé un pro-
cedimiento similar al descrito anteriormente, pero sin la
presencia del raton residente. Una vez finalizado el para-
digma, se procedi6 al analisis de los encuentros mediante
el programa informatico que permite registrar el tiempo
dedicado a realizar diferentes conductas (Martinez, Mi-
narro y Simén, 1991).

Condicionamiento de la Preferencia de Lugar

El CPL es un modelo basado en el aprendizaje clasico
o pavloviano, para evaluar la recompensa condicionada
inducida por diferentes estimulos (Bardo y Bevin, 2000;
Tzschentke, 2007). Ha sido ampliamente utilizado para
estudiar los efectos de recompensa de las drogas adictivas
condicionadas (Aguilar, Rodriguez-Arias y Minarro, 2009;
Yap et al., 2015; Rodriguez-Arias et al., 2016; Blanco-Gan-
dia et al. 2017), ya que los estimulos contextuales pueden

Derrota social /Exploracién CPL (1mg/kg cocaina) Recogida de muestras
1.2 2.2 3.2 4.2 3 semanas Pre-C test Condicionamiento Post-C test
DPN 47 50 53 56 76 -78 79 - 82 83 84
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adquirir propiedades apetitivas secundarias cuando se
combinan con un reforzador primario (Tzschentke, 2007).

Para el CPL se emplearon 12 cajas idénticas de plexiglas
con dos compartimentos de igual tamano (30,7 cm de lar-
go X 31,5 cm de ancho X 34,5 cm de alto), separadas por
un area central de color gris (13,8 cm de largo X 31,5 cm
de ancho X 34,5 cm de alto). Los compartimentos tienen
paredes de diferente color (blancas vs negras) y distinta
textura de suelo (liso en el compartimento negro y rugoso
para el blanco). Los animales son entrenados para asociar
un ambiente especifico con el efecto de la droga adminis-
trada, y en el otro compartimento diferente con soluciéon
salina (Garcia-Pardo, Rodriguez-Arias, Minarro y Aguilar,
2017). Ambos compartimentos presentan una puerta tipo
guillotina, que los separa del compartimento central. Cada
uno de los compartimentos de condicionamiento cuenta
con 4 células fotoeléctricas, mientras que la zona central
tiene 6, lo que permite el registro de la posicién del animal
y los cruces de un compartimento al otro. El equipo es con-
trolado por dos computadoras IBM PC mediante el uso de
un software MONPRE 2z (CIBERTEC, SA, Espana).

El CPL consiste en 3 fases, las cuales se llevaron a cabo
durante el ciclo de oscuridad y siguiendo un procedimien-
to “no sesgado” en términos de la preferencia inicial espon-
tanea (Manzanedo, Aguilar, Rodriguez-Arias y Minarro,
2001). Durante la primera fase o pre-condicionamiento
(Pre-C), los ratones tuvieron libre acceso a ambos compar-
timentos del aparato durante 15 minutos (900s) cada dia
durante 3 dias. Al tercer dia, el tiempo que cada animal
pasa en cada compartimento fue registrado durante 900s.
Los animales que muestran una fuerte aversién (menos
del 33% del tiempo de la sesién) o una fuerte preferen-
cia (mas del 67%) por alguno de los compartimentos son
descartados del procedimiento. De acuerdo con lo ante-
rior, en el presente experimento se descartaron un total
de 2 animales que no cumplian con los criterios estable-
cidos. La asignacion de los compartimentos se realiza con
un contrabalanceado. Uno de los compartimentos se elige
para ser asociado con la cocaina de tal manera que, dentro
de cada grupo, la mitad de los animales reciben la cocaina
en el lugar menos preferido y la otra mitad en el mas prefe-
rido, balancedandose también el color del compartimento.
No deben existir diferencias significativas en el tiempo que
los animales han pasado en el compartimento asociado al
farmaco o al vehiculo en la fase de pre-condicionamiento.
Esta medida es de gran importancia para el procedimiento
experimental, ya que ayuda a evitar que exista algun tipo
de sesgo en la preferencia antes de comenzar el experi-
mento.

