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Resumen

Los estudios preclinicos sugicren que la estimulacion del sistema de
recompensa cerebral mediante dietas ricas en grasa (DRG) podria actuar
como un reforzador alternativo. El objetivo principal del presente estudio
fue evaluar el efecto de una exposicién limitada e intermitente a una DRG,
administrada durante y después de la exposiciéon a Derrota Social (DS),
sobre una dosis no efectiva de la Preferencia de Lugar Condicionado (PLC)
inducida por cocaina. El Experimento 1 consistié6 en modular los episodios
de DS con tres patrones diferentes de acceso a la DRG: acceso de 1 hora
antes de cada sesion de DS; acceso de 2 horas tres dias a la semana durante
las dos semanas de exposicion a DS; y acceso de 2 horas, 4 horas después de
cada DS. El Experimento 2 consistié en modular los efectos del estrés sobre
la adquisicion de la PLC con tres patrones de acceso a la DRG: acceso de 1
hora antes de cada sesion de condicionamiento; acceso de 2 horas tres dias a
la semana durante el periodo de dos semanas de la PLC; y acceso de 2 horas
tres dias a la semana desde el Gltimo episodio de DS hasta el final de la PLC.
La DRG administrada durante el periodo de episodios de DS contrarresto el
aumento de la sensibilidad que la DS produce sobre los efectos reforzadores
de la cocaina. El acceso a la DRG antes de la sesion de condicionamiento
o tres dias a la semana (PLC-DS-LXV) durante la adquisiciéon del PLC
bloqueé este aumento de sensibilidad. En el estriado, la DS indujo una
disminucién en la expresion génica del receptor cannabinoide tipo 1 (ChI7),
no afectada por la DRG, y un aumento en la expresion del gen del receptor
1 de la hormona liberadora de corticotropina (Crhrl), excepto en los ratones
alimentados con DRG después de los encuentros de DS. Nuestros hallazgos
indican que una pequefia ingesta de DRG puede atenuar el aumento
inducido por el estrés social en las propiedades reforzantes de la cocaina.

Palabras clave: derrota social, ratones machos, cocaina, dieta rica en grasa

Abstract

Preclinical studies suggest that stimulation of the brain’s reward system by
high-fat diets (HFD) could act as an alternative reinforcer. The main aim
of the present study was to evaluate the effect of a limited and intermittent
exposure to an HFD administered during and after exposure to Social
Defeat (SD) on a non-effective dose of cocaine-induced Conditioned Place
Preference (CPP). Experiment 1 consisted of modulating SD episodes with
three different patterns of HFD access: 1h access before each session of SD;
2h access three days a week during the two weeks of SD exposure; and 2h
access 4h after each SD. Experiment 2 consisted of modulating the effects
of stress on CPP acquisition with three patterns of HFD access: 1h access
before each conditioning session; 2h access three days a week throughout
the two-week period of the CPP; and 2h access three days a week from the
last SD episode to the end of CPP. HFD administered during the period
of SD episodes counteracted the increased sensitivity that SD produces on
the reinforcing effects of cocaine. Access to HFD before the conditioning
session or three days a week (CPP-SD-MWF) during the acquisition of CPP
blocked this increased sensitivity. In the striatum, SD induced a decrease in
the cannabinoid 1 receptor (Cb/7) gene expression, not affected by HFD,
and increased corticotrophin releasing hormone receptor 1 (Crhirl) gene
expression, except for those mice fed on HFD after SD encounters. Our
findings indicate that a small intake of HFD may attenuate the social stress—
induced increase in the rewarding properties of cocaine.
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Bloqueo del incremento en los efectos reforzantes de la cocaina inducidos por la derrota social: Efecto de la comida palatable

l estrés es ampliamente reconocido como un

factor central en el inicio, la progresion y la per-

sistencia de las conductas adictivas (Buchanan y

Lovallo, 2019; Burke y Miczek, 2015; Volkow y
Blanco, 2023), desempefiando un papel crucial en el es-
tado emocional negativo causado por la dependencia,
que conduce tanto a la abstinencia de sustancias (Koob,
2009) como a episodios de recaida (Koob, 2010; Koob y
Volkow, 2010). El estrés social destaca como un estresor
particularmente significativo en los seres humanos, surgi-
do de las relaciones interpersonales y del entorno contex-
tual en el que se desarrollan los individuos (Carnevali et
al., 2020; Dickerson y Kemeny, 2004). Dado el profundo
impacto fisico y psicolégico del estrés social en humanos,
se han establecido modelos animales, como el paradigma
de derrota social (DS), para investigar sus consecuencias
neurobiologicas (Miczek et al., 2008; Shimamoto, 2018).
Los estudios preclinicos que utilizan el modelo de DS han
revelado que la exposicion al estrés social produce efectos
duraderos (Wang et al., 2021), incluyendo una reducciéon
en la conducta exploratoria y en la interacciéon social (Bur-
ke et al., 2011; Shimizu et al., 2020), un aumento de la
ansiedad (Weathington y Cooke, 2012), un incremento del
consumo de etanol (Arenas et al., 2025; Reguilén et al.,
2020; Reguilén et al., 2021), y una mayor sensibilidad a las
propiedades reforzantes condicionadas de psicoestimulan-
tes como la cocaina, tanto en roedores adolescentes (Burke
et al., 2016; Burke y Miczek, 2015; Rodriguez-Arias et al.,
2018) como adultos (Ballestin et al., 2021; Ferrer-Pérez et
al., 2018; Giménez-Goémez et al., 2021; Montagud-Rome-
ro et al., 2015; Montagud-Romero, 2016; Rodriguez-Arias
etal., 2017).

El estrés también influye en los habitos nutricionales.
Los estudios clinicos indican que los individuos expues-
tos al estrés tienen mas probabilidades de aumentar su
consumo de alimentos altamente palatables (Kim et al.,
2013; Konttinen, 2020; Linders et al., 2022), debido a
sus propiedades de alivio emocional, que ayudan a miti-
gar el malestar psicolégico (Dallman et al., 2003; Gemesi
et al., 2022). De hecho, el consumo de dichos alimentos
en humanos reduce los niveles plasmaticos de cortisol y la
percepcion de estrés (Herhaus et al., 2020; Leigh Gibson,
2006). Hallazgos paralelos en modelos animales muestran
que los roedores bajo estrés cronico prefieren dietas ricas
en grasa (DRG) sobre la dieta estandar (STD) (Packard et
al., 2014; Pecoraro et al., 2004), atenuando asi respuestas
fisiologicas al estrés agudo, como la hiperactividad del eje
hipotalamo-hipéfiso-adrenal (HHA) (Kalyani et al., 2016;
Linders et al., 2022; Ulrich-Lai et al., 2011). Cabe desta-
car que un estudio previo de nuestro grupo demostré que
los ratones aislados durante la adolescencia que fueron ex-
puestos intermitentemente a DRG mostraron niveles signi-
ficativamente menores de corticosterona en comparaciéon
con los controles aislados que recibieron Gnicamente dieta

estandar (Blanco-Gandia et al., 2018), sugiriendo un efecto
amortiguador del estrés por parte de la comida palatable.

