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Resumen

Evidencias bioquimicas y farmacoldgicas apoyan la hipotesis de que el sistema dopaminérgico
mesolimbico participa de manera importante en los mecanismos de reforzamiento y recompensa
del alcohol y de otras drogas de abuso. Se ha postulado que el alto consumo de etanol y sus
propiedades reforzadoras podrian estar mediadas. al menos parcialmente. por un mecanismo
neurobioldgico que implica la activacion del sistema opioide endégeno por ¢l propio alcohol, lo
cual podria aumentar el valor hedonico y las propiedades reforzadoras de la substancia. La
hipdtesis de que el sistema opioide endogeno podria ser mediador de los ctectos reforzadores
del alcohol se apoya en numerosas evidencias obtenidas a partir de diterentes lineas de
investigacion. Los antagonistas selectivos y no selectivos de los receptores opioides disminuyen
el consumo de alcoho!l en roedores. monos v humanos. Los estudios realizados en roedores »
humanos sugieren que existe una predisposicion genética para el desarrollo del alcoholismo. la
cual podria estar asociada con una respuesta aumentada del sistema opioide al alcohol. Se ha
sugerido que el alcohol podria modificar fa neurotransmiciéon opioidérgica a través de
alteraciones en la biosintesis. el procesamiento v la liberacidon de los péptidos opioides. asi
como la union de éstos a sus receptores. Por lo tanto, ¢l objetivo de este trabajo fue el de
investigar los efectos de una dosis aguda de etanol sobre los niveles del receptor opioide jten
las vias meso-accumbens y mesocortical del cerebro de la rata. Ratas Wistar macho adultas
recibieron una dosis aguda de etanol (2.5g/kg) por via intragastrica » tueron sacriticadas 0.5, 1,
2. v 4 horas después de la administracion. La distribucion del receptor p se estudio por
autoradiografia cuantitativa de receptores usando 8 nM de [3H|-[D-Ala2. MePhet Gly-ol3]-
encefalina ([3H]- DAMGO) en cortes seriados de tejido cerebral fresco. La union de [3H)-
DAMGO disiminuyd (39.7%) significativamente en el drea tegmental ventral (ATV) 30 minutos
después de la administracion de etanol. También se observé un decremento significativo en la

union del ligando al receptor {1 en la cubierta del nucleo accumbens (19.3%0) 1 h después de la

administracion de la substancia. Dos horas después de la exposicion a ctanol, 1a union de [3H]-
DAMGO aumend significativamente en la corteza frontal (32.3%6) v prefrontal (38.1%6). Los
cambios observados correlacionan con altos niveles de etanol en sangre. Nuestros resultados
sugieren que los efectos reforzadores del alcohol podrian ser mediados. al menos parcialmente,
por mecanismos de regulacidn positiva y negativa del receptor p en el sistema dopaminérgico

mesocorticolimbico.




Lista de abreviaturas

[’H}- DAMGO: [*H]-[D-Ala2, MePhe*,Gly-ol*]-encefalina
aa: aminoacido

ATYV: Area Tegmental Ventral

Ci: Curies

DA: Dopamina

ECR: Estimulacién Cerebral de Recompensa

GABA: Acido y-aminobutirico

POMC: Pro-opiomelanocortina

Ratas AA: Ratas que prefieren tomar alcohol

Ratas ANA: Ratas que no prefieren el alcohol

Ratas NP: Ratas que no prefieren el alcohol

Ratas P: Ratas que prefieren tomar alcohol

Ratones C57BL/6: ratones que prefieren tomar alcohol
Ratones DBA/2: ratones que evitan tomar alcohol