En la segunda fase (condicionamiento), los animales
fueron condicionados con 1mg/kg de cocaina mediante 4
asociaciones con el compartimento asignado tras el Pre-C.
Se ha observado que 1mg/kg es una dosis subumbral, es
decir, una dosis que no conlleva a la adquisicion del CPL,

a menos que se manipulen otras variables como el estrés
o rasgos del comportamiento (Vidal-Infer et al., 2012;
Arenas et al., 2014; Montagud-Romero et al., 2014; Rodri-
guez-Arias et al., 2016; Blanco-Gandia, Montagud-Romero,
Aguilar, Rodriguez-Arias y Minarro, 2018). Los animales re-
cibieron 2 inyecciones (cocaina y vehiculo) cada dia: una
administraciéon de soluci6n salina antes de ser confinados
al compartimento no asociado durante 30 minutos, y des-
pués de un intervalo de 4 horas, recibieron cocaina antes
de ser confinados al compartimento asociado con la droga
durante 30 min. El area central no fue utilizada durante
el condicionamiento y su acceso fue bloqueado mediante
puertas tipo guillotina.

Durante la tercera fase o post-condicionamiento
(Post-C), en el 8° dia del procedimiento, las guillotinas
que separaban ambos compartimentos fueron retiradas y
el tiempo que los ratones, sin ningun tipo de tratamiento,
pasaban en cada compartimento fue registrado durante
900s. La diferencia en segundos entre el tiempo que los
animales permanecen en el compartimento asociado con
la droga durante la prueba de Post-C, y el tiempo que pa-
san durante la prueba de Pre-C es una medida del grado
de condicionamiento inducido por la droga (Conditioning
Score). Si esta diferencia es positiva, entonces la droga ha
inducido una preferencia por el compartimento asociado
con la misma, mientras que lo opuesto indica la induccién
de una aversion. Una vez finalizado el CPL, se dividi6 a los
animales derrotados en resilientes o susceptibles. Se con-
sideraron resilientes aquellos que no presentaron incre-
mento en la preferencia por el compartimento asociado
a la cocaina y susceptibles a los que si incrementaron la
preferencia.

Ensayo ELISA de IL-6

Para determinar la concentracion de IL-6 en el estriado,
utilizamos un kit ELISA de IL-6 de raton de la casa comer-
cial Abcam (Ref: ab100712) y seguimos las instrucciones
del fabricante. Para determinar la absorbancia, empleamos
un lector de microplacas iMark (Bio-RAD) controlado por
el software Microplate Manager 6.2. La densidad 6ptica se
ley6 a 450 nm vy los resultados finales se calcularon utili-
zando una curva estandar, expresando como pg/mg para
muestras de tejido. La sensibilidad del test es de <2 pg/mg.
Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

Andlisis de los datos

Para confirmar el efecto de la DS repetida en el CPL
se realiz6 un ANOVA univariante con los datos del Con-
ditioning Score con una variable entre-sujetos “Estrés” con
dos niveles: Exploraciéon y Derrota Social. Se realiz6 un
analisis de conglomerados de K-medias para distribuir a
los animales en Resilientes y Susceptibles, empleando el
valor obtenido con el Conditioning Score. Una vez hecha
la division entre Resilientes y Susceptibles, realizamos un
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nuevo andlisis univariante con la variable entre-sujetos
“Grupo” con tres niveles: Exploraciéon, DS Susceptibles y
DS Resilientes. Este mismo analisis se aplico a los datos de
los niveles estriatales de IL6. Los resultados obtenidos en
el analisis etolégico de la DS se analizaron utilizando un
ANOVA de dos vias con una variable entre-sujetos “Grupo”
con dos niveles: Resilientes y Susceptibles y una variable
intra-sujetos “Derrota” de 2 niveles: DS1 (primera sesion
de derrota social) y DS4 (cuarta sesiéon de derrota social).
Los analisis post-hoc se realizaron utilizando la prueba de
ajuste de Bonferroni, considerando los intervalos de signi-
ficacion de p<0,05, p<0,01 y p<0,001. También se realizé el
coeficiente de correlaciéon de Pearson para determinar si
existe relacion entre la variable Huida y Conditioning Score
de todos los animales que realizaron DS repetida.