Por tanto, el estrés social aumenta las propiedades re-
forzantes tanto de los psicoestimulantes (Montagud-Ro-
mero et al., 2015; Peleg-Raibstein et al., 2016) como de
las dietas palatables (Kim et al., 2013), potencialmente a
través de mecanismos neurobiologicos compartidos. De
forma similar a las sustancias adictivas, los alimentos hiper-
caléricos ricos en grasa y/o aztcar aumentan los niveles
de dopamina en el nicleo accumbens (NAcc) (DiLeone et
al., 2012; Pitman y Borgland, 2015), con la activacién de
varias estructuras clave del sistema de recompensa, como
el area tegmental ventral (ATV), la corteza prefrontal y la
amigdala (de Macedo et al., 2016; Volkow et al., 2013).
Una creciente evidencia sugiere que las intervenciones die-
téticas pueden influir en las respuestas a las drogas y en
la vulnerabilidad a la adiccion. Por ejemplo, la exposicion
a DRG modula la sensibilidad al alcohol y la cocaina, ya
sea potenciando la respuesta de recompensa (Avena et al.,
2008; Blanco-Gandia et al., 2017a; Blanco-Gandia et al.,
2017b; Puhl et al., 2011) o funcionando como un refuerzo
alternativo en estados emocionales negativos inducidos por
la abstinencia de drogas (Blanco-Gandia et al., 2017c). De
hecho, tanto la administracién continua (Blanco-Gandia et
al., 2017¢) como la intermitente (Rédenas-Gonzalez et al.,
2021) de DRG durante la abstinencia de cocaina facilita
el aprendizaje de extincién e inhibe la reinstauracién de
conductas de busqueda de cocaina, ademas de reducir los
sintomas conductuales de abstinencia (Loebens y Barros,
2003). Hemos observado previamente que el deterioro in-
ducido por EtOH en la recuperacion de la memoria espa-
cial estd ausente en ratones expuestos a acceso continuo
o intermitente a DRG, aunque los déficits en la memoria
aversiva persisten (Del Olmo et al., 2019). En relacién con
los trastornos por consumo de alcohol, el patréon de expo-
sicion a DRG y la condicion de estrés parecen ser criticos.
Los atracones prolongados o el acceso continuo a DRG
durante la adolescencia aumentan los efectos reforzantes
de EtOH (Blanco-Gandia et al., 2017b). Sin embargo, un
estudio reciente sugiere que el acceso intermitente a DRG
previene eficazmente el aumento inducido por el estrés en
el consumo de etanol (Arenas et al., 2025). Estos resultados
resaltan la estrecha relacion entre DRG, estrés y adiccion,
que interactiian no solo dentro del circuito dopaminérgico
y del eje HHA, sino también con los sistemas cannabinoide
y opioide (Cristino et al., 2014; Parylak et al., 2012; Saka-
moto et al., 2015).

La convergencia de estos tres factores (estrés, consumo
de drogas de abuso y habitos nutricionales) es particular-
mente critica durante la adolescencia, un periodo en el cual
los cambios estructurales en muchas regiones limbicas y
corticales pueden ser alterados por estos factores (Baladi et
al., 2012; Daws et al., 2011; Spear, 2000). Durante este pe-
riodo, los individuos muestran una sensibilidad reforzada a
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la recompensa, lo que los hace mas vulnerables a los efectos
reforzantes de las drogas (Steinberg, 2010). Sin embargo,
la influencia del consumo de comida palatable sobre el au-
mento de los efectos reforzantes de la cocaina inducidos
por el estrés social en animales adolescentes permanece sin
explorar.

Considerando las vias neurobiolégicas superpuestas es-
timuladas por la DRG vy las drogas de abuso, y su modu-
lacién por los sistemas relacionados con el estrés, plantea-
mos la hipétesis de que la ingesta de DRG puede influir en
el desarrollo de la PLC inducida por cocaina en ratones
adolescentes, particularmente cuando se utilizan dosis su-
bumbral de cocaina. Para poner a prueba esta hipotesis,
nuestro estudio se disefl6 para explorar dos aproximaciones
diferentes. En el primer experimento, modulamos los epi-
sodios de DS con la administracién de DRG; en el segundo
experimento, después de que los animales hubieran sido
expuestos al estrés, la adquisicion de la PLC de cocaina fue
modulada por la administraciéon de DRG. Los receptores
mu opioides son modulados por la DRG, contribuyendo
a los efectos reforzantes y al valor hedénico de la comida
palatable (Mahdavi et al., 2023). Hallazgos previos indi-
can una reduccion en la expresion del gen del receptor mu
opioide en el NAcc tras una administracion tipo atracon de
DRG (Blanco-Gandia et al., 2017a; Blanco-Gandia et al.,
2017b; Martire et al., 2014; Ong et al., 2013), mientras que
la exposicién continua parece aumentar su expresion (Blan-
co-Gandia et al., 2017¢; Smith et al., 2002). Por otro lado,
los receptores CB1 también estan implicados en las propie-
dades reforzantes de la comida palatable, particularmente
la DRG (Friuli et al., 2025). Nuestro grupo de investigacion
informé de una reduccién en la expresion génica de CBlr
en el NAcc tras la exposicion a DRG (Blanco-Gandia et
al., 2017a; Blanco-Gandia et al., 2017c¢). En conjunto, estos
hallazgos sugieren que la ingesta de alimentos puede mo-
dular no solo los sistemas dopaminérgicos sino también los
no dopaminérgicos, incluidos los sistemas cannabinoide y
opioide. Dada la implicacién de los sistemas opioide y can-
nabinoide, asi como del eje HHA, en el estrés, la adiccion
y la recompensa de la comida palatable, también evalua-
mos la expresiéon génica del receptor mu opioide (Oprm),
del receptor cannabinoide 1 (Ch1r), y del receptor 1 de la
hormona liberadora de corticotropina (Crhrl) en el cuerpo
estriado al final de los experimentos.

Material y métodos

Sujetos

Un total de 180 ratones machos de la cepa exogamica OF1
en el DPN 42 fueron adquiridos comercialmente de Char-
les River (Francia). De estos, 30 animales fueron alojados
bajo condiciones estandar de aislamiento y se utilizaron
como residentes agresivos durante el procedimiento de De-
rrota Social (DS). Los 150 ratones experimentales restantes

llegaron al laboratorio en el DPN 21 y fueron alojados en
condiciones estandar en grupos de cuatro (tamano de jaula
28 x 28 %X 14,5 cm), a una temperatura constante (21 £ 2
°C), con un ciclo de luz invertido (luz blanca encendida
19:30-7:30) y comida y agua disponibles ad libitum (ex-
cepto durante las pruebas conductuales). Todos los pro-
cedimientos que involucraron a los ratones y su cuidado
cumplieron con las leyes y regulaciones nacionales, regio-
nales y locales, las cuales estan de acuerdo con la Directiva
2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo del
22 de septiembre de 2010 sobre la proteccion de los anima-
les utilizados para fines cientificos. El Comité de Uso y Cui-
dado de Animales de la Universidad de Valencia aprobo el

presente estudio (2017/VSC/PEA/00224).

Drogas

Para la PLC, los animales fueron inyectados i.p. con 1 mg/
kg de clorhidrato de cocaina (Laboratorios Alcaliber S. A.
Madrid, Espaiia) diluido en solucién salina fisiologica. La
dosis de 1 mg/kg de cocaina utilizada para inducir PL.C
se basé en estudios previos (Maldonado et al., 2006; Vi-
dal-Infer et al., 2012), donde se demostrd que es una dosis
subumbral que no es efectiva en animales estandar.

Disefio experimental

Tras 5 dias de adaptacion en el bioterio, en el DPN 26,
los ratones fueron expuestos a DS, excepto los grupos de
exploraciéon (EXP). Después de la altima sesion de DS/
EXP, los animales permanecieron en el bioterio durante
tres semanas, alojados en sus respectivas jaulas de origen,
y posteriormente realizaron la PL.C inducida por 1 mg/kg
de cocaina (DPN 55). Tras la finalizacién de todo el proce-
dimiento experimental, los animales fueron eutanasiados
para permitir la obtencién de muestras biologicas.

En este estudio se llevaron a cabo dos experimentos dife-
rentes: el Experimento 1 consistié en modular los episodios
de DS con distintos patrones de acceso a la DRG vy el Ex-
perimento 2 evalu6 como diferentes patrones de acceso a la
DRG modulaban los efectos del estrés sobre la adquisicion
de la PLC. En la Figura 1 se proporciona una descripcién
general y mas detallada de los conjuntos de animales y del
procedimiento experimental de cada experimento.

