REVISION

Un nuevo agente en los mecanismos de la adiccion al alcohol
y la ingesta: el nicleo incertus y el neuropéptido relaxina-3

José A. Nova-Marqués, Cristina Garcia-Diaz, Francisco E. Olucha-Bordonau

Resumen. La ingesta de alcohol esta facilitada por la relacién con la conducta alimentaria, y ambas conductas estan alta-
mente influidas por situaciones de estrés y ansiedad. La desrequlacién de estos procesos puede llegar a situaciones pato-
I6gicas, como la anorexia, la bulimia o la obesidad. Los elementos neurobiolégicos que subyacen a este control no estan
completamente esclarecidos. El nicleo incertus (NI) en el tegmento pontino constituye un elemento comdn a la ingesta y
a la adiccidn al alcohol. Las neuronas del NI utilizan como sefializacién el neuropéptido relaxina-3 (RLN3) y su receptor
RXFP3. En esta revision se analiza |a participacion del sistema NI-RLN3-RXFP3 en estas conductas bajo condiciones de an-
siedad o estrés en modelos animales. La activacion del NI tiene un efecto positivo sobre la ingesta (orexigeno) y desarrolla
una respuesta amplia en la amigdala, donde se modulan los estados de ansiedad. La actividad de RLN3-RXFP3 en la amig-
dala podria afectar a la adiccién al alcohol, ya que la aplicacién del antagonista de RXFP3 en la amigdala extendida ate-
nla la recaida al alcohol inducida por el estrés. Los datos neuroanatdmicos indican que el sistema NI-RLN3-RXFP3 actia
sobre la conducta de ingesta y adiccién al alcohol mediante proyecciones paralelas a las vias candnicas mesolimbicas. Con
ello, los datos en modelos animales indican que el sistema NI-RLN3-RXFP3 deberia tenerse en cuenta como diana en el

tratamiento futuro de trastornos de las conductas alimentarias y adictivas.
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Introduccion

La enfermedad adictiva se puede definir como una
patologia del sistema nervioso central debida a una
disfuncién neurobioldgica de estructuras cerebra-
les mesencefilicas, limbicas y corticales, y de cir-
cuitos cerebrales implicados en la motivacién y la
conducta. La adiccién a sustancias psicoactivas se
presenta en multiples formas conductuales, que
evolucionan con un agravamiento progresivo de la
enfermedad y un mal prondstico [1]. Una de las
adicciones que mas impacto causa a la sociedad ac-
tual es la dependencia a sustancias psicoactivas o
adiccion a drogas [2]. Cuando estas drogas se con-
sumen en exceso, producen una activacion directa
del sistema implicado en el sistema de recompensa,
cuyo sustrato anatémico es la via mesolimbica que
se origina en el drea ventral tegmentaria (VTA) y se
proyecta hacia el ntcleo accumbens, y diferentes
areas corticales, que incluyen la corteza cingulada
anterior, la corteza orbitofrontal y la corteza pre-
frontal [3]. Los efectos comportamentales se mues-
tran en las recaidas y en el deseo intenso de consu-
mo (craving) cuando la persona se expone a esti-
mulos relacionados con la droga. La dependencia
cursa también con un deterioro de la capacidad de
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autocontrol sobre el consumo de la sustancia. Los
individuos con menores niveles de autocontrol re-
flejan disfunciones en los mecanismos de inhibi-
cion cerebral, entre los que estd fuertemente impli-
cada la corteza prefrontal, y estén, en consecuencia,
mas predispuestos a desarrollar trastornos por con-
sumo de sustancias. Es importante destacar que, al
activar el circuito de recompensa cerebral, las sus-
tancias psicoactivas utilizan los mismos mecanis-
mos fisiologicos que los reforzantes naturales (agua,
comida y conducta sexual) [4].

Desde el punto de vista psicoldgico y psiquiatri-
co, las adicciones asocian o incluyen una serie de
trastornos, como ansiedad, depresion, pensamien-
tos obsesivos, aislamiento, trastornos afectivos, tras-
tornos en las relaciones sociales, problemas escola-
res, como fracaso escolar, dificultades ocupaciona-
les o interpersonales, aislamiento, negligencia en las
responsabilidades sociales o personales e inquietud
mental o fisica [5]. En los casos en los que el indivi-
duo reduce o detiene un comportamiento adictivo
especifico, se produce una fatiga excesiva, cambios
en el estilo de vida, reduccion significativa de la ac-
tividad fisica, privacién y cambios en los patrones
de suefio, impaciencia, violencia, trastornos alimen-
tarios y sintomas de abstinencia.
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El alcohol altera la actividad de moléculas de se-
fnalizacion y su consumo prolongado desregula pro-
fundamente circuitos neuroquimicos clave en el
sistema de recompensa (dopamina, endocannabi-
noides) y en la respuesta del sistema nervioso cen-
tral al estrés —factor liberador de corticotropina
(CREF) e ingesta, neuropéptido Y- [6]. En un mode-
lo de rata de abuso de alcohol se demostré que la
administracién de un antagonista para el receptor
del neuropéptido relaxina-3 (RLN3) disminuia tan-
to la autoadministracién de alcohol como la induc-
cion de estrés secundaria a la falta de alcohol [7]. E1
nucleo incertus (NI) en el tegmento pontino es la
principal estructura cerebral que produce y libera
relaxina-3 (RLN3) [8,9]. RXFP3 es el receptor natu-
ral de RLN3. RXFP3 es un receptor acoplado a la
proteina G que lleva una unidad a;,, que activa la
degradacion del monofosfato de adenosina ciclico y
promociona la fosforilacién de ERK [10].