SN: Substancia nigra

SNC: Sistema Nervioso Central

SNP: Sistema Nervioso Periférico



Introduccion

Generalidades

El alcohol es una droga de uso legal ampliamente utilizada que, dependiendo de la
dosis. puede producir euforia. desinhibicion. reduccion de la ansiedad e hipnosis. El
consumo inicial de dosis bajas de alcohol puede llevar a la ingesta progresiva de dosis
cada vez mziyores. a su uso continuo. al abuso y, eventualmente, a la dependencia de la
substancia, estableciéndose asi la adiccion a la droga. Durante el desarrollo del proceso
de adiccidn el individuo requiere de dosis cada vez mayores para obtener ¢l mismo
efecto, fendmeno conocido como tolerancia. Una vez que el individuo se hace
dependiente a la droga y deja de utilizarla presenta el sindrome de abstinencia. que
dependiendo de la gravedad del caso puede incluir sintomas tales como: hiperactividad
autdnoma, manos temblorosas, insomnio, nauscas o vomito. alucinaciones, agitacién

psicomotora. ansicdad. convulsiones. etc. (Zigmond. et al. 1999).

El alcohol, al igual que otras drogas de abuso, actiia a través de mecanismos de
reforzamiento tanto positivo como negativo. El término reforzamiento describe el
proceso a través del cual la probabilidad de que se genere una conducta aumenta si ésta
produce un efecto particular (Skinner. 1953). El retorzamiento positivo se refiere a la
obtencioén de una sensacién placentera como resuitado de una conducta especifica. Por
ejelijplo. un individuo que consume una droga. la cual le produce una sensacion
placentera, querra repetir esa experiencia. El reforzamiento positivo se demuestra en un
animal o en el hombre por el hecho de que realizan una tarea determinada con la
finalidad de obtener una respuesta particular (i.c.. la eutoria que produce el alcohol).
Los efectos reforzadores positivos del alcohol inducen un amplio espectro de estados
subjetivos que van desde sensaciones placenteras hasta la euforia. El reforzamiento
negativo involucra la reduccién de una sensacidn no placentera o desagradable y se
caracteriza por el hecho de realizar una tarea para eliminar un efecto aversivo, como la

ansiedad o el dolor. Los efectos ansioliticos del alcohol se consideran como



reforzamiento negativo (i.e. si un individuo siente ansiedad podria tomar alcohol con el
propésito de eliminar esa sensacidn desagradable). Por lo tanto, la experiencia
“agradable” de beber podria derivar de la euforia inducida por el alcohol, o bien, del
alivio de una ansiedad subyacente (Pihl y Peterson, 1992). De esta manera, las
propiedades reforzadoras del alcohol podrian contribuir a la ingesta inicial, al consumo
continuo. al abuso y eventualmente, al desarrollo de la dependencia de la substancia. Se
ha sugerido que ésto ocurre a través de la activacion de circuitos neuronales especificos;
tales procesos se conocen como mecanismos cerebrales de reforzamiento positivo y
recompensa de drogas de abuso (Pihl y Peterson, 1992).

El sistema dopaminérgico mesolimbico es fundamental en los mecanismos de
reforzamiento del alcohol, lo cual ha sido estudiado en animales mediante un
procedimiento experimental conocido como estimulacion cerebral de recompensa
(ECR) o auto-estimulacion intracraneal (Olds y Milner. 1954). En este modelo los
animales tienen implantado un electrodo en dreas especificas del cerebro (i.e. el drea
tegmental ventral) y aprenden a aplicarse pequefas descargas eléctricas para producirse
estimulacién de recompensa. En este modelo se ha demostrado que el alcohol aumenta
la frecuencia de auto-estimulacion (Bain y Kornetski, 1989) y disminuye el umbral de la
ECR, de manera que se requiere de una menor corriente eléctrica para obtener el mismo
comportamiento de auto-estimulacién (Moolten y Kornetski, 1990). La reduccién del
umbral de la ECR se presenta poco después de la administracidn de alcohol y coincide
con el momento en el cual la concentracidon de etanol en sangre estia aumentando.
Durante la fase de disminucién de la concentracion de etanol en sangre, no se observa el
aumento en ECR (Lewis y June, 1990). Estos estudios demuestran que el alcohol. como
otras drogas de abuso facilita la ECR y tiene efectos reforzadores. Se ha sugerido que
estos procesos estdn relacionados con unpa actividad aumentada del sistema

dopaminérgico mesolimbico.