Resultados

Solo los animales susceptibles desarrollan CPL
Respecto al Conditioning Score del CPL (Figura 1a), el

ANOVA mostré un efecto significativo en la variable Es-

trés [F(1,36)=7,147; p<0,05], indicando que los animales

derrotados pasaron significativamente mds tiempo en el
compartimento asociado a la droga que los animales no
estresados (p<0,05).

Se clasificaron animales como Resilientes y Susceptibles
utilizando el analisis cluster de K-medias [F(1,24) =37,748;
p<0,001]. Cuando se dividi6 al grupo de animales derro-
tados en Resilientes y Susceptibles (Figura 1b), el ANO-
VA mostré un efecto significativo en la variable Grupo
[F(2,38)=23,289; p<0,001]. Los animales susceptibles pasa-
ron significativamente mas tiempo en el compartimento
asociado a la droga comparados con los otros dos grupos
(p<0,001 en ambos casos). La Figura 1c muestra las pun-
tuaciones individuales de los tres grupos experimentales
realizada mediante una distribucién simple de los datos
del Conditioning Score.

Los ratones resilientes muestran una respuesta de
afrontamiento al estrés durante las DS

En la Tabla 2 se muestran los datos relativos a la conduc-
ta de los ratones derrotados durante la primera y la cuarta
DS. Respecto a la conducta de Huida, el ANOVA mostr6 un
efecto significativo en la variable Grupo [F(1,24) =16,578;
p<0,001], ya que los animales del grupo DS-resilientes mos-

Figura 1. Efecto de la DS repetida en la adquisicion del CPLinducido por 1 mg/kg de cocaina en ratones macho C57/BL6. Las barras representan la diferencia
del tiempo (s) pasado en el compartimento asociado a la droga antes y después de las sesiones de condicionamiento (conditioning score). (a) Grupos de
tratamiento: Exploracion y DS repetida. (b) Tras el Post-C, los animales derrotados se dividieron en Resilientes y Susceptibles en funcién de su nivel de
condicionamiento. *p<0,05, diferencia significativa respecto al grupo Exploracién. ***p<0,001, diferencia significativa respecto al grupo exploracién y DS-
resilientes. (c) Valores individuales del Conditioning Score de los grupos Exploracion, Resilientes y Susceptibles.
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Tabla 2. Resultados de DS repetida en intrusos.

Resilientes Huida Lat. Huida Sumision Lat. sumision Ataque Lat. ataque
DS1 32 + 3**F* 15 £ 10 22+ 6% 56+ 6 3*2 228 +33
DS4 32 & 3*** 3+3 267 897 0*0 300 £ 0

Susceptibles Huida Lat. Huida Sumisién Lat. sumision Ataque Lat. ataque
DS1 47+7 6+3 34+ 8+ 51+ 8 1+1 271 %30
DS4 51+8 4+8 12+4 99 £ 4 0to 300%0

Nota. Conductas evaluadas durante la DS. Datos presentados como valores medios en segundos + SEM. *p<0,05, ***p<0,001 diferencias con respecto a

Susceptibles. + p<0,05 diferencias con respecto a DS4 (efecto grupo-derrota).

traron significativamente menos tiempo realizando con-
ductas de este tipo (p<0,001). Con respecto a la conducta
de Sumision, el ANOVA mostré un efecto significativo en
la interaccion de las variables Derrota x Estrés [F (1,24) =
4,163; p<0,05], ya que los animales resilientes pasaron me-
nos tiempo realizando conductas de sumision durante la
primera sesion de DS repetida con respecto a los animales
susceptibles (p<0,05).

También se evalu6 la presencia de conducta de ataque
por parte de los animales intrusos frente a los residentes.
Solo observamos una tendencia en la variable Derrota
[F(1,24)=3,023; p= 0,095] que nos indica que los anima-
les intrusos atacaron mas en la primera sesién de DS. Ob-
servamos que un 25% de los animales catalogados como
Resilientes, frente a un 10% de los Susceptibles, atacé a su

residente en la primera DS repetida. Ningtin animal intru-
so atac6 en la cuarta DS repetida.