Los trastornos de la conducta alimentaria y de la
ingesta de alimentos se caracterizan por una altera-
cién persistente en la alimentacién o en el compor-
tamiento relacionado con la alimentacién que lleva
a una alteracién en el consumo de alimentos y que
causa un deterioro significativo de la salud fisica o
del funcionamiento psicosocial [11]. Algunos indi-
viduos con trastornos de la conducta alimentaria
refieren sintomas similares a los que suelen atri-
buirse a las personas con trastornos por consumo
de sustancias, como el ansia y los patrones de con-
sumo compulsivo [11]. Esta semejanza puede refle-
jar la implicacién de los mismos sistemas neurona-
les, como los relacionados con la regulacién del au-
tocontrol y la recompensa, en los dos grupos de
trastornos. Actualmente, multiples estudios rela-
cionan procesos como el estrés y la ingesta alimen-
taria con el NI, dada la actividad orexigena de RLN3
y su relacién con otros neuropéptidos con funcién
orexigena (orexina) o anorexigena (CRF) [12]. Ade-
mads, existen multiples patologias (bulimia, ano-
rexia) que muestran una relacién inequivoca entre
estrés e ingesta alimentaria compulsiva y desestruc-
turada [13]. Hay estudios que evidencian la media-
cion del RLN3 en el incremento de la ingesta me-
diado por estrés [14]. Un aspecto de relevancia cli-
nica es la observacion de polimorfismos asociados
con los genes de RLN3 y de su receptor RXFP3 en
pacientes con enfermedades mentales que desarro-
llan sindromes metabdlicos asociados a la medica-
cion con antipsicéticos [15].

Por todo ello, esta revision pretende poner en
comun los diferentes descubrimientos que eviden-
cian la probable implicacién del NI y su sistema de
sefalizacion RLN3/RXFP3 en multiples procesos

neurobiolégicos, desbrozando su implicacién en el
sustrato fisiopatologico de la adiccién y los trastor-
nos de la conducta alimentaria.

Muchos de los circuitos neuronales involucrados
en la mediacién de comportamientos y trastornos
complejos, como ansiedad, depresién, adiccion y
comportamientos sociales disfuncionales, implican
la activacién de la amigdala en conjuncién con cir-
cuitos corticales y del hipocampo. Las proyecciones
subcorticales ascendentes proporcionan entradas
moduladoras a la amigdala. Uno de estos aportes se
origina en el NI, cuya sefalizacién mediante RLN3
se ha implicado en la modulacién de la recompensa/
motivacién y la ansiedad y comportamientos de-
presivos en los roedores a través de acciones dentro
de la amigdala [16]. Se ha demostrado la existencia
de proyecciones topogréficas del NI que contienen
proyecciones a nucleos especificos de la amigdala,
en consonancia con un papel probable para este sis-
tema de excitacién integrador putativo en la regula-
cién de los comportamientos sociales y emociona-
les dependientes de la amigdala [16].

Las vias neurales que manejan informacién eje-
cutiva sobre el grado de consciencia (arousal) en el
cerebro estan asociadas con la modulacién del com-
portamiento de acuerdo con los requerimientos
ambientales, y el punto clave en esta regulacién es
el drea septal [17]. Estudios de definicién de vias
neurales de la rata han demostrado que el drea sep-
tal es diana de proyecciones ascendentes desde el
NI [18]. EI NI en la rata presenta una fuerte expre-
sién de CRF;; de hecho, en la rata, las neuronas
RLN3-positivas coexpresan CRF,, aunque no cons-
tituyan el total de la poblacién neuronal CRF,-posi-
tiva [19]. Por tanto, el NI se postula como un agente
que facilita la respuesta al estrés activando la capa-
cidad del area septal para activar el nivel de cons-
ciencia y actividad. De hecho, la activacién especi-
fica del NI provoca un aumento en el nivel de acti-
vidad cortical, pasando a un electroencefalograma
activo, y activa las conductas de vigilancia en un
paradigma de miedo condicionado [20]. Hay que
tener presente que la activacién de los mecanismos
de arousal es uno de los aspectos relevantes de la
conducta adictiva, en el sentido de que las conduc-
tas van dirigidas casi exclusivamente a la consecu-
cién de la conducta adictiva, y es la abstinencia la
que induce el mecanismo de arousal [21].

RLN3 es un péptido de las familias de relaxinas e
insulinas. Aunque se conoce una limitada expresién

www.neurologia.com  Rev Neurol 2018; 67 (5): 175-186



periférica de RLN3 [22], el principal lugar de expre-
sion de RLN3 es el sistema nervioso central, donde
se ha detectado en multiples especies, incluyendo
el pez cebra [23], el raton [24], la rata [25], el maca-
co [8] y el ser humano [26]. La expresiéon del ARNm
de RLN3 se limita a un pequefio nimero de neuro-
nas en el NI, pero con un extenso patrén de proyec-
ciones ascendentes sobre el mesencéfalo y el telen-
céfalo con una distribucién similar en todas las es-
pecies estudiadas [27,28]. Ademds, se han detecta-
do unas pocas neuronas que expresan RLN3 en el
rafe pontino, la parte ventral de la sustancia gris del
acueducto y la divisidn lateral de la sustancia negra
[8,9]. Debido a que la rata y el ratén son las princi-
pales especies ‘experimentales; su patrén de expre-
sion de RLN3 es el mas estudiado. Existe una fuerte
correlacién entre las dreas que expresan el ARNm
del receptor de RLN3, RXFP3 y las areas que con-
tienen el péptido RLN3. Ademas, la localizaciéon de
RLN3 parece conservarse evolutivamente, como se
observa en el pez cebra [29].

El NI fue descrito como una region en la linea
media del suelo del cuarto ventriculo, un grupo ce-
lular en las regiones centrocaudales de la sustancia
gris periventricular pontina, adyacente al borde ven-
tromedial del nicleo tegmentario dorsal caudal [27,
28]. Sin embargo, en los tltimos afios han surgido
nuevas evidencias que sefnalan el papel que desem-
pena el NI en multiples procesos cerebrales, como
la respuesta de estrés [30], la memoria [31-33] y la
emocién [34].

Tras la localizacién de RLN3 en el NI, estudios
inmunohistoquimicos confirman que las neuronas
RLN3-positivas son neuronas gabérgicas —refleja-
das por su coexpresiéon de GAD, la enzima sinteti-
zadora del dcido y-aminobutirico (GABA)- [28], es
decir, que el NI contiene el neurotransmisor inhibi-
torio del GABA, aunque el NI comprende un grupo
distinto de neuronas gabérgicas que tienen promi-
nentes proyecciones mas largas. Estudios anatémi-
cos detallados confirman que estas neuronas gabér-
gicas del NI tienen proyecciones dispersas sobre el
mesencéfalo, el diencéfalo y el telencéfalo [28]. Las
neuronas del NI no parecen producir niveles signi-
ficativos de marcadores para la transmisién de ami-
nodcidos excitatorios, lo que sugiere que el papel
principal de las neuronas del NI en la neurotrans-
mision es inhibitorio [7].