Los mecanismos de reforzamiento positivo del alcohol se estudiaron en varios modelos
experimentales. El desarrollo de lineas de roedores seleccionadas genéticamente para
manifestar diferentes preferencias por la substancia, ha sido de particular utilidad para
identificar algunos de los sustratos neurales y de los sistemas de neurotransmisores

implicados. Algunos estudios demuestran que las ratas que prefieren alcohol (P) se



auto-administran la substancia en regiones especificas del cerebro como el ATV, lo cual
sugiere que el consumo de alcohol se debe a su efecto farmacoldgico en el cerebro
(Gatto et al., 1990: Mc Bride et al.. 1991).

Las evidencias conductuales comentadas anteriormente, asi como estudios
farmacologicos sugieren que el sistema dopaminérgico mesolimbico (Figura 1) juega un
papel fundamental en los mecanismos de reforzamiento del alcohol. Diversos estudios
bioquimicos han mostrado que el alcohol. tanto in vivo como in vitro. afecta de manera
importante eventos de la transmisién dopaminérgica de esta via. Por ejemplo. el alcohol
aumenta la sintesis, la liberacion (Di Chiara ¢ Imperato. 1985; Imperato y Di Chiara
1986) y el recambio de dopamina en el nicleo accumbens, asi como la frecuencia de
disparo de los somas dopaminérgicos localizados en el ATV (Gessa et al., 1985).
También se observd que la administracion de algunos agonistas dopaminérgicos reduce
la ingesta de alcohol, mientras que la de antagonistas la aumenta. Algunos trabajos
sugieren que los receptores D, estan implicados en estas respuestas (Mc Bride et al.,
1990).

Corteza cerebral

Nucleo
accumbans

Figura 1. Circuitos cerebrales activados por las drogas de abuso. Representacion esquemdtica del sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico. cuyos somas se cncuentran en ¢l ATV y proyectan sus axones hacia

el nicleo accumbens y la corteza pretrontal. Moditicado de Siegel et al. (1999).




Gracias a los estudios que se han hecho sobre los mecanismos de accion de drogas que,
como el alcohol. son fuertemente reforzadoras y adictivas, ahora se sabe que esta
substancia afecta varios circuitos de neurotransmisores y/0o neuromoduladores, tales
como el de la serotonina. el dcido y-aminobutirico (GABA), el glutamato y el sistema
opioide endégeno. Los péptidos opioides juegan un papel importante en las conductas
de un consumo alto de alcohol (Gianoulakis, 1993; Hunt, 1993: Ulm et al.. 19935) y.
como se verda mas adelante, el sistema opioide endégeno podria actuar como mediador

de las acciones reforzadoras del alcohol.

Sistema dopaminérgico mesolimbico

Los efectos de reforzamiento positivo de las drogas de abuso son mediados por
miultiples sistemas que convergen en blancos comunes en el cerebro. El sistema
dopaminérgico mesolimbico es uno de los principales sustratos de las drogas de abuso.
Los principales componentes anatomicos del sistema dopaminérgico mesolimbico son:
el drea tegmental ventral (ATV) y el cerebro anterior basal (nucleo accumbens,

tubérculo olfatorio. corteza frontal y amigdala) (Zigmond et al., 1999) (Figuras | y 2).

El sistema dopaminérgico mesolimbico esta organizado topogrificamente de manera
precisa (Figura 2 y Tabla 1). Los grupos celulares dopaminérgicos han sido clasificados
en dos grupos principales con base en sus proyecciones eferentes:

" ‘1)Los sistemas mesolimbico y mesocortical, cuyos somas estan localizados en el ATV v

proyectan sus axones hacia dreas limbicas y corticales (Kandel et al., 1991).

2)EI sistema nigroestriatal, cuyos somas estan localizados en la substancia nigra (SN) y

proyectan sus axones hacia diversas dreas del estriado (Kandel et al.. 1991).
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. Figura 2. Sistema dopaminérgico mesolimbico. Los cuerpos celulares de las vias dopaminérgicas meso-
accumbens y mesocortical se localizan en el drea A10 (drea tegmental ventral), mientras que los de la via
nigroestriatal se encuentran en A9 (sustancia nigra) (Modificado de Kandel 1991).