Finalmente se evalué la relacion entre la conducta de
Huida mostrada por los todos los intrusos sumando el pri-
mer y cuarto encuentro de la DS repetida y su Conditioning
Score en el CPL, para comprobar si el tiempo pasado de al-
guna de estas conductas podria ser un indicador de condi-
cionamiento que se produciria posteriormente (Figura 2).
Solo se obtuvo un coeficiente de correlacion de Pearson
significativo entre el tiempo pasado en Huida y el Conditio-
ning Score (r = 0,241, p<0,05). Es decir, a mayor tiempo en
la conducta de huida durante los encuentros de DS, mayor
es la preferencia por la droga en el CPL.

Respecto a la conducta de amenaza por parte de los
residentes (Tabla 3) el ANOVA muestra un efecto en la

Figura 2. Grafica de regresion para la Correlacion de Pearson entre la conducta de Huida en la DS repetida y el Conditioning Score (CS). La linea de
tendencia representa la regresion lineal de datos (y = 1,1816x — 58,989; 12 = 0,2419).
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variable derrota [F (1,24) = 6,535; p<0,05] indicando que
los residentes amenazaron mas en la DS1 que en la DS4
(p<0,05). Sin embargo, no hay diferencias significativas en
la variable grupo, indicando que tanto Resilientes como
Susceptibles han sido expuestos al mismo estrés.

Niveles estriatales de Il6
EI ANOVA de los niveles estriatales de IL-6 (Figura 3) no

mostr6 diferencias significativas.

Discusion

Los resultados del presente trabajo confirman que la DS
repetida incrementa los efectos reforzantes de la cocaina
en el CPL, pero ademas hemos demostrado por primera
vez que los resultados obtenidos en los animales estresa-
dos no son homogéneos. Podemos distinguir entre los ani-
males derrotados una poblacién susceptible que ha desa-
rrollado CPL con una dosis no efectiva de cocaina. Pero

Tabla 3. Resultados de DS repetida en residentes.

también hay una parte de los animales derrotados que
se comportan como los no estresados, es decir, son resi-
lientes no desarrollando CPL. Pero quiza el resultado mas
interesante es que el afrontamiento de la DS es diferente
en ambos tipos de animales. Los resilientes muestran una
menor conducta de huida y de sumision frente al agresor
durante la DS. La conducta de huida correlaciona positiva-
mente con los resultados analizados de CPL, es decir, a mas
conducta de huida, mas preferencia desarrollara el animal
por la cocaina. Por lo tanto, una respuesta de afrontamien-
to activo, mostrando menos huida y sumisién durante un
estresor social, reduce la sensibilizaciéon a los efectos re-
forzantes de la cocaina. Estos ratones resilientes, también
presentan conductas de ataque al residente, manifestando
resistencia a la derrota, algo que no se observa en ningu-
no de los animales susceptibles. Los cambios en los niveles
de IL6 no difieren entre animales estresados o controles,
no observandose tampoco diferencia entre aquellos resi-

Residentes de los animales Resilientes Amenaza Lat. Amenaza Ataque Lat. ataque
DS1 36 £ 5# 10+ 4 265 4 £15
DS4 285 41 22+3 41

Residentes de los animales Susceptibles Amenaza Lat. Amenaza Ataque Lat. ataque
DS1 36 + 7# 6+2 29+9 3729
DS4 214 8+3 334 3%1

Nota. Interaccion social de Residentes durante el paradigma intruso-residente para inducir la DS. Datos presentados como valores medios en segundos *
SEM. Diferenciamos entre los residentes que han atacado a aquellos posteriormente catalogados como resilientes y susceptibles. # p<0,05 respecto a DS4
(efecto derrota).

Figura 3. Niveles estriatales de IL-6. Efecto de la DS repetida en los niveles de IL-6 en ratones macho C57/BL6, teniendo en cuenta la subdivision entre
resilientes y susceptibles. Los datos se presentan como Media + S.E.M. (pg/ml).
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lientes o susceptibles. Esto puede ser debido a que nuestro
estudio se realiza tres semanas después de la ultima DS.