En las neuronas del NI se expresan varios neuro-
péptidos, incluyendo RLN3, neuromedina B, cole-
cistocinina, calbindina y calretinina (proteinas li-
gadoras de calcio, normalmente colocalizadas con
GABA), pero RLN3 es el mis restringido al drea [28].
Sobre esta base, se argumenta que el estudio de las
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funciones de RLN3 y sus interacciones con la trans-
misiéon de GABA debe proporcionar importantes
conocimientos sobre las funciones del NI

El receptor para RLN3 es el del péptido 3 de la
familia de RLN3 (RXFP3), un receptor acoplado a
la proteina G que se acopla a proteinas G;,, inhibi-
doras. Estudios in vitro que utilizaron células no
neuronales que sobreexpresan RXFP3 han demos-
trado que se acopla a las proteinas G inhibidoras e
inhibe la acumulacién de monofosfato de adenosi-
na ciclico [22]. También se conoce como receptor
acoplado a proteina G 135 (GPCR135) [22]. RXFP3
muestra una alta afinidad por RLN3, RLN3 es el
Unico miembro de la superfamilia de relaxinas que
puede activar RXFP3, y los genes que codifican am-
bas proteinas parecen haber coevolucionado filoge-
néticamente entre si [22].

RXFP3 se expresa en varias regiones cerebrales
relacionadas con el estrés, incluyendo el nicleo pa-
raventricular, donde podria regular el CRF y la va-
sopresina/oxitocina, reguladores criticos del eje del
estrés en diferentes condiciones fisiologicas [35]. La
expresion de RLN3 se incrementa en las neuronas
del NI por estrés neurégeno, como se ha observado
en ratas al someterlas al test de natacién forzada,
estrés social, ejercicio en cinta ergométrica y estrés
por inmovilizacién, situaciones que estimulan fisio-
légicamente la excitacién y el estado de alerta [30].

Las neuronas RLN3-positivas del NI de la rata
expresan receptores de CRF de tipo 1 (CRF-R1) [36]
y responden con aumento de c-Fos a la inyeccién
de CRF intracerebroventricular o a diferentes facto-
res de estrés fisiologicos, como se ha comentado [9,
30]. Las neuronas RLN3-positivas del NI de la rata
también expresan receptores de orexina/hipocreti-
na de tipo 1y 2, y receptores de la hormona con-
centradora de melanina de tipo 1 (MCH,) con fun-
cién orexigena [37].

Las principales aferencias (inputs) del NI provie-
nen de la corteza prefrontal medial, la corteza orbi-
tofrontal, el septo medial, la banda diagonal, el nu-
cleo septofimbrial, la parte medial de la habénula
lateral, el nucleo preéptico ventrolateral, el nucleo
supramamilar, el polo caudal del nucleo parafasci-
cular del tdlamo, el nicleo periacueductal, el ntcleo
interpeduncular, el niicleo medial del rafe, el extre-
mo caudal del nticleo dorsal del rafe, el nicleo pre-
posito y el NI contralateral [27].

Las principales eferencias (outputs) del NI van
hacia la corteza prefrontal, el hipocampo, el ntcleo
septal medial, el nticleo de la banda diagonal, la
amigdala (nuicleos basolateral, cortical y medial, y el
drea amigdalohipocdmpica), el nicleo del lecho de
la estria terminal, el nicleo dorsomedial del tilamo,
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Figura 1. Interferencia del ntcleo incertus (NI) sobre el sistema Hb-tVTA-VTA. El drea ventral tegmentaria
(VTA) envia proyecciones dopaminérgicas al nticleo accumbens (NA) y produce una estimulacion de éste
frente a un estimulo de recompensa, y el NA, a su vez, proyecta a la corteza prefrontal, via de la recom-
pensa. La amigdala recibe proyecciones dopaminérgicas del VTA y proyecta sobre el NA (modulacién de
los estimulos condicionados). La habénula (Hb) envia proyecciones glutamatérgicas para estimular el
nlcleo inhibitorio del VTA (tVTA) frente a un estimulo aversivo, y el tVTA envia proyecciones gabérgicas
inhibitorias al VTA (esta situacién confecciona la via de la aversion). Ademas, existen unas pocas proyec-
ciones de la Hb al VTA (modulacién de la actividad de la corteza prefrontal para impulsar la aversién). El
NI presenta proyecciones unidireccionales con la corteza prefrontal y el tVTA, y con la Hb presenta un pa-
trén reciproco de proyecciones hacia y desde la divisién medial de la Hb lateral.
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proyecciones del nicleo incertus
vias de amigdala y n. de la estria terminal
— eferencias de la habénula lateral

sefalizacion de corticoestercides
vias mesolimbicas y mesocorticales

el nucleo supraquiasmatico, el drea predptica late-
ral, el hipotalamo lateral y posterior, el nucleo ma-
milar lateral, el ndcleo supramamilar, el VTA, el
coliculo superior (o tectum), el nicleo interpedun-
cular, el nidcleo medial del rafe, el ntcleo tegmenta-
rio laterodorsal, las cdpsulas que rodean los nicleos
tegmentarios dorsal y ventral, el nticleo dorsal del
rafe, el nicleo prepdsito y el nicleo accesorio de la
oliva inferior [27,28].

La corteza prefrontal medial desempefia un pa-
pel principal en la modulacién de las funciones
cognitivas (sobre todo, la memoria de trabajo y la
flexibilidad cognitiva), mientras que la corteza cin-
gulada anterior es imprescindible en la modulacién
de la memoria del miedo (procesamiento del mie-
do, del dolor y de los estimulos de amenaza), y am-
bas estructuras son muy sensibles al estrés [38].
Ciertos estudios revelan que la estimulacién del NI
(tanto eléctrica como por infusién de CRF) dismi-
nuye la actividad de la corteza prefrontal medial, pe-
ro aumenta la de la corteza cingulada anterior [38].
Tanto la corteza prefrontal como la corteza cingu-
lada anterior forman parte del sistema de recom-
pensa cerebral.

Cabe destacar que muchas de las conexiones del
NI proyectan a través del haz medial prosencefalico

medial, como las conexiones entre el NI y la amig-
dala y el ntcleo supraquiasmatico [28].

Estudios experimentales sobre roedores han puesto
de manifiesto que la administracién aguda de psi-
coestimulantes, alcohol y opidceos provoca un in-
cremento en la actividad del sistema dopaminérgi-
co de la recompensa [39]. En este sentido, las sus-
tancias adictivas se comportan de manera similar a
las recompensas naturales (la bebida, el sexo o las
relaciones sociales); sin embargo, a diferencia de és-
tas, las sustancias adictivas inducen sensibilizacion
dopaminérgica, sobre todo cuando se consumen de
forma repetida e intermitente [40].