En el Experimento 1, los animales experimentales (n =
76) fueron expuestos a cuatro episodios de EXP/DS con
diferentes administraciones de DRG durante las dos sema-
nas de exposicién al estrés. Los ratones fueron divididos
aleatoriamente en seis grupos con pesos corporales medios
similares (25—26 g) y asignados a los siguientes grupos:
EXP-STD (ratones no estresados con dicta estandar, n =
12), EXP-PRE (ratones no estresados con 1 h de acceso
a DRG antes de cada sesiéon de exploraciéon, n = 12), DS-
STD (ratones derrotados con dieta estandar, n = 15), DS-
PRE (ratones derrotados con 1 h de acceso a DRG antes de
cada DS, n = 14), DS-LXYV (ratones derrotados con 2 h de
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Figura 1

Disefio experimental

Experimento 1. Acceso intermitente a DRG durante la derrota social
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Experimento 2. Acceso intermitente a DRG durante PLC
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Nota. En el Experimento 1, los ratones se dividieron en seis grupos: EXP-STD (ratones no estresados con dieta estandar), EXP-PRE (ratones no estresados con
1 h de acceso a DRG antes de cada sesion de exploracién), DS-STD (ratones derrotados con dieta estandar), DS-PRE (ratones derrotados con 1 h de acceso

a DRG antes de cada DS), DS-LXV (ratones derrotados con 2 h de acceso a DRG los lunes, miércoles y viernes durante las dos semanas de DS, accediendo a

la DRG después de las sesiones de DS en los dias solapados) y DS-POST (ratones derrotados con 2 h de acceso a la DRG tras 4 h de un episodio de DS). En el
Experimento 2, los ratones se dividieron en ocho grupos: EXP-STD (ratones no estresados con dieta estandar), PLC-EXP-PRE (ratones no estresados con 1 h
de acceso a la DRG antes de cada sesion de condicionamiento), DS-STD (ratones derrotados con dieta estdndar), PLC-DS-PRE (ratones derrotados con 1 h de
acceso a la DRG antes de cada sesion de condicionamiento), PLC-DS-LXV (ratones derrotados con 2 h de acceso a la DRG los lunes, miércoles y viernes duran-
te las dos semanas de PLC) y PLC-DS-Extensa (2 h de acceso a la DRG los lunes, miércoles y viernes, desde el ltimo episodio de DS hasta el final de la PLC),
PLC3-EXP-STD (ratones no estresados con dieta estandar condicionados con 3 mg/kg de cocaina) y PLC3-EXP-PRE (ratones no estresados con 1 h de acceso a

la DRG antes de cada sesién de condicionamiento con 3 mg/kg de cocaina).

acceso a DRG los lunes, miércoles y viernes durante las dos
semanas de DS, accediendo a la DRG después de la DS en
los dias coincidentes, n = 13) y DS-POST (ratones derrota-
dos con 2 h de acceso a la DRG tras 4 h de un episodio de
DS, n = 10). Tres semanas después del altimo DS, todos los
grupos realizaron la PLC inducida por cocaina.

En el Experimento 2 (n = 80), los ratones fueron dividi-
dos aleatoriamente en seis grupos con pesos corporales me-
dios similares (2526 g) y asignados a los siguientes grupos:
EXP-STD (ratones no estresados con dieta estandar, n =
12), PLC-EXP-PRE (ratones no estresados con 1 h de ac-
ceso a la DRG antes de cada sesiéon de condicionamiento,
n = 12), DS-STD (ratones derrotados con dieta estindar, n
= 15), PLC-DS-PRE (ratones derrotados con 1 h de acceso
a la DRG antes de cada sesién de condicionamiento, n =
15), PLC-DS-LXYV (ratones derrotados con 2 h de acceso a
la DRG los lunes, miércoles y viernes durante las dos sema-
nas de PLC, n = 15) y PLC-DS-Extensa (2 h de acceso a la
DRG los lunes, miércoles y viernes, desde el altimo episo-
dio de DS hasta el final de la PLC, n = 11). Para minimizar

el uso innecesario de ratones, los grupos designados como
EXP-STD y DS-STD en el Experimento 1 consistieron en
los mismos ratones utilizados en el Experimento 2.

Se emplearon dos grupos adicionales de ratones (n = 21)
para evaluar el efecto de la DRG sobre la PLC inducida
por 3 mg/kg de cocaina, denominados PLC3-EXP-STD
(ratones no estresados con dieta estandar, n = 11) y PLC3-
EXP-PRE (ratones no estresados con 1 h de acceso a la
DRG antes de cada sesion de condicionamiento, n = 10).

Condiciones de alimentacién

En el estudio se administraron dos tipos diferentes de dieta.
A los grupos control se les proporcioné una dieta estandar
(Teklad Global Diet 2014, 13 % Kcal grasa, 67 % Kcal
carbohidratos y 20 % Kecal proteina; 2,9 kcal/g; sin azu-
cares afladidos), y a los grupos de dieta rica en grasa se
les administr6 de manera limitada una dieta rica en grasa
(TD.06415, 45 % Kcal grasa, 36 % Kcal carbohidratos y
19 % Kcal proteina; 4,6 Kcal/g; el 20 % de los carbohidra-
tos son sacarosa). Ambas dietas fueron suministradas por
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Harlan Laboratories Models, S. L. (Barcelona, Espana) y
seran referidas de ahora en adelante como dieta estandar,
mientras que el acceso esporadico y limitado a la comida
rica en grasa sera referido como DRG. La diceta estandar ad
libitum y el agua estuvieron siempre disponibles libremente
en sus jaulas de origen. Los animales fueron pesados cada
semana a lo largo del estudio, y también se midi6 su ingesta
diaria de dieta estandar en su jaula de origen.

Encuentros repetidos de derrota social

Los animales del grupo correspondiente fueron expuestos
a cuatro episodios de DS, cada uno con una duracion de
25 min. Cada episodio constaba de tres fases, que comen-
zaban colocando al animal experimental o intruso en la
jaula de origen del oponente agresivo o residente durante
10 min. Durante esta fase inicial, el intruso estaba protegi-
do del ataque mediante una pared de malla metélica que
permitia la interaccién social y la emision de amenazas ti-
picas de la especie por parte del residente macho agresivo
(Covington y Miczek, 2001). En la segunda fase, la malla
metalica se retiraba de la jaula y comenzaba un periodo
de confrontacion de 5 min. En la tercera fase, la malla me-
talica se volvia a colocar durante 10 min para permitir las
amenazas sociales del residente. Los ratones fueron expues-
tos a DS en los dias postnatales (DPNs) 26, 29, 32 y 35.
El grupo de exploracion (EXP) siguié el mismo protocolo,
pero sin la presencia de un ratén residente en la jaula. Tras
esta ultima fase, los animales permanecieron en el bioterio
durante tres semanas, alojados en sus respectivos grupos.

Preferencia de Lugar Condicionado

Para el condicionamiento de lugar, utilizamos 16 cajas idén-
ticas de Plexiglas con dos compartimentos de igual tamaiio
(30,7 cm largo X 31,5 cm ancho X 34,5 cm alto) separados
por un area central gris (13,8 cm largo X 31,5 cm ancho X
34,5 cm alto). Los compartimentos tenian paredes de distin-
to color (negro vs blanco) y diferentes texturas de suelo (rejilla
fina en el compartimento negro y rejilla ancha en el blanco).
Cuatro haces de luz infrarroja en cada compartimento de la
cajay sels en el area central permitian registrar la posiciéon
del animal y los cruces entre compartimentos. El equipo se
controlaba mediante dos ordenadores IBM PC utilizando el

software MONPRE 27 (CIBERTEC S.A., Espaiia).