Resiliencia y susceptibilidad al incremento de los
efectos reforzantes de la cocaina

Nuestros resultados confirman que la experiencia de la
DS repetida durante la edad adulta induce un incremento
a largo plazo de los efectos reforzantes condicionados de
una dosis subumbral de cocaina (1mg/kg), ya que lo he-
mos evaluado tres semanas después de la ultima DS repe-
tida. El paradigma de CPL es ampliamente utilizado para
evaluar los efectos condicionados de las drogas (Aguilar
et al., 2009) y refleja las propiedades motivacionales se-
cundarias de las drogas, asi como su potencial del abuso
(Tzschentke, 2007). Por lo tanto la exposicién a una DS
repetida induciria un incremento prolongado en el tiem-
po del valor motivacional de la cocaina incrementandose
por tanto su potencial de abuso en los sujetos estresados.
Nuestros resultados confirman numerosos estudios que
han demostrado que la DS en ratones adolescentes y adul-
tos, aumenta los efectos reforzantes de la cocaina utilizan-
do el CPL (Arenas et al., 2016; Montagud-Romero et al.,
2016a; Rodriguez-Arias et al., 2015, 2017; Ferrer-Pérez et
al., 2018a), o la autoadministraciéon de cocaina (Boyson,
Miguel, Quadros, DeBold y Miczek, 2011; Holly et al., 2016;
Newman, Leonard, Arena, Almeida y Miczek, 2018; Arena,
Covington, Herbert, DeBold y Miczek, 2019).

Pero este estudio va mas alla y demuestra que en nues-
tra poblacién de ratones derrotados, aunque en conjunto
todos desarrollan preferencia con una dosis subumbral
de cocaina, podemos diferenciar dos tipos de sujetos. Los
ratones resilientes a pesar de haber sido estresados no
presentan una respuesta a los efectos reforzantes condi-
cionados de la cocaina (CPL). Por el contrario, los anima-
les susceptibles si que desarrollan un incremento por el
compartimento asociado a la cocaina. Aunque numerosas
evidencias relacionan el estrés con el desarrollo de con-
ductas adictivas (Lithi y Liischer, 2014; Polter y Kauer,
2014; Gold, Machado-Vieira y Pavlatou, 2015), también se
ha demostrado que hay sujetos que desarrollan una buena
competencia psicosocial en condiciones de elevado riesgo
como el maltrato infantil o un estatus socioeconémico ad-
verso (McGloin y Widom, 2001; Hjemdal, Friborg y Stiles,
2012; Brody et al., 2013). No existen practicamente estu-
dios en modelos animales que evalien el fenémeno de la
resiliencia al desarrollo de vulnerabilidad al consumo de
drogas tras la exposicion a un estresor social. Un reciente
estudio utilizando como modelo de estrés la exposicion al
olor de un depredador, clasificé a sus ratones en resilientes
y susceptibles basandose en la presencia de ansiedad en
el laberinto elevado en cruzy en la evitacion del contexto
asociado al olor (Brodnik, Double, Espana y Jaskiw, 2017).
En este estudio, observaron que los ratones susceptibles
presentaban un incremento a los efectos motores y dopa-

minérgicos de la cocaina asi como una mayor motivacion
para autoadministrarse esta droga. Estos efectos no se ob-
servaron en los animales resilientes, aunque en ambos ti-
pos de ratones se observo un incremento en la liberacién

de DA inducida por la cocaina.

Diferente afrontamiento del estrés social en animales
resilientes y susceptibles

La DS repetida es un modelo naturalista de estrés social
que imita las situaciones de la vida real y por lo tanto pre-
senta una gran validez ecolégica y etolégica (Tornatzky y
Miczek, 1993). Algunas investigaciones recientes, emplean-
do modelos animales de estrés social, han observado que
las estrategias de afrontamiento se asocian con la resilien-
cia o vulnerabilidad al estrés (Wood et al., 2015; Chen et
al. 2015, Finnell et al., 2017; Pearson-Leary et al., 2017).
Sin embargo, estos estudios clasifican a los animales en re-
silientes o susceptibles basdndose en la conducta social y
la ansiedad mostrada por los animales al dia siguiente de
la ultima DS (Russo et al., 2012; Krishnan, 2014; Finnell
y Wood, 2016). En estos estudios, los ratones resilientes
no presentan anhedonia (Delgado et al., 2011), evitacién
social (Krishnan et al., 2007; Golden et al., 2011; Henri-
ques-Alves y Queiroz, 2015) o evitacion ante el olor de un
depredador (Brodnik et al., 2017). Hasta le fecha ningin
estudio ha caracterizado a los animales resilientes al incre-
mento de los efectos reforzantes de las drogas de abuso y,
por lo tanto, se desconoce si las diferentes estrategias de
afrontamiento al estrés influyen en la sensibilidad a dichos
efectos reforzantes. Lo que si sabemos es que los ratones
que no mostraron conductas de ansiedad ni evitacion al
olor de un depredador presentan adaptaciones neuroqui-
micas que afectan especificamente a la funcién del sistema
DAy por lo tanto podrian modificar la eficacia reforzadora
de la cocaina (Brodnik et al., 2017).