El consumo crénico de sustancias adictivas favo-
rece el desarrollo de cambios neuroadaptativos que
afectan a distintos niveles del sistema dopaminérgi-
co. La sensibilizacion inducida por el consumo cré-
nico de drogas, en especial por los psicoestimulan-
tes, regula al alza la expresion de los receptores D1
durante los primeros dias de abstinencia, e implica
tanto al nicleo accumbens como al estriado dorsal.
Se ha asociado también un aumento de la respuesta
de los receptores D1, que persiste durante un mes
después del inicio de la abstinencia [41]. Por otro
lado, se ha descrito una regulacién a la baja de los
receptores D2. Se ha relacionado un subtipo de re-
ceptores de la familia D2, los receptores D3, con la
sensibilizacién dopaminérgica asociada a la admi-
nistracién repetida de estimulantes [42].

La corteza prefrontal estd implicada en los as-
pectos motivacionales de la conducta dirigida a ob-
jetivos y su alteracion funcional puede explicar, en
parte, la conducta compulsiva de basqueda de dro-
ga que caracteriza la adiccion. El predominio de la
actividad D1 favorece un estado inhibitorio en el
que sélo los estimulos mds fuertes pueden provocar
activacion y motivar la conducta. En estas condi-
ciones, en pacientes adictos, sélo la droga y los esti-
mulos asociados a ella (y no los reforzantes natura-
les) son suficientemente fuertes como para provo-
car la liberacion de la dopamina necesaria para ac-
tivar la corteza prefrontal y sobrepasar la inhibicion
producida por el predominio de la activacién de los
receptores D1 [43]. La actividad de la corteza pre-
frontal estd modulada en gran medida por el NI. De
hecho, es posible provocar cambios de potenciacién
a largo plazo en la corteza prefrontal mediante esti-
mulos de alta frecuencia desde el hipocampo; asi, la
lesion del NI elimina esa capacidad de formar cam-
bios a largo plazo en la corteza prefrontal [44].
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Una estructura que esta recibiendo gran conside-
racion en conductas adictivas es la habénula (Fig. 1).
Esta estructura epitaldmica se ha relacionado con el
procesamiento de recompensas, asi como con la re-
gulacion del afecto y los comportamientos dirigidos
a metas [45]. Se ha demostrado que la divisién late-
ral de la habénula (HbL) estd involucrada en fun-
ciones como la recompensa, la aversion, la cogni-
cién, el comportamiento materno, el suefo y los rit-
mos circadianos, y su disfuncién se ha relacionado
con procesos patologicos como la adiccién, la de-
presion y la esquizofrenia [46].

Las neuronas de la HbL, que son principalmente
glutamatérgicas, se activan mediante sefales de aver-
sidn, una accién sin recompensa o un error de pre-
diccidén (es decir, una ausencia de recompensa es-
perada), y se inhiben por una recompensa esperada
o inesperada [47]. Curiosamente, las neuronas do-
paminérgicas del VTA se comportan al revés en
presencia de una recompensa o un estimulo aversi-
vo. Las proyecciones glutamatérgicas de la HbL ter-
minan sobre todo en la cola del VTA (tVTA, tam-
bién llamado nuicleo tegmentario rostromedial),
que es un nucleo gabérgico que inhibe el VTA. Por
lo tanto, el circuito HbL-tVTA-VTA predice resul-
tados tanto apetitivos como aversivos (Fig. 1). Los
animales con ablacién de la HbL no extinguen el
comportamiento de biisqueda de drogas; ademads,
la ingesta de cocaina no se ve afectada, lo que su-
giere que los animales no son capaces de disminuir
la bisqueda de drogas incluso si no hay efectos mas
gratificantes. Por otro lado, el consumo voluntario
de etanol es mayor en las ratas con lesiones de la
HbL que en los animales control simulados [48].
Esto demuestra el importante papel de la HbL en la
regulacién de los comportamientos dirigidos por
drogas y en la mediacién de los efectos de la ingesta
de drogas.

El circuito entre la HbL y el NI puede desempe-
far un papel central en la modulacién de la activi-
dad de la HbL relacionada con la ingesta de drogas.
Especificamente, la divisién medial de la HbL man-
tiene conexiones reciprocas con el NI. Dado que
el NI proyecta al tVTA, la accién de la HbL sobre el
tVTA podria ser directa y también indirecta a tra-
vés del NI (Fig. 1) [27].

Implicacion del nticleo incertus en los
procesos de arousal, ansiedad y estrés

Si bien hay una relacién entre los procesos de arou-

sal, ansiedad y estrés, existen matices diferenciales
y son soportados por sustratos anatémicos diferen-
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Figura 2. Interferencia del nucleo incertus (NI) sobre los sistemas de control de la ansiedad y el estrés. El
NI es sensible a los mecanismos de estrés mediados por el factor liberador de corticotropina (CRF). Desde
el NI se extienden las proyecciones sobre centros del prosencéfalo implicados en la conducta adictiva al
alcohol, como el nicleo de la estria terminal, o sobre centros de control del estado de ansiedad, como la
amigdala. La activacién de la respuesta de estrés a través del eje hipotalamo (CRF)-hipdfiso (hormona
adrenocorticotropa)-adrenal (corticoesteroides, COR) origina una serie de respuestas de movilizacion de
recursos en los érganos periféricos y un control negativo sobre los érganos del sistema nervioso central
responsables de la respuesta de estrés en el eje. La accion del NI puede modular la capacidad de respues-

ta en todos estos centros.

COR

Efectos
metabdlicos 'QHF
periféricos
de la respuesta ACTH
de estres: higado,
nfion, tejido graso..
/,\\ d__,

proyecciones del nicleo incertus

vias de amigdala y n. de la estria terminal
vias hipotalamicas y eje H-H-A
senalizacion de corlicoesteroidas

vias mesolimbicas y mesocorticales

tes, pero los tres estdn modulados en parte por el
NIy el sistema de senalizacion RLN3/RXFP3 [9].