Adquisicién de la PLC

El procedimiento de condicionamiento de lugar, no sesga-
do en cuanto a la preferencia espontanea inicial, se realizo
segin lo descrito previamente (Maldonado et al., 2006) y
const6 de tres fases. En resumen, en la primera fase, cono-
cida como Pre-Condicionamiento (Pre-C), los ratones en
el DPN 55 tuvieron acceso a ambos compartimentos del
aparato durante 15 min (900 s) al dia durante 3 dias. En el
dia 3, se registré el tiempo pasado en cada compartimento
durante un periodo de 900 s, y los animales que mostraron

una fuerte aversion no condicionada (menos del 33% del
tiempo de sesién) o preferencia (mas del 67%) por algin
compartimento fueron excluidos del resto del experimen-
to. Dos animales derrotados con dieta estandar cumplieron
estos criterios y fueron excluidos de los grupos DS-STD
(n = 13) y DS-STD (n = 13) de los Experimentos 1 y 2,
respectivamente. La mitad de los animales de cada gru-
po recibié la droga o el vehiculo en un compartimento, y
la otra mitad en el otro compartimento. Tras asignar los
compartimentos, no se detectaron diferencias significativas
en el tiempo pasado en los compartimentos asociados a
la droga y al vehiculo durante la fase de precondiciona-
miento. En la segunda fase (condicionamiento), que dur6
4 dias, los animales recibieron una inyeccion de solucion
salina fisiol6gica inmediatamente antes de ser confinados
en el compartimento asociado al vehiculo durante 30 min.
Después de un intervalo de 4 h, recibieron una inyeccién
de cocaina inmediatamente antes de ser confinados en el
compartimento asociado a la droga durante 30 min. En
ambos casos, el confinamiento se realizé cerrando la puerta
tipo guillotina que separaba los dos compartimentos, ha-
ciendo inaccesible el area central. En la tercera fase, co-
nocida como post-condicionamiento (Post-C), se retir6 la
puerta guillotina que separaba los dos compartimentos (dia
8) y se registrd el tiempo pasado por los ratones no tratados
en cada compartimento durante un periodo de observa-
ci6n de 900 s. La diferencia en segundos entre el tiempo
pasado en el compartimento asociado a la droga durante la
prueba Post-C y la fase Pre-C es una medida del grado de
condicionamiento inducido por la droga. Si esta diferencia
es positiva, entonces la droga ha inducido una preferencia
por el compartimento asociado a ella, mientras que lo con-
trario indica que se ha desarrollado una aversion.

Andlisis de expresion génica: aislamiento de
ARN y RT-PCR cuantitativa

Al final de los experimentos, los animales fueron eutana-
siados por dislocacion cervical y los cerebros se extrajeron
inmediatamente del cranco y se colocaron sobre una placa
fria. El cuerpo estriado fue disecado y las muestras de tejido
cerebral se almacenaron inmediatamente a -80 °C hasta
que se realizo el ensayo de rt-PCR (n = 8/condicion).

El ARN total del cuerpo estriado se aisl6 utilizando el
método Tri Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
segtn lo descrito en el protocolo del fabricante. La retro-
transcripcion de 1 mg de ARN total se realizé utilizando el
kit Transcriptor First Strand cDNA (Thermo Fisher Scien-
tific, Madrid, Espana). La amplificaciéon de los genes diana
y de mantenimiento ([3-glucuronidasa) se realizé utilizando
el Tagman Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, Madrid, Espafia) en un sistema LightCycler 480
(Roche Diagnostics), siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. Los codigos de ensayo de los cebadores utilizados
fueron MmO01212171, MmO01188089 y Mm00432670 para
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el receptor cannabinoide 1 (Cbl7), el receptor opioide p
(Oprm) y Crhrl, respectivamente. Los datos se analizaron
utilizando el software de cuantificacién relativa LightCy-
cler 480 y se normalizaron con respecto al producto de
amplificaciéon de [3-glucuronidasa o Gusb (Mm00446953).

Anadlisis estadisticos

Los datos relacionados con el porcentaje de aumento de
peso corporal se analizaron mediante un ANOVA mix-
to, con una variable intergrupos -Dieta-, con 6 niveles
(EXP-STD, EXP-PRE, DS-STD, DS-PRE, DS-LXV,
DS-POST) para el Experimento 1 y 6 niveles (PLC-EXP,
PLC-EXP-PRE, PLC-DS, PLC-DS-PRE, PLC-DS-LXYV,
PLC-DS-Extensa) para el Experimento 2, y una variable
intragrupos -Semana-, con 5 niveles. Los datos de la me-
dia de la ingesta total de Kcal se analizaron mediante un
ANOVA unidireccional con la variable intergrupos -Dieta-
(EXP-PRE, DS-PRE, DS-LXYV, DS-POST para el Experi-
mento 1 y PLC-EXP-PRE, PLC-DS-PRE, PLC-DS-LXYV,
PLC-DS-Extensa para el Experimento 2).

Figura 2

Para el procedimiento de PLC, el tiempo pasado en el
compartimento asociado a la droga se analiz6 mediante
dos ANOVA de medidas repetidas, con una variable inter-
grupos -Dieta-, con 6 niveles (EXP-STD, EXP-PRE, DS-
STD, DS-PRE, DS-LXYV, DS-POST para el Experimento
1 y PLC-EXP, PLC-EXP-PRE, PLC-DS, PLC-DS-PRE,
PLC-DS-LXYV, PLC-DS-Extensa para el Experimento 2),
y una variable intragrupos -Dias-, con dos niveles (Pre-C
y Post-C).

Se realizé6 un ANOVA unidireccional para evaluar el in-
dice de condicionamiento (definido como el tiempo pasado
en el lado asociado a la droga menos el tiempo pasado en
el lado asociado al vehiculo) y los datos de expresion géni-
ca, con una variable intergrupos -Grupo- (EXP-STD, DS-
STD, DS-PRE, DS-LXYV, DS-POST para el Experimento
1 y PLC-EXP, PLC-DS, PLC-DS-PRE, PLC-DS-LXV,
PLC-DS-Extensa para el Experimento 2). Las compara-
ciones post-hoc se realizaron mediante pruebas de Bonfe-
rroni. Todos los datos se presentan como media * error
estandar de la media (EEM). Se considero estadisticamente

Cambios en el peso corporal y en la ingesta caldrica de los ratones durante los Experimentos 1y 2
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Nota. (a) % de aumento de peso corporal de los ratones a lo largo de las 6 semanas en el Experimento 1. Los datos se representan como la media (+ EEM)

del % de aumento de peso referido al peso corporal inicial (semana 1). ***p <,001 diferencias significativas dentro de cada grupo entre semanas. (b) Kcal por
hora Experimento 1. Los datos se representan como la media de Kcal ingeridas por hora (+ EEM) durante las sesiones de DRG. ***p <,001; **p <,01 dife-
rencias significativas con respecto al grupo EXP-PRE. (c) Ingesta total de Kcal Experimento 1. Los datos se representan como la media de Kcal totales (+ EEM)
durante el Experimento 1. *p <,05; **p <,01; ***p <,001 con respecto al grupo DS-POST; +p <,05 con respecto al grupo DS-PRE. (d) % de aumento de peso
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significativo un valor p < 0.05. Los analisis se realizaron

utilizando SPSS v26.