El estudio etolégico de la conducta durante el desarro-
llo de las derrotas sociales demostré en primer lugar que
no habia diferencias en la conducta que los animales re-
sidentes mostraron a los intrusos, ya fueran resilientes o
susceptibles. Es decir, todos fueron expuestos a un mismo
nivel de estrés. Sin embargo, si que observamos que los ra-
tones que posteriormente se clasificarian como resilientes
mostraron una menor conducta de huida en comparacion
con los susceptibles. Ademas, hemos observado una corre-
lacion positiva entre conducta de huida y el incremento de
los efectos reforzantes condicionados de la cocaina en el
CPL. Cuanto menos huyen los animales, menor es el efec-
to reforzante que les produce la cocaina. Igualmente, los
animales resilientes también mostraron durante la primera
DS una menor conducta de sumisién, aunque ya no ob-
servamos diferencias entre resilientes y susceptibles en la
cuarta DS. Los ratones resilientes, al experimentar que sus
conductas de afrontamiento no reducen la intensidad del
ataque, presentan una adaptacion conductual. La flexibili-
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dad de las estrategias de afrontamiento se ha asociado con
indicadores de resiliencia emocional, como una menor re-
actividad del eje HHA y un aumento de la neuroplasticidad
(Hawley et al., 2010, Lambert et al., 2014). Por lo tanto,
nuestros resultados indican que un afrontamiento activo
y una adecuada adaptacion del mismo reducen los efectos
reforzantes de la cocaina. En apoyo a nuestros resultados,
otros estudios también han confirmado que los ratones que
no presentan estrategias de afrontamiento pasivo como la
huida, muestran menor anhedonia (Wood et al., 2015),
menor ansiedad y mayor interacciéon social (Duclot, Ho-
llis, Darcy y Kabbaj, 2011; Hollis, Duclot, Gunjan y Kabbaj,
2011; Kumar et al., 2014). Los animales resilientes también
presentaron conductas de ataque contra los residentes du-
rante el primer enfrentamiento, habiéndose asociado esta
estrategia de afrontamiento activo con la resistencia a la
derrota (Finnell y Wood, 2016).

En resumen, los animales resilientes desarrollan una es-
trategia de afrontamiento del estrés activa, ya que atacan
al residente y tardan mas en asumir que han sido derro-
tados. Esta resistencia puede hacer que los resilientes no
experimenten con tanta intensidad la DS como si lo hacen
los animales susceptibles. Se ha observado que los ratones
que emplean conductas de afrontamiento activo durante
la DS muestran niveles de corticosterona plasmdtica mas
baja, mayor capacidad de respuesta noradrenérgica duran-
te el estrés y una mayor actividad simpatica en respuesta
a la derrota (Wood, Walker, Valentino y Bhatnagar, 2010;
Goémez-Lazaro et al., 2011; Pérez-Tejada et al., 2013). Este
tipo de respuesta es muy adaptativa, ya que permite limitar
la respuesta al estrés (Koolhaas et al., 2011). Otro factor
que puede explicar el desarrollo de resiliencia es la sensa-
cién de control durante la DS, ya que los ratones resilien-
tes no huyen del agresor e incluso muestran conductas de
ataque. Curiosamente, el consumo de cocaina solo se ob-
serva incrementado en los ratones intrusos, pero no en los
residentes que inician el ataque, aunque en ambos tipos
de animales se produce una respuesta hormonal al estrés
(Covington y Miczek, 2001, 2005; Covington et al., 2005;
Boyson et al., 2014). EI ratén residente mantiene el con-
trol del encuentro, lo que puede estar ejerciendo un papel
protector sobre la respuesta al estrés del eje hipotalamo
hipofiso adrenal (Boyson et al., 2014). Por lo tanto, nues-
tros animales resilientes pueden experimentar un cierto
control de la situacion de estrés.