El NI proyecta a muchas dreas cerebrales asocia-
das con el estado de alerta a los estimulos sensoria-
les, la actividad motora y la reactividad emocional
(arousal) [27,28]. Estudios recientes proporcionan
evidencia de que el NI puede modular los niveles de
consciencia [38]. Se ha observado en roedores noc-
turnos que la expresiéon de ARNm de RLN3 en el
NI varia durante el ciclo de 24 horas, con un pico a
las 20:00 horas (durante la fase oscura/activa) y una
disminucion a las 08:00 horas (durante la fase de
luz/inactiva) [49]. Estos datos son consistentes con
la idea de que las neuronas del NI y el RLN3 estan
mas activas durante la fase activa (o arousal) del ci-
clo luz/oscuridad.

Por otro lado, se considera estrés la manifesta-
cién fisioldgica asociada al sobreesfuerzo impuesto
al funcionamiento normal de un individuo y que
sobrepasa sus recursos [13]. La situacién de estrés
implica la activacion del eje hipotaldmico hipofisa-
rio mediado por CRF y hormona adrenocorticotro-
pa (Fig. 2). Adicionalmente, el CRF también es libe-
rado centralmente y, como consecuencia, se activan
una serie de vias centrales que hacen que la res-
puesta de estrés, ademds de hormonal, sea neural
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[50]. EI NI se ha propuesto como uno de los centros
neurales que, debido a la alta concentracién de re-
ceptores CRF-R1, podrian mediar en la respuesta
de estrés [9]. También se ha observado que diversas
formas de estrés, como la natacién forzada, son ca-
paces de activar especificamente el NI [30]. La adi-
cién de CRF a un cultivo ex vivo de secciones del NI
provoca un aumento del nivel de disparos, especifi-
camente en las neuronas RLN3 positivas del nicleo,
pero no en las RLN3 negativas [36]. La interaccién
entre el nivel de estrés, la conducta alimentaria y el
arousal viene determinada por el hecho de que es-
tas mismas neuronas responden a agonistas del neu-
ropéptido orexina [51].

La ansiedad implica una combinacién de emo-
ciones de afecto negativo y sintomas somaticos de
tensién en los que el sujeto anticipa un aconteci-
miento negativo o peligroso [13]. El sustrato anaté-
mico de la ansiedad es la amigdala, donde se ponen
en marcha sistemas de anticipacion a acontecimien-
tos de caracter negativo [52]. El papel del NI en los
procesos de ansiedad presenta un cierto aspecto
controvertido, mientras que ratones mutantes knock-
out para RLN3 estaban menos tiempo en los brazos
abiertos del laberinto en cruz elevado, lo que indi-
carfa un caracter ansiégeno a RLN3 [53]; la inyec-
cién intracerebroventricular del agonista de RLN3
también provoca un mayor tiempo en los brazos
abiertos, lo que indicaria un efecto ansiolitico [54].
Por otra parte, la buspirona es un ansiolitico que es
un agonista parcial del receptor 5-HT,, y un anta-
gonista de los receptores D2. Varios estudios precli-
nicos han informado de un efecto bifdsico de mo-
dulacién de la ansiedad de la buspirona. El efecto
ansiégeno se ha reproducido en un estudio median-
te la infusién directa de buspirona en el NI, pero se
abolié en las ratas con lesién de tipo NI-CRF-sapo-
rina, lo que indica que el NI estd presente en los cir-
cuitos neuronales que conducen el comportamien-
to ansiogeno [55]. Esto lleva a la conclusién de que
5-HT,, en el NI contribuye al efecto ansiégeno de
una dosis elevada aguda de buspirona en ratas y
puede ser funcionalmente relevante para la ansie-
dad fisiologica.

Existe un cierto consenso acerca de la intersec-
cién de los procesos de ansiedad, estrés y desregu-
lacién en los niveles de consciencia (arousal) con
diversas conductas adictivas al alcohol o a procesos
de desregulacién de la conducta alimentaria [56].
Uno de los efectos de la inyeccién intracerebroven-
tricular del antagonista de RXFP3 es la atenuacion
del efecto de la recaida inducida por el estrés tras
la extincién de la conducta adictiva al alcohol [7].
También se ha observado que el efecto de la ansie-

dad sobre el consumo de alcohol puede estar me-
diado por la sefializacién RLN3-RXFP3. En ratas en
las que la droga ansiégena yohimbina provocaba la
recaida en el consumo de alcohol, la inyeccién de
un antagonista de RLN3 en la amigdala central pro-
dujo una atenuacién de la recaida en el consumo de
alcohol inducido por la yohimbina [57]. Este efecto
conjunto también se ha observado en un modelo de
atracén inducido por estrés, donde los animales
eran separados en dos grupos: uno en el cual foot-
shocks de estrés impredecibles eran capaces de in-
ducir el atracén de azucar (binge prone), y otro en el
cual los footshocks eran incapaces de inducir el atra-
con (binge resistant). En este modelo, la inyeccién
intracerebroventricular de un antagonista de RLN3
bloqued el consumo de azlicar como respuesta a
shocks impredecibles en las ratas hembras binge
prone [14]. Estos datos indican que el sistema NI-
RLN3-RXFP3 podria ser uno de los elementos de
esa interseccidn, ya que ha quedado probada su par-
ticipacién conjunta en esos procesos.

La conducta alimentaria en realidad sigue un mo-
delo adictivo, en el cual la ausencia de metabolitos
circulantes resultado de la digestiéon ocasiona un
estado de btsqueda que induce a una nueva inges-
ta, a la cual seguird un estado de saciedad que con-
cluird cuando se produzca un nuevo estado de des-
abastecimiento. La desregulacién de este sistema
produce trastornos alimentarios que llevan a la obe-
sidad o a la anorexia [58].

La ingesta compulsiva se encuentra frecuente-
mente estimulada por el estrés [12]. El sistema
RLN3/RXFP3 estd implicado en respuestas neuro-
biolégicas al estrés, asi como a las conductas ali-
mentarias [59]. Los neuropéptidos CRF y RLN3 pro-
ducen efectos opuestos sobre la alimentacién (ano-
rexigeno y orexigeno, respectivamente). Asumien-
do que el sistema de recompensa natural forma
parte de la base conductual de la alimentacidn, se
puede sugerir la relacién del NI con las conductas
adictivas, que utilizan esta via de recompensa do-
paminérgica. Para ello, se puede tomar como mo-
delo de estudio la ingesta compulsiva, que afecta al
4,5% de la poblacion general y es un sintoma bdsico
en los trastornos por atracdn, la bulimia nerviosa y
el subtipo purga de la anorexia nerviosa [13]. La in-
gesta compulsiva se caracteriza por el consumo ex-
cesivo de alimentos en un breve periodo en el cual
uno no se siente hambriento. Se ha observado la im-
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plicacién del sistema NI/RLN3 en la ingesta com-
pulsiva mediada por el estrés [14].