Resultados

Experimento 1. Modulacién de los episodios de
DS con comida palatable

1.1. Peso corporal y media de Kcal totales
ingeridas en las sesiones de DRG.

El ANOVA para el porcentaje de ganancia de peso
(Figura 2a) revel6 un efecto de la variable Semana (F(5,
350) = 847,85, p < ,001). El peso corporal aumen-
t6 desde la primera semana (p < ,001 en todos los casos).
El ANOVA de la media de Kcal ingeridas por hora (Figura
2b) revel6 diferencias significativas en la variable Dieta (F(3,
45) = 7,50, p < ,001). Los ratones de los grupos DS-PRE

Figura 3

y DS-LXV consumieron menos Kcal por sesion/hora de
DRG que el grupo EXP-PRE (p < ,01 y p < ,001, respec-
tivamente). Con respecto a la ingesta total de kcal (Figura
2¢), el ANOVA también revel6 un efecto de la variable Die-
ta (F(3, 45) = 12,28, p < ,001). Los ratones del grupo DS-
POST consumieron mas Kcal que los demas grupos (p <,05
frente a EXP-PRE y DS-LXV y p <,001 frente a DS-PRE).
Ademas, los ratones del grupo DS-PRE ingirieron menos
Kecal que los de los grupos EXP-PRE y DS-LXV (p < ,05).

1.2. PLC inducida por cocaina

Los resultados de la PLC inducida por 1 mg/kg de cocaina
en el Experimento 1 se muestran en la Figura 3. E1 ANO-
VA sobre el tiempo pasado en el compartimento asociado
a la droga revel6 un efecto en la interaccién Dias X Dieta
(F(3, 68) = 3,39, p <,023), Dias x Estrés (F(1, 68) = 10,92,
p <,002) y Dias X Dieta X Estrés (F(1, 68) = 4,14, p <

Efectos de la exposicién a comida palatable sobre la PLC inducida por cocaina en los Experimentos 1y 2
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Nota. (a) Efectos de la modulacion de los episodios de DS con comida palatable sobre la PLC inducida por cocaina, Experimento 1. Las barras representan la me-
dia (+ EEM) del tiempo en segundos pasado en el compartimento asociado a la droga durante el precondicionamiento (PRE-C, blanco) y el postcondicionamiento
(POST-C, gris). ++p <,01 diferencia significativa con respecto al POST-C en el resto de los casos; ***p < ,001 diferencia significativa con respecto al PRE-C en el
grupo DS-STD. (b) Indice de condicionamiento, Experimento 1. Diferencias en el tiempo pasado en el compartimento asociado a la droga frente al compartimento
asociado a la solucién salina. Las barras representan la media (+ EEM) del tiempo en segundos. +p <,05 diferencias significativas con respecto a DS-PRE; ##p < ,01
diferencias significativas con respecto a DS-LXV; y ***p < ,001 diferencias significativas con respecto a EXP-STD. (c) Efectos de la exposicién a una DRG durante la
PLC sobre la PLC inducida por cocafna, Experimento 2. Las barras representan la media (+ EEM) del tiempo en segundos pasado en el compartimento asociado
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al PRE-C correspondiente. ++p <,01 diferencia significativa con respecto al POST-C de los grupos PLC-EXP-STD y PLC-DS-PRE. (d) Indice de condicionamiento,
Experimento 2. Diferencias entre el tiempo pasado en el compartimento asociado a la droga frente al asociado a la solucién salina. Las barras representan la
media (+ EEM) del tiempo en segundos. ##p < ,01 diferencia significativa con respecto a PLC-EXP-STD y PLC-DS-PRE; ++p < ,01 diferencia significativa con respecto
a PLC-DS-PRE y PLC-DS-MWEF; ***p < 001 diferencia significativa con respecto a PLC-EXP-STD.
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Figura 4

Expresion génica por PCR en tiempo real en el estriado
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Nota. (n = 8/condicién). (a) Receptor cannabinoide 1 - Cb1r, Experimento 1: ***p < ,001 diferencias significativas con respecto al grupo EXP-STD. (b) Receptor 1
de la hormona liberadora de corticotropina - Crhr1, Experimento 1: **p < ,01 diferencias significativas con respecto a los grupos EXP-STD y DS-POST. (c) Recep-
tor opioide p - Oprm, Experimento 1: Las columnas representan las medias y las lineas verticales + EEM de la expresion génica en el estriado de ratones OF1.
(d) Receptor cannabinoide 1 - Ch1r, Experimento 2: ***p < ,001 diferencias significativas con respecto al grupo PLC-EXP-STD. (e) Receptor 1 de la hormona
liberadora de corticotropina - Crhr1, Experimento 2: *p <,05 diferencia significativa con respecto al grupo PLC-EXP-STD. (f) Receptor opioide p - Oprm, Experi-
mento 2: Las columnas representan las medias y las lineas verticales + EEM de la expresién génica en el estriado de ratones OF1.

,09). Solo los animales expuestos a DS y alimentados con
dieta estandar (DS-STD) pasaron mas tiempo en el com-
partimento asociado a la droga durante POST-C en com-
paraciéon con PRE-C (p < ,001). El tiempo pasado en el
compartimento asociado a la droga durante POST-C por
el grupo DS-STD fue significativamente superior al del res-
to de los grupos (p <,01 en todos los casos).

El ANOVA del indice de condicionamiento revelé un
efecto de la interaccion Dieta X Estrés (F(1, 68) = 4,14, p <
,05). Entre los ratones DS, aquellos alimentados con dieta
estandar (DS-STD) presentaron un indice de condiciona-
miento significativamente mayor que los derrotados pero
expuestos a DRG en LXV (p < ,01) o antes del test PRE-C
(p <,05). El grupo DS-STD también mostré un indice de
condicionamiento mayor que el grupo EXP-STD (p <,001).

1.3. Andlisis de expresion génica

Para la expresion génica de Chlr (Figura 4a), el ANOVA
revel6 un efecto significativo de la variable Grupo (F(4, 32)
= 9,74, p < ,001). Todos los ratones expuestos a DS, in-

dependientemente de la dieta, mostraron una disminucién
significativa en la expresion génica de Cb/r en comparacion
con el grupo EXP-STD (p < ,001). Respecto a la expre-
sion de Crhrl (Figura 4b), el ANOVA también revel6 un
efecto significativo de la variable Grupo (F(4, 33) = 10,08,
p <,001). Los ratones de los grupos DS-STD, DS-PRE y
DS-LXYV presentaron un aumento significativo de la expre-
sion de Crhrl en comparacion con los grupos EXP-STD
y DS-POST (p < ,01 en ambos casos). No se obtuvieron
diferencias significativas en la expresiéon génica del receptor
opioide mu (Figura 4c).

Experimento 2. Modulacién del aumento de
la PLC inducida por cocaina mediante comida
palatable

2.1. Peso corporal y media de Kcal totales
ingeridas en las sesiones de DRG.

Como en el primer experimento, el peso corporal au-
ment6 desde el DPN 26 (I* semana) en adelante (Ii-
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Figura 5

Efectos de la exposicion a una DRG durante la PLC sobre la PLC inducida por 3 mg/kg de cocaina

Experimento 2
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Nota. (a) Efectos de la exposicién a una DRG durante la PLC sobre la PLC inducida por cocaina. Las barras representan la media (+ EEM) del tiempo en segun-
dos pasado en el compartimento asociado a la droga durante el precondicionamiento (PRE-C, blanco) y el postcondicionamiento (POST-C, gris). ***p <,001
diferencia significativa con respecto a PRE-C. (b) indice de condicionamiento. Diferencias entre el tiempo pasado en el compartimento asociado a la droga
frente al asociado a la solucién salina. Las barras representan la media (+ EEM) del tiempo en segundos.

gura 2d). E1 ANOVA para el porcentaje de aumento de
peso reveld un efecto de la variable Semana (F(5, 370)
= 1123,69, p < ,001). El peso corporal aument6é des-
de la primera semana (p < ,001 en todos los casos).
El ANOVA de la media de Kcal ingeridas por hora (Figu-
ra 2e) revel6 diferencias significativas en la variable Dieta
(F(3, 49) = 4,11, p < ,01). Los ratones del grupo PLC-DS-
PRE consumieron mas Kcal por hora de sesion DRG que
los grupos PLC-DS-LXV y PLC-DS-Extensa (p < ,05). El
ANOVA también revel6 un efecto de la variable Dieta (F(3,
49) = 6,18, p < ,001) respecto a las Kcal totales ingeridas
(Figura 2f). Los ratones del grupo PLC-DS-Extensa consu-
mieron mas Kcal que los demas grupos (p < ,001 frente a
PLC-EXP-PRE y p < ,01 frente a PLC-DS-PRE y PLC-
DS-LXV).