Tabla 1. Organizacion de los grupos celulares dopaminérgicos.

Sistema Células de origen Provecciones
Mesolimbicoy ATV Areas limbicas y corticales: Nuacleo accumbens,
mesocortical. 4¢3 A10) tubérculo  olfatorio, cortezas cingulada,

(y algunas de A9) prefrontal, piriforme y entorrinal, habénula,

septum, amigdala, locus coeruleus.

Nigroesoestriat Substancia nigra Areas estriatales incluyendo el caudado putamen,
al (drea A9) el globo pdlido, los nucleos subtaldmicos y la
neocorteza

(Modificado de Kandel et al., 1991.)



Sistema opioide endogeno

Familias de péptidos opioides

Existen principalmente tres familias de péptidos opioides: las endorfinas, las encefalinas
v las dinorfinas. las cuales provienen de tres genes distintos. A principios de la década
de los 60°s Kosterlitz propuso la existencia de substancias enddgenas con propiedades
similares a las de la morfina. En 1974, Huges logro purificar, a partir de homogenados
de cerebro de cerdo, una substancia con propiedades parecidas a las de la morfina,
cuyos efectos eran revertidos por naloxona y naltrexona (Huges, 19735). Al siguiente
afo, Huges y Kosterlitz reportaron la secuencia de dos pentapéptidos aislados de tejido
cerebral que llamaron encefalinas (Huges et al.. 1975a). Ese mismo afio se reporté un
compuesto aislado de la hipéfisis de ganado bovino v porcino que se comportaba como
la morfina (Huges et al., 1975b). A este compuesto de 31 residuos de aminodcidos (aa)
se le llamé B-endorfina (Li y Chung, 1976). La dinorfina. que es considerada el agonista
enddgeno del receptor opioide k fue aislada a partir de la pituitaria de cerdo (Goldstein

et al. 1981). La secuencia de estos péptidos se muestra en la tabla 2.



Tabla 2. Estructura de los péptidos opioides, sus precursores y su selectividad por los

receptores opioides.

Precursor Péptido opioide Estructura Selectividad
(receptores)
Pro- B-Endorfina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser- u >8&>>«
opiomelanocortin GIn-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu
a . Phe-Lys-Asn-Ala-lle-1le-Lys-
. (POMC) Asn-Ala-Tyr-Lys-Gly-Glu
o Pfoeﬁcéfalina A [Leus]Encefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu S>u >> x
SR {Mets]Encefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met
[Mets]Encefalina-Args- Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Phe pn=8>>x
Phe? "

Prodinorfina Dinorfina A (1-17) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg- x> pu> 8
(Proencefalina Ile-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-
B) Dinorfina A (1-13) Aso-Asn-Gly

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-

Dinorfina A (1-8) lle-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-
lle

Los primeros 4 aminodcidos de todos estos péptidos son iguales.
>> = Afinidad considerablemente mayor que
- Tomado de Borsodi y Thoth (1995)

Los :trés ktipos de péptidos opioides mencionados provienen de precursores diferentes
"(Fig"‘u:"a 3). A partir de la Proopiomelanocortina (POMC) se origina la B-lipotropina, la
,cuél sirve como prohormona para generar las o-, B- y y- endorfinas. La Leu- y Met-
éncefalinas son pentapéptidos que se derivan de la Proencefalina y difieren entre si
,ﬂniéamente en el ultimo aminoacido (aa) del 1ado carboxilo terminal. Las dinorfinas son
péptidos opioides derivados de un precursor diferente, la Prodinorfina. En la tabla 2 se
mu!estran los precursores de los péptidos opioides con su estructura y su selectividad por

los receptores opioides (Strand et al.1999).
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Figura 3. Familias de péptidos opioides. Cada una de las moléculas precursoras produce miltiples fragmentos peptidicos
biologicamente activos. En esta figura se muestran alrededor de la mitad de éstos. La Proopiomelanocortina (POMC)
(A) da origen a la B-endorfina (B-endo). la hormona estimulante de melanocitos (MSH), la hormona adenocorticotrépica
(ACTH)y al péptido parecido a la corticotropina (CLIP). La Proencefalina (B) da origena miltiples copias de Met -
encefalina (ME), una de Leu-encefalina (LE) y varios péptidos extendidos en ¢l lado carboxilo terminal, tales como:
Met’-encefalina-Arg®-Gly’-Leu® (ME-RGL)y los péptidos E, F y B. La Prodinorfina (C) da origen a la dinorfina (1-17,
I-13 y 1-8) y a la neoendorfina (a-neo-endo). Las dinorfinas contienen la secuencia de la LE en su extremo amino

terminal. Tomado de Fields, 1987. (ver anexo ).