Se han investigado los efectos especificos para
cada sexo en cuanto a situaciones de estrés repetido
y restriccion en la ingesta de alimentos, asi como el
peso corporal, los niveles plasmadticos de corticos-
terona y la expresion de CRF en el hipotdlamo y de
RLN3 en el NI [60]. El estrés crénico y la restriccién
alimentaria repetida aumentan la ganancia de peso
corporal en las ratas hembra, pero no en las ratas
macho. Las ratas hembra con restricciones crénicas
de alimento muestran una hiperproduccién de cor-
ticosterona plasmdtica y una hipoproduccién de
CREF en el nucleo paraventricular. Ademas, las ratas
hembra con una restriccién alimentaria crénica ex-
presan niveles mas altos de RLN3 en el NIy de CRF
en la regién medial del drea predptica del hipotala-
mo. El desequilibrio central en la menor produc-
cién del neuropéptido anorexigeno CRF en el na-
cleo paraventricular y una mayor produccién de
RLN3 orexigena en el NI pueden favorecer una in-
gesta excesiva y el aumento de peso corporal en las
ratas hembra con restricciones alimentarias créni-
camente estresadas. Por ello, RLN3 tiene un efecto
especifico para cada sexo en la ingesta de alimentos y
la regulacién del peso corporal. Mientras que RLN3
aumenta la ingesta de alimentos y el peso corporal
tanto en los machos como en las hembras, las ratas
hembras son mas sensibles a los efectos de RLN3 y
muestran una estimulaciéon mds fuerte de la ali-
mentacion y una mayor ganancia de peso corporal
en respuesta a la administracién de RLN3 [61]. El
acceso intermitente a alimentos sabrosos (que ac-
tuarfan como sustancia de recompensa) puede in-
ducir una ingesta compulsiva en roedores en condi-
ciones no estresantes. Se ha observado que la ali-
mentacién compulsiva inducida por el estrés puede
depender de los efectos sobre CRF-R1 y la senaliza-
cién de orexina [12].

También se ha estudiado la regulacién de RLN3
y RXFP3 en el cerebro de ratas de obesidad induci-
da por la dieta. Algunas ratas sometidas a dietas de
alto indice calérico desarrollan obesidad, mientras
que otras, a pesar de estar sometidas a la misma
dieta, no la desarrollan. En estos casos se observd
una expresion significativamente diferente del re-
ceptor en la amigdala y el hipotdlamo del receptor
RXFP3 en ratas con obesidad inducida por la dieta
y resistentes a la dieta [62]. Hay asociaciones im-
portantes entre la obesidad y ciertos trastornos
mentales (trastorno de atracones, trastornos depre-
sivo y bipolar, y esquizofrenia) [13]. Se ha visto que
la expresiéon de ARNm de RLN3 en el NI es mayor
en las ratas obesas inducidas por la dieta en compa-
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racion con las ratas de fenotipo resistente a la obe-
sidad. La expresién mds fuerte de RLN3 se acompa-
fla de una disminucién de la expresiéon de ARNm
de RXFP3 en las ratas obesidad inducida por la die-
ta. Por otro lado, la privacion de alimentos aumenta
los niveles de expresiéon de RLN3 en el NI en las ra-
tas con fenotipo resistente a la dieta, pero no afecta
a la expresién de RLN3 en las ratas con obesidad
inducida por la dieta. La reintroduccion de alimen-
to aumenta rdpidamente la expresion de RXFP3 en
las ratas obesas a los niveles observados en el feno-
tipo resistente. Estos resultados proporcionan evi-
dencia de que la realimentacién después de la pri-
vacion de alimento puede aumentar los efectos orexi-
genos de la RLN3 en ratas con obesidad inducida
por la dieta mediante la rdpida regulacién positiva
de la expresion del receptor RXFP3 de RLN3 en re-
giones especificas del cerebro implicadas en la re-
gulacién de la ingesta de alimentos. Un incremento
constitutivo de la expresién de RLN3 en el NI y un
aumento de la expresion de RXFP3 en regiones ce-
rebrales especificas pueden estar implicados en el
aumento de la ingesta de alimentos [62].

Del mismo modo que los sistemas CRF y RLN3 pa-
recen tener papeles complementarios en el com-
portamiento alimentario, tal complementariedad o
interrelacién podria producirse sobre los sistemas
afectados por la ingesta abusiva de alcohol (Tabla).
La exposicién crénica al alcohol y otras drogas evo-
ca muchos cambios neuroadaptivos en el cerebro.
Dichos cambios incluyen la regulacién positiva y
negativa de los neuropéptidos y sus receptores. En-
tre ellos se encuentran los cambios en la modula-
cion de las funciones relacionadas con el estrés, in-
cluyendo el CRE, las urocortinas (1-3) y sus recep-
tores afines (CRF, y CRF,) [63]. Se ha propuesto que
un reclutamiento de mecanismos de CRF/urocorti-
na (proteina anorexigena que pertenece a la familia
de los factores liberadores de corticotropina y que
se relaciona estructuralmente con el CRF) es maés
prominente en individuos con mayor sensibilidad o
vulnerabilidad para los efectos inducidos por el al-
cohol [64]. Tras una exposicidn crénica al alcohol,
las ratas presentan actividad hiperactiva extrahipo-
taldmica de CRF. Consistentemente, el aumento de
la bisqueda de alcohol y la ingesta pueden atenuar-
se tras la administracién de antagonistas de CRF,,
particularmente en animales con antecedentes de
alcohol [65]. Los hallazgos actuales confirman estu-
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Tabla. Resumen de los modelos experimentales que relacionan la actividad del sistema NI-RLN3-RXFP3
con la ingesta de alcohol, la adiccién, la ansiedad y el estrés.