2.2. PLC inducida por cocaina

Los resultados de la PLC inducida por 1 mg/kg de cocaina
en el Experimento 2 se presentan en la Figura 3c. El ANO-
VA del tiempo pasado en el compartimento asociado a la
droga revel6 un efecto significativo de la variable Dias (F(1,
72) = 11,60, p <,001) y de la interacciéon Dias X Dieta X
Estrés (F(1, 72) = 16,34, p < ,001). Se observé preferencia
por 1 mg/kg de cocaina en los grupos PLC-DS-STD (p <
,001), PLC-DS-Extensa (p < ,05), y en ratones no estre-
sados alimentados con DRG antes del condicionamiento
(PLC-EXP-PRE) (p <,001). Ademas, los grupos DS-STD y
PLC-EXP-PRE pasaron mas tiempo en el compartimento
asociado a la droga durante POST-C que los grupos PLC-
EXP-STD y PLC-DS-PRE (p < ,01 en todos los casos).

El ANOVA para el indice de condicionamiento reveld
un efecto de la interaccién Dieta X Estrés (F(1, 72) = 16,34,
p <,001) (Figura 3d). Entre los ratones DS, aquellos ali-
mentados con dieta estandar (PLC-DS-STD) presentaron

un indice de condicionamiento significativamente mayor
que los ratones no estresados (PLC-EXP-STD) y que los
grupos derrotados expuestos a DRG antes del condiciona-
miento (PLC-DS-PRE) y durante 3 dias a la semana (PLC-
DS-LXV) (p <,001 para el control y p <,01 para el resto).
El grupo no estresado alimentado con DRG antes del con-
dicionamiento (PLC-EXP-PRE) también mostr6 un indice
de condicionamiento mayor que los grupos PLC-EXP-
STD y PLC-DS-PRE (p < ,01 en ambos casos).

Para evaluar mas a fondo el efecto de la exposicion a
DRG antes de la PLC inducida por cocaina, se evalu6 el
desarrollo de PLC inducida por una dosis efectiva de co-
caina (3 mg/kg) (Figura 5). E1 ANOVA revel6 un efecto de
la variable Dias (F(1, 19) = 41,88, p <,001). Como era de
esperar, 3 mg/kg de cocaina indujo una clara preferencia
(p <,001), que no se ve afectada por la administraciéon de
DRG. E1 ANOVA del indice de condicionamiento no reve-
16 diferencias entre los grupos (F(1, 19) = 0,01, p <,907).

2.3. Andlisis de expresion génica

Para la expresion génica de CbIr (Figura 4d), el ANOVA
revel6 un efecto significativo de la variable Grupo (F(4, 35)
= 12,65, p <,001). Todos los grupos expuestos a DS, in-
dependientemente de la dieta, exhibieron una disminucién
significativa en la expresion génica de ChIr en comparacion
con el grupo PLC-EXP-STD (p < ,001). E1 ANOVA para
la expresion de Criirl (Figura 4e) también revel6 un efecto
significativo (F(4, 35) = 2,77, p <,053). Los ratones del gru-
po DS-STD mostraron un aumento significativo en la ex-
presiéon de Crhrl en comparaciéon con el grupo PLC-EXP-
STD (p < ,05). No se obtuvieron diferencias significativas
en la expresion del receptor opioide mu (Figura 4f).
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Discusion

El presente trabajo evalia los efectos moduladores de la
DRG sobre el aumento de los efectos condicionados de re-
compensa inducidos por la cocaina tras el estrés social en
dos momentos criticos: a) durante la exposicion al estrés
DS y b) a largo plazo tras el DS, durante el procedimiento
de PLC inducida por cocaina. El presente estudio demos-
tr6 por primera vez que la ingesta intermitente de DRG
bloqued el aumento a largo plazo de los efectos condicio-
nados de recompensa de la cocaina. El acceso a la DRG
durante los episodios de DS (Experimento 1) contrarrestd
eficazmente el desarrollo de PL.C con una dosis subumbral
de cocaina (1 mg/kg). De manera similar, observamos que
el acceso a la DRG antes del condicionamiento (PLC-Pre)
o durante tres dias a la semana (PLC-LXV) durante la ad-
quisicion de la PLC (Experimento 2) bloque6 la mayor sen-
sibilidad a los efectos condicionantes de la cocaina induci-
dos por DS. Sin embargo, una exposicién mas prolongada
a DRG (PLC-DS-Extensa) no produjo este efecto. A pesar
de esta coherencia en los resultados, ninguno de los esque-
mas de DRG fue capaz de contrarrestar la disminucién en
la expresion génica de ChIr. Sin embargo, el aumento en
la expresion del gen Crhirl inducido por DS fue reducido
por la administracién de DRG durante la PLC o tras cada
episodio de DS.

Efectos de la DRG sobre el peso corporal y la
ingesta de Kcal.

Una observacién clave de esta investigacion es que el con-
sumo de DRG no resulté en un aumento del peso corporal.
Es bien sabido que la ingesta prolongada de DRG se aso-
cia a obesidad, problemas metabdlicos y neuroinflamacion
(Blanco-Gandia et al., 2017c; Li et al., 2022; Tsai et al.,
2022). Estudios preclinicos han observado que el acceso
ad libitum a una DRG conduce al sindrome metabdlico,
aumentando la adiposidad y los niveles de leptina, e inter-
firiendo con las senales de grelina e insulina (Blanco-Gan-
dia et al., 2017c; Davis et al., 2008; Morales et al., 2012).
Sin embargo, los regimenes especificos de DRG utilizados
en ambos experimentos no produjeron ninguna alteracién
significativa en el peso corporal, en consonancia con resul-
tados obtenidos en estudios previos con un patréon similar
de administraciéon (Blanco-Gandia et al., 2017b; Hudson
et al., 2007; Rodenas-Gonzalez et al., 2021). Sabemos que
tras 40 dias de exposiciéon intermitente a DRG en LXV,
los niveles de leptina no se vieron afectados, aunque la
grelina se redujo significativamente (Blanco-Gandia et al.,
2017a,b; Blanco-Gandia et al., 2019). En esta linea, el ac-
ceso intermitente a DRG no modificé los niveles plasmati-
cos de glucosa ni de insulina (Del Olmo et al., 2019). Por
lo tanto, nuestros resultados actuales y previos sugieren que
la exposicién intermitente y limitada a DRG no indujo una
afectacion profunda del metabolismo general.

Respecto a la ingesta de Kcal procedentes de DRG, es
importante sefialar que, aunque el acceso fue de 1 h en
algunos grupos y de 2 h en otros, la cantidad de Kcal in-
geridas se mantuvo similar excepto en el grupo con acceso
después de DS. En el Experimento 1, el grupo DS-POST
mostr6é un aumento significativo en la ingesta de Kcal com-
parado con el resto de grupos de tratamiento con DRG.
Este grupo tuvo acceso a DRG después de cada episodio
de estrés, sugiriendo que este incremento podria deberse
a una respuesta compensatoria al estrés, actuando como
comfort food. Varios estudios han reportado este mismo
fenémeno, donde ratones expuestos a estrés social aumen-
tan posteriormente su ingesta de DRG (Coccurello et al.,
2018; Hassan et al., 2019; Sinha y Jastreboft, 2013). Con-
firmando este efecto, solo los ratones derrotados del grupo
DS-POST mostraron una expresion normalizada del gen
Crhrl. Por tanto, la capacidad de la DRG para bloquear el
aumento de PL.C inducida por cocaina no esta relacionada
con la cantidad ingerida, destacando que incluso una can-
tidad minima puede ejercer un efecto potente y duradero.