Contrariamente, los animales susceptibles mostraron
un afrontamiento pasivo, aceptando la derrota con mayor
tiempo en huida y sumisién, sin presentar ninguna con-
ducta agresiva hacia el residente. Este afrontamiento pasi-
vo durante la DS se ha asociado previamente con la apari-
cién de ansiedad y depresion (Wood et al., 2010, Chen et
al., 2015, Pearson-Leary et al., 2017).

Respuesta de neuroinflamacion tras las DS repetida

En los anos 90 se esbozo6 la llamada teoria neuroinfla-
matoria de la depresién (por ejemplo, Maes et al., 2009),
basandose en el incremento de mediadores inflamatorios
en pacientes con depresion. En la actualidad existen nu-
merosos estudios que demuestran el papel del sistema
inmune en la vulnerabilidad al desarrollo de enfermedad
mental (Réus et al., 2015; Menard, Pfau, Hodes y Russo,
2017). Igualmente se cree que el trastorno por uso de dro-
gas se relaciona con cambios en la actividad del sistema
inmunitario (Clark, Wiley y Bradberry, 2013; Cui, Shurtleff
y Harris, 2014). Estudios tanto clinicos como preclinicos
han demostrado que los psicoestimulantes como la cocai-
na activan componentes centrales y periféricos del sistema
inmune (Clark et al., 2013; Araos et al., 2015; Moreira et
al., 2016). Mas recientemente también se ha demostrado
que el estrés social induce una activaciéon del sistema inmu-
ne, incrementando los niveles periféricos de citoquinas,
activando la microglia o incluso incrementando la per-
meabilidad de la barrera hematoencefalica (Pfau y Russo,
2016; Rodriguez-Arias et al., 2017, 2018; Ferrer-Pérez et al.,
2018a).

Se ha descrito que tras la DS, los ratones susceptibles
que desarrollan aislamiento social y ansiedad muestran ni-
veles mas altos de IL-6 que aquellos animales resilientes
(Hodes, Ménard y Russo, 2016). Sin embargo, nuestros re-
sultados no confirman esta menor respuesta inflamatoria
en animales resilientes. Los niveles de II-6 no fueron mas
altos en los animales derrotados comparados con los con-
troles, y tampoco se observaron diferencias entre resilien-
tes y susceptibles. La discrepancia en los resultados puede
deberse fundamentalmente a que en el estudio de Hodes
etal. (2016), la medicion de la IL-6 se realiz6 24h después
de la dltima DS, sin embargo, en nuestro estudio se realizé
al final de todo el procedimiento, cuando ya habia pasado
mas de un mes desde la ultima DS repetida. En esta mis-
ma linea ya habiamos demostrado previamente que tras el
CPL ya no se observaban incrementos en los niveles estria-
tales de IL-6 en los animales derrotados (Ferrer-Pérez et
al., 2018a). Dado que la caracterizaciéon de los animales en
resilientes o susceptibles requiere del desarrollo del CPL,
nuestro diseno experimental implica que las mediciones
se realicen al menos 4 semanas tras la dltima DS. Por lo
tanto, nuestros resultados indican que un mes después de
la dltima DS no existen diferencias en la respuesta neuro-
inflamatoria.

Los modelos animales son una herramienta muy po-
tente, pero debemos ser prudentes a la hora de trasladar
los resultados obtenidos a la conducta humana. El mode-
lo de DS puede extrapolarse como situaciones de estrés
psicolégico o social, a las que estamos expuestos durante
gran parte de nuestra vida. Nuestros resultados permiten la
identificacién de algunas caracteristicas conductuales que
aparecen en animales resilientes a esta DS, que pueden
actuar como factor de proteccion frente al desarrollo de
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adiccion a drogas. Un afrontamiento activo, pero al mismo
tiempo flexible se destaca como la caracteristica conduc-
tual mas relevante de los sujetos resilientes. El estudio de
las estrategias conductuales o farmacolégicas que subyacen
a la resiliencia nos permitira disminuir la vulnerabilidad al
TUS inducido por el estrés social.
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