Kastman
etal[76]

Walker
etal [80]

Ryan
etal [54]

Ganella
etal [59]

Ryan
etal [63]

Shirahase
etal [68]

Haidar
etal [70]

Walker
etal [57]

Modelo experimental

Inyeccion bilateral en el NI de un

antagonista de los receptores OX, y OX,
para evaluar el restablecimiento de la
busqueda de alcohol bajo estrés en ratas

Inyecciones bilaterales en el NI de un

agonista del receptor CRF1 0 un antagonista
del receptor CRF2 en ratas para inducir el
restablecimiento de la blsqueda de alcohol

Modelo de consumo'y
busqueda de alcohol en ratas

Inyecciones intrahipotaldmicas
durante el consumo diario de
comida en ratas macho adultas

Consumo voluntario de
alcohol en ratas macho

Modelo de consumo de alcohol en
ratones knockout y administracion
de un antagonista para el RXFP3

Modelo de consumo escalado
de metanfetamina en ratones
knockout para RLN3 y el receptor

Modelo de consumo de alcohol
como respuesta a la ansiedad
inducida mediante yohimbina

Efecto de RLN3

El input excitatorio de las neuronas

orexinérgicas a las del NI contribuye
al restablecimiento de la busqueda

de alcohol

Las neuronas del NI contribuyen al
restablecimiento de la busqueda de
alcohol a través de la sefializacion de CRF1

La administracién central del antagonista
reduce la autoadministracién del alcohol
junto con su restablecimiento debido al estrés

La activacion crénica de RXFP3 incrementa
laingesta y la ganancia de peso

Elevada expresién endégena de RLN3 asociada
con el consumo de sustancias reforzadoras

El sistema neural de RLN3 afecta al
consumo y a la preferencia por el alcohol

La deficiente sefializacién endégena de
RLN3 y su receptor no altera la sensibilidad
tras un consumo crénico de metanfetamina

Disminucion del restablecimiento

de la busqueda de alcohol tras inyectar
bilateralmente en el nticleo central de la
amigdala un antagonista selectivo para RXFP3

CRF: factor liberador de corticotropina; NI: ndicleo incertus; OX: receptor de orexina; RLN3: neuropéptido relaxi-
na-3; RXFP3: receptor de RLN3.
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dios previos de que el bloqueo de CRF, reduce efi-
cazmente el consumo aumentado de alcohol, al tiem-
po que sugieren que los efectos del acceso intermi-
tente al consumo de alcohol pueden requerir la in-
teraccion CRF con dopamina en el VTA [66].

La desregulacion del sistema CRF y sus recepto-
res podria afectar o estar afectada por la desregula-
cién del sistema RLN3/RXFP3. Hay evidencia de
que el antagonismo farmacoldgico de RXFP3 dis-
minuye la autoadministraciéon de alcohol y atenta
la recaida inducida por estrés [7]. Este hecho indica
un papel de RLN3 en el procesamiento de las re-
compensas, lo que demuestra un grado de especifi-
cidad entre el alcohol y las recompensas naturales.
A suvez, se ha identificado una correlacién positiva
entre el nivel de ARNm de RLN3 detectado en el NI
y la ingesta diaria de alcohol [63]. Esto apoya la hi-

potesis de que los niveles de RLN3 en el NI pueden
regular la ingesta voluntaria de sustancias gratifi-
cantes. Los niveles de ARNm de RLN3 no fueron
notablemente elevados o disminuidos por el consu-
mo crénico de alcohol, sino mds bien predispuestos
en las ratas a consumir alcohol.

Las sustancias de abuso tienden a ejercer sus prin-
cipales efectos directamente sobre las vias de re-
compensa del cerebro, mientras que los alimentos
apetecibles tienden a afectar a multiples vias perifé-
ricas y centrales, transmitiendo informacién a las
vias de recompensa del cerebro tanto directa como
indirectamente. En el ndcleo supradptico hipotaléd-
mico y el nucleo paraventricular se produce una
marcada disminucién del nimero de neuronas acti-
vas tras una ingesta crénica de alcohol (que se atri-
buye a la muerte celular), pero las neuronas que so-
breviven sufren un proceso de hipertrofia y aumen-
tan su volumen (se ha visto que el tamano total de
nucleo paraventricular, pero no del nicleo supradp-
tico, se correlaciona con la ingesta de alcohol) [67].

El nucleo de la estria terminal es de particular
interés ya que se ha identificado como un locus ana-
témico donde la senalizacién de RXFP3 modula la
basqueda de alcohol inducida por el estrés [7], aun-
que datos actuales sugieren que la ingesta crénica
de alcohol no parece regular marcadamente la ex-
presién de RXFP3 [63]. Consistente con esta obser-
vacion, ratones knockout para el gen de RLN3 aumen-
tan el consumo de alcohol frente al tipo salvaje [68].

El alcohol tiene efectos ansioliticos bien estable-
cidos en humanos y roedores, lo que proporciona
apoyo para una hipétesis de ‘reducciéon del estrés’
con el consumo de alcohol en ciertas circunstan-
cias. Se ha estudiado la exposicién repetida al estrés
del test de inmovilizacién seguido por dos sesiones
de estrés con el test de la natacion forzada [69]. La
exposicién aguda y subcrénica al estrés durante
la adiccién al alcohol potencia el consumo y la recai-
da de alcohol en los roedores. La preferencia por el
alcohol se reduce significativamente en los ratones
knockout para RXFP3 hacia el final del periodo de
exposicion al estrés, por lo que este efecto podria
deberse a una interaccién especifica de la sefaliza-
ciéon de RLN3/RXFP3 con el estrés. De esta forma,
en los ratones, la sefializacién de RLN3/RXFP3 estd
implicada en el mantenimiento de una alta prefe-
rencia por el alcohol durante y después de las situa-
ciones estresantes, pero no parece regular fuerte-
mente el refuerzo primario del alcohol.

El efecto del sistema sobre la adiccion es especi-
fico del alcohol. Los mutantes knockout para rxfp3
no estan afectados en la adiccién a las metanfeta-
minas, y otros tipos de adiccién, como a los opié-
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ceos, no se han explorado [70]. Por otra parte, el sis-
tema NI-RLN3-RXFP3 podria afectar a un meca-
nismo comun a varios tipos de adiccién, como la
preferencia de lugar condicionada. Este elemento
es comun a la mayor parte de drogodependencias y
consiste en la preferencia de un animal por situarse
en el mismo lugar donde recibe las recompensas. El
NI, a través de sus conexiones con el hipocampo y
el septo [28,71,72], es capaz de modular el ritmo
theta hipocdmpico [73,74]. El ritmo theta es uno de
los elementos electrofisiolégicos que concurren en
la formacién de los mapas espaciales [75]. Por lo tan-
to, el sistema podria constituir un elemento de con-
figuracién del mapa espacial que subyace a la prefe-
rencia de lugar condicionada.