La comida palatable modula el aumento de

la recompensa condicionada por cocaina
inducida por estrés social

Como era de esperar y en linea con estudios previos, los
ratones derrotados alimentados con dieta estandar exhi-
bieron mayor sensibilidad a una dosis subumbral de co-
caina, desarrollando PLC por el compartimento asociado
a la droga. Este resultado ha sido descrito en numerosos
estudios en los cuales animales expuestos a estrés social
muestran mayor vulnerabilidad a los efectos reforzantes de
la cocaina evaluados mediante autoadministracion intrave-
nosa o PLC inducida por cocaina (Han et al., 2017; Nei-
sewander et al., 2012; Reguilén et al., 2017; Shimamoto,
2018). De forma similar a los resultados presentes, también
hemos mostrado anteriormente que ratones derrotados de-
sarrollan PLGC utilizando una dosis subumbral de cocaina
(Ferrer-Pérez et al., 2019; Giménez-Gomez et al., 2021;
Montagud-Romero et al., 2021).

En el Experimento 1, observamos que los grupos derro-
tados expuestos a los diferentes patrones de administraciéon
de DRG durante las dos semanas de encuentros sociales no
desarrollaron PLC para la cocaina. Este resultado sugiere
que la ingesta de comida palatable puede actuar como un
amortiguador de los efectos del estrés (comfort food), como
corroboran estudios previos. Por ejemplo, administrar
DRG a animales socialmente estresados por aislamiento
disminuye los efectos de la cocaina, con una respuesta ate-
nuada de la hiperactividad motora inducida por cocaina
(Erhardt et al., 2006), una disminucién en la respuesta de
corticosterona y un bloqueo en la adquisicién de PLC in-
ducida por cocaina (Blanco-Gandia et al., 2018). La DRG
podria reducir la actividad del eje HHA (Auvinen et al.,
2012; Pecoraro et al., 2004), lo que podria conducir a una
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reduccion a largo plazo de los efectos reforzantes de la co-
caina causados por el estrés, especialmente en la adolescen-
cia, cuando la sensibilidad a la recompensa esta aumentada
(Blanco-Gandia et al., 2018; Steinberg, 2010).

Los resultados obtenidos en el Experimento 2, donde los
animales fueron expuestos a diferentes patrones de admi-
nistraciéon de DRG durante el procedimiento de PLC, mos-
traron que todos los grupos DS expuestos a DRG durante
la adquisicién de PLC no desarrollaron preferencia por la
cocaina, excepto el grupo PLC-DS-Extensa. Este grupo
inici6 la exposicion a DRG justo después del altimo episo-
dio de DS y la mantuvo hasta el final de la PLC. A pesar de
esta larga exposicion, este grupo mostré una sensibilidad
aumentada a los efectos reforzantes de la dosis subumbral
de cocaina, similar a los animales DS alimentados con die-
ta estandar. Esto sugiere que cuando la exposiciéon a DRG
es prolongada y no contingente con la exposicion al estrés
o con la adquisiciéon de la PLC, el efecto protector de la co-
mida palatable desaparece. Probablemente, la exposicion
prolongada a DRG intermitente puede incluso sensibilizar
el sistema de recompensa, como sugieren estudios previos
(Blanco-Gandia et al., 2017a, 2017b; Puhl et al., 2011).
En apoyo de esta hipdtesis, sabemos que seis semanas de
administracion intermitente de DRG aumentan la sensi-
bilidad de ratones adolescentes a una dosis subumbral de
cocaina, requiriendo ademas mas tiempo para extinguir la
preferencia (Blanco-Gandia et al., 2017b). Sin embargo,
también hemos mostrado previamente que la exposiciéon
limitada e intermitente a DRG después de adquirir la pre-
ferencia por la cocaina bloquea la reinstauracién y acelera
la extincién en ratones no estresados (Rédenas-Gonzalez
et al., 2021), indicando que el momento de la exposiciéon a
DRG es critico en la modulacién del sistema de recompen-
sa. En linea con ello, los resultados presentes indican que
cuando la administracién intermitente de DRG es contin-
gente y limitada a los dias de sesion de PLC, los efectos
reforzantes de la cocaina aumentados por estrés social son
bloqueados, posiblemente debido a una competencia por
la recompensa. Estos hallazgos concuerdan con nuestro re-
ciente informe que sugiere que el efecto protector de la ex-
posiciéon intermitente a DRG puede extenderse a diversas
drogas de abuso, como etanol, previniendo potencialmente
la susceptibilidad inducida por estrés a diferentes sustancias
adictivas (Arenas et al., 2025).

Un efecto interesante observado en este experimento fue
que los ratones no estresados expuestos a DRG antes de la
adquisicién de PLC desarrollaron preferencia por la cocai-
na. La capacidad de la DRG para inducir preferencia con-
dicionada ha sido descrita previamente (Jarosz et al., 2007,
Mizoguchi et al., 2021). A diferencia de estos estudios,
nuestro procedimiento de condicionamiento solo requirié
cuatro sesiones y la ingesta calérica no estuvo restringida.
De hecho, nuestros resultados no demostraron que la DRG
por si sola indujera preferencia condicionada, sino que en

combinacién con una dosis no efectiva de cocaina fue ca-
paz de desarrollar preferencia. Este efecto aditivo también
fue descrito por Igbal et al. (2023), quienes observaron que
el opiaceo oxicodona solo desarrollaba preferencia en el
compartimento asociado a la DRG.

Cambios en la expresion génica estriatal

tras la administracion de DRG en ratones
socialmente derrotados

Considerando la relevancia de los sistemas cannabinoide
y opioide en la adiccién y los efectos de la DRG (Barson
et al., 2012; Kawahara et al., 2013), asi como la impor-
tancia critica del factor liberador de corticotropina en el
estrés (Puhl et al., 2011), también exploramos cambios en
la expresion génica de Cblr, Crhrl y Oprm en el estriado
al final del procedimiento experimental. Bajo dieta estan-
dar, DS induce una reduccién en CbIr y un aumento en la
expresion de Crhrl, sin cambios en la expresion de Oprm.
El objetivo de este estudio fue evaluar los cambios en la
expresion génica en ratones estresados expuestos a DRG
intermitente. Los efectos de la administraciéon de DRG
en ratones no estresados han sido estudiados previamente
(Blanco-Gandia et al., 2017a,b).

El aumento en la expresion de Crhrl confirma lo repor-
tado por otros estudios, segiin los cuales la expresion de
Crhrl suele aumentar como respuesta al estrés (Logrip et
al., 2012). Un aumento en la expresion de Crhrl puede in-
crementar la vulnerabilidad a los efectos de recompensa de
la cocaina, dado que se ha demostrado que los antagonistas
CRHRI1 bloquean este efecto tanto en PLC como en SA
(Boyson et al., 2014; Ferrer-Pérez et al., 2018).

Solo cuando se administré después de un episodio de
DS (DS-Post), la DRG redujo eficientemente la expresion
de Crhrl a niveles similares a los del grupo EXP. DS-Post
fue el grupo con la mayor ingesta de Kcal por sesion, su-
giriendo que el incremento en la ingesta de grasa podria
jugar un papel en este efecto. Como se menciond previa-
mente, existe una tendencia a aumentar la ingesta de co-
mida palatable en roedores expuestos a estrés (Coccurello
et al., 2018; Pecoraro et al., 2004; Zellner et al., 2006). Po-
demos sugerir que la DRG produjo un efecto similar a los
antagonistas CRHRI, reduciendo la expresion de Criir! v,
consecuentemente, la actividad del eje HHA (Foster et al.,
2009; la Fleur et al., 2005; Pecoraro et al., 2004; Ulrich-Lai
etal., 2011). Ademas, otros estudios han demostrado que la
DRG puede reducir los niveles de corticosterona en ratones
aislados (Blanco-Gandia et al., 2018) o expuestos a estrés
por inmovilizaciéon (Zeeni et al., 2013). La DRG también
reduce otras consecuencias del estrés social, como la evita-
cién social, la ansiedad y la conducta depresiva (MacKay
et al., 2017; Maniam y Morris, 2010; Otsuka et al., 2019).