La senalizacion del sistema RLN3/RXFP3 es ca-
paz de influir en la recaida en la ingesta de alcohol
en estados de ansiedad. En efecto, la inyeccién de yo-
himbina induce el aumento de la expresién de c-Fos
en la amigdala central. La inyeccién ahi de un anta-
gonista de RXFP3 atenua tal recaida [57]. Del mis-
mo modo, la inyeccion de un antagonista del recep-
tor de orexina OX, atenud la recaida en el consumo
de alcohol inducida por yohimbina [76].

El proceso de formacién de hébitos de conducta,
con la puesta en marcha de los mecanismos que
constituyen el sustrato neurobiolégico del aprendi-
zaje, es fundamental en todos los tipos de adiccién.
En las adicciones no quimicas, como el juego pato-
légico o las compras compulsivas, en las cuales no
existen los efectos dopaminérgicos adicionales que
la sustancia genera, la activaciéon de los mecanis-
mos neurobioldgicos propios del aprendizaje moti-
vacional y del aprendizaje de habitos debe desem-
penar un papel fundamental en el control de la con-
ducta del adicto. Ademads, los efectos profundos de
este tipo de aprendizajes, que forman parte de los
mecanismos de memoria procedimental, pueden
contribuir a explicar la resistencia a la extincion de
las conductas adictivas. Extensas regiones cerebra-
les, entre las que destacan el VTA, la amigdala, el
estriado ventral y dorsal, y la corteza prefrontal, se
han implicado en la recaida crénica en el consumo
y son el blanco del desarrollo de tratamientos efica-
ces para el trastorno adictivo. A esta red de centros
hay que anadir el NI y su sistema de sefalizacion a
través del neuropéptido RLN3, junto con su recep-
tor RXFP3. En todos estos centros se desarrollan cam-
bios neuroadaptativos que incluyen procesos neu-
robiolégicos de aprendizaje y memoria [39].
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Existen importantes similitudes entre la bulimia
nerviosa y la enfermedad adictiva. Tal paralelismo
se hace evidente cuando se comparan los efectos
motivacionales de los alimentos sabrosos y las sus-
tancias psicoactivas [77]. En general, las sustancias
adictivas tienen efectos mds potentes que los ali-
mentos; sin embargo, las neuroadaptaciones pro-
pias de la adiccién en el sistema de recompensa
contribuyen a la hiperfagia hedénica, lo que proba-
blemente conduzca a la obesidad y otros trastornos
crénicos [78].

Los eventos estresantes estdn causalmente vin-
culados con los trastornos de consumo de alcohol,
proporcionando apoyo a la hipétesis de que el con-
sumo de alcohol estd dirigido a la reduccidn del es-
trés. La demostracion de que la expresién del ARNm
de RLNS3 en el NI del cerebro de rata se correlacio-
na con la ingesta de alcohol y que el antagonismo
central de RXFP3 previene la reincidencia inducida
por el estrés de la busqueda de alcohol implica el
papel modulador del estrés del NI en el consumo de
sustancias psicoactivas.

Conociendo que el bloqueo de CRF, atenta el
consumo de alcohol, los estudios farmacoldgicos co-
mienzan a desvelar un papel para los receptores de
CREF dentro de las vias de recompensa del cerebro.
Ademas, los diferentes mecanismos de CRF vy las
vias pueden reclutarse durante el aumento de la in-
gesta alcohélica o la ansiedad relacionada con la
abstinencia de alcohol [79], lo que da lugar a un ca-
mino interesante para la investigacion sobre adic-
cion. Mientras que los efectos del alcohol sobre el
eje hipotdlamo-hipoéfiso-adrenal, la amigdala y otras
estructuras relacionadas con el estrés se han carac-
terizado mas ampliamente, comienzan a surgir con-
tribuciones prometedoras de la senalizacién de CRF
en las vias de recompensa del cerebro. El hecho de
la respuesta de las neuronas del NI a la activaciéon
de los receptores CRF, y de las proyecciones del NI
a zonas que producen y liberan CRF apuntala la vi-
sién de una importante interrelacién entre ambos
sistemas, que en el caso de la ingesta es de tipo an-
tagdnico. Otras patologias psiquidtricas, como los
trastornos de la alimentacidn, presentan puntos en
comun con la adiccién y son un buen modelo de es-
tudio comparativo (Fig. 2).

Por lo tanto, el sistema RLN3/RXFP3 actuaria
modulando las conductas adictivas a través de los
mecanismos de estrés, reduciendo el arousal y dis-
minuyendo la bisqueda de la sustancia psicoactiva.
Se necesitan nuevos estudios para comprender c4-
mo los procesos de recompensa estan afectados por
el sistema CRF/RLN3 y cémo la actuacién sobre esos
sistemas puede constituir una nueva herramienta te-
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A new agent in the mechanisms underlying addiction and ingestion of alcohol: the nucleus incertus
and the neuropeptide relaxin-3

Summary. Alcohol intake is facilitated by its relationship with eating behavior and both processes are highly influenced by
situations of stress and anxiety. The dysregulation of these processes can reach pathological situations such as anorexia,
bulimia or obesity. The neurobiological elements which underlie this control are not completely clarified. The nucleus
incertus (NI) in the pontine tegmentum is a common element in the food intake and alcoholism. NI is characterized by
using the neuropeptide relaxin-3 (RLN3) as transmitter and its receptor RXFP3. In the present review, we will analyze the
participation of the NI-RLN3-RXFP3 system in these behaviors under conditions of anxiety or stress in animal models. The
activation of NI has a positive effect on intake (orexigenic) and generates a wide response in the amygdala modulating
anxiety states. The activity of RLN3-RXFP3 in the amygdala could affect alcohol addiction since the application of the
RXFP3 antagonist in extended amygdala attenuates the relapse to alcohol induced by stress. The neuroanatomical data
indicate that the NI-RLN3-RXFP3 system acts on the feeding behavior and alcohol intake by means of projections parallel
to the canonical mesolimbic pathways. Thus, data in animal models indicate that the NI-RLN3-RXFP3 system should be
taken into account as a target in the future treatment of disorders of eating and alcohol addictive behaviors.

Key words. Alcoholism. Anorexia. Anxiety. Arousal. Bulimia. Stress.
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