Por otro lado, las intervenciones con DRG durante la
adquisici6on de PLC en el Experimento 2 solo redujeron
levemente la expresion de Crhrl. Por tanto, aunque se ob-
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servé una disminuciéon en los efectos reforzantes condi-
cionados de la cocaina tras todas las administraciones de
DRG durante DS, la expresion de Crhr! solo fue bloqueada
cuando el acceso se proporcionéd después de cada episodio
de estrés. En el Experimento 2, cuando la DRG se adminis-
tr6 a largo plazo tras la exposicion al estrés, aunque no se
observé un aumento significativo en la expresion de Crhrl
tras ninguna de las administraciones de DRG, el nivel de
expresion de este gen se mantuvo elevado en todos los gru-
pos derrotados, indicando la ausencia de un efecto valioso
de la DRG fuera del periodo de estrés.

La sefializacion opioide esta estrechamente asociada con
las propiedades reforzantes de la comida y juega un papel
clave en la regulacién de la palatabilidad (Esch y Stefano,
2024), mientras que el sistema endocannabinoide participa
en el control homeostatico de la ingesta y proporciona re-
troalimentacion positiva especificamente para la ingesta de
alimentos grasos (Koch, 2001). De acuerdo con los datos
disponibles, la ingesta intermitente de grasa podria alterar
las vias de recompensa a través de la interaccion de los sis-
temas opioide y cannabinoide.

Independientemente de la dieta, todos los grupos ex-
puestos a DS presentaron una disminucién en la expresion
del gen Chlr, confirmando que DS puede tener efectos a
largo plazo sobre el sistema cannabinoide. Estudios previos
han demostrado que la sefializacién CB1 modula la res-
puesta al estrés (Valverde y Torrens, 2012). Por ejemplo,
el estrés cronico se asocia a una reduccién en la expresion
de CbIren el hipocampo (Hill et al., 2005; Hu et al., 2011;
Reich et al., 2009) y en el estriado (Rossi et al., 2008; Wang
etal., 2010). Ademas, la estimulacién de los receptores CB1
reduce efectos inducidos por estrés como la anhedonia (Ra-
demacher y Hillard, 2007), conductas depresivas (Gobbi et
al., 2005) y conductas pasivas de afrontamiento del estrés
(Steiner et al., 2008).

Nuestros resultados mostraron que la marcada reduc-
ci6n en la expresion de ChIr observada en animales derro-
tados no se revirtid6 mediante ninguno de los patrones de
administracién de DRG en ninguno de los experimentos.
En consonancia con esto, estudios previos también han su-
gerido que la DRG disminuye la expresion de CbIr en el
NAcc de roedores adultos (Bello et al., 2012; Martire et al.,
2014) y adolescentes (Blanco-Gandia et al., 2017b). El efec-
to similar del estrés y de la DRG en la expresiéon de ChIr
podria explicar la ausencia de una reversion observable en
nuestro estudio.

Finalmente, los resultados de ambos experimentos su-
gieren que ni el estrés social ni la administracién intermi-
tente de DRG causan alteraciones en la expresion del gen
Oprm. Aunque la implicacién del sistema opioide endégeno
en las respuestas al estrés (Komatsu et al., 2011) y la ingesta
de grasa ha sido documentada (Sakamoto et al., 2015), la
literatura existente muestra resultados contradictorios res-
pecto a la expresion de Oprm, sugiriendo una regulacion

compleja del sistema opioide endégeno. Incrementos en la
expresion de Oprm se han asociado con ingesta continua
de alimentos palatables y de algunas bebidas azucaradas
o edulcoradas (Blanco-Gandia et al., 2017a,b; Soto et al.,
2015), pero también se ha informado una disminucién tras
ingesta cronica de DRG en modelos de ratones obesos (Vu-
cetic et al., 2011). Ademas, una ingesta prolongada pero
limitada e intermitente de comida rica en grasa parece re-
ducir la expresién de Oprm en el NAcc (Blanco-Gandia et
al., 2017a,b). En consecuencia, nuestros resultados podrian
deberse a la exposicién limitada a DRG en comparacién
con otros estudios, indicando que las Kcal ingeridas por
los ratones en nuestro estudio no fueron suficientes para
inducir algtin cambio. Estos hallazgos se ven reforzados por
investigaciones previas en ratones no estresados expuestos a
DRG limitada e intermitente tras adquirir preferencia por
cocaina, en los cuales no se observaron cambios en la ex-
presion de Oprm en el estriado (Rodenas-Gonzalez et al.,

2021).

Conclusion

Los resultados de este estudio confirmaron que la comida
palatable podria ser un buen reforzador alternativo capaz
de reducir la adquisicion de la preferencia condicionada
por cocaina en animales estresados. El periodo especifico
de administracién de DRG parece ser un factor importante
a considerar, mientras que la duraciéon de la exposiciéon no
fue critica. De hecho, nuestros resultados sugieren que una
exposicion prolongada a DRG puede no ser efectiva. La
administracion breve de una dieta grasa después de DS o
durante la adquisiciéon de la preferencia por cocaina puede
reducir sus efectos condicionados de refuerzo. Este efecto
podria estar mediado por una reduccién en el aumento
de la expresion génica de Crhrl. Estudios futuros deberian
abordar otros sistemas relacionados con el estrés y la re-
compensa para proporcionar una explicacion mas amplia
del efecto positivo de la DRG sobre las consecuencias del
estrés social.

Basandonos en nuestros resultados previos y actuales,
planteamos la hipétesis de que la administracién contro-
lada de DRG podria ser una estrategia util para mitigar
los efectos del estrés social sobre los efectos reforzantes de
la cocaina, especialmente cuando esta administracién ocu-
rre durante la exposicion al estrés o a la cocaina. Conside-
rando la influencia de esta dicta en los circuitos de recom-
pensa y sus efectos cuando se administra durante periodos
prolongados, los presentes resultados destacan el potente
efecto de una exposicion minima a grasas. La ausencia de
un modelo adecuado y validado para estudiar la derrota
social en ratonas hasta afos recientes ha retrasado la imple-
mentacién de este estudio en hembras. Ademas, el estudio
de otras estructuras cerebrales como el hipotdlamo podria
aportar mas informacion sobre los mecanismos implicados.
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Desde una perspectiva traslacional, nuestros resultados
no deben interpretarse como una recomendacién de con-
sumo prolongado de DRG. El valor de nuestros hallazgos
reside en la posible utilidad de consumir pequefias can-
tidades de alimentos altos en grasa durante experiencias
de estrés o exposicion a cocaina. Es esencial enfatizar que
la ingesta de grasa debe proceder predominantemente de
fuentes ricas en acidos grasos monoinsaturados y poliinsa-
turados. Estd bien establecido que el consumo de alimentos
ricos en grasa, como productos muy procesados y altamen-
te palatables, estimula el sistema de recompensa y aumenta
el riesgo de desarrollar adiccion a la comida (Ulug et al.,
2023). Por tanto, se debe tener una especial precauciéon al
recomendar este tipo de ingesta en pacientes que ya pre-
sentan un trastorno por consumo de cocaina. El consumo
de dichas dietas debe ser cuidadosamente controlado y
debe garantizarse el acceso a una DRG saludable.
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