Funciones generales

Los péptidos opioides estan amplia y diferencialmente distribuidos en el cerebro y la
médula espinal. asi como en el tracto gastrointestinal. Actian como neuromoduladores
ejerciendo una profunda influencia sobre diversos estados fisioldgicos y patolégicos.
incluyendo funciones cardiovasculares y gastrointestinales. Los opioides deprimen al
sistema respiratorio y pueden causar hiperglicemia y akinesia; también interactiian con
el sistema neuroendodcrino y el sistema inmune, cuyos linfocitos tienen receptores para
opioides (Strand. 1999).

 ‘;’1 _Los opioides producen una inhibicion de la frecuencia de disparo de neuronas
“involucradas en la recepcién de informacién nociceptiva. como la percepcion del dolor.
Los opioides provocan una Eiperpolarizacic’m de la membrana y reducen la amplitud de
los potenciales sinapticos. Esta accion inhibitoria puede llevarse a cabo en diversas
areas cerebrales (Strand, 1999). La B-endortina v la dinorfina inhiben la frecuencia de
disparo de la mayoria de las neuronas del hipotilamo y esta inhibicion se bloquea por
sus antagonistas (Lin y Pan, 1994). Asi, los péptidos opioides inhiben la liberacion de
neurotransmisores. y neuromoduladores. principalmente epinefrina. dopamina,
: . acetilcolina y sustancia P (Strand, 1999).

El sistema opioide interactia con diversos sistemas de neurotransmisores y hormonas y
se altera por varios tipos de estresores. Los opioides estan involucrados en la regulacion
del dolor y es bien conocido su efecto analgésico. También participan en los procesos
de aprendizaje, memoria y conducta sexual (Strand, 1999).

Los opioides también ejercen marcados efectos en el estado de animo y la motivacion.
En el humano, la administracion de opidceos produce euforia y a largo plazo. tolerancia
y dependencia fisica a la droga. Los opidceos activan las vias cerebrales de recompensa.,
un proceso que consecuentemente lleva a la adiccion (Strand. 1999). Se ha sugerido que
el sistema opioide endogeno regula la actividad del sistema dopaminérgico mesolimbico
mediante la activacidn de los receptores opioides en esta via. lo cual podria contribuir a
sus efectos reforzadores.
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Biosintesis, procesamiento y liberacion

LLos péptidos opioides se sintetizan a partir de grandes moléculas precursoras (de entre
10 y 35 KD), las cuales se procesan post-traduccionalmente de manera especifica

dependiendo de las enzimas que se encuentran en cada tejido.

La POMC da origen a varios neuropéptidos con actividad biologica. Estos péptidos
estan distribuidos diferencialmente en diversas areas del cerebro. En el 16bulo anterior
de la hipofisis, la POMC produce principalmente la hormona adenocorticotropica
(ACTH), B-lipotropina y PB-endorfina. Por otra parte, en ¢l Iébulo intermedio de la
hipéfisis, la POMC es procesada a péptidos mas pequeiios tales como: la a-hormona
melanocito estimulante («-MSH), la y-lipotropina, la B-endorfina y el péptido parecido
a la corticotropina (CLIP), entre otros (Figura 3). También se pueden llevar a cabo
modificaciones postraduccionales. Por cjemplo. la B-endortina, que se encuentra en su
forma activa en el 16bulo anterior, es acetilada en el I6bulo intermedio. perdiendo asi su
actividad biolégica. El ARNm de la POMC se encuentra en niveles altos en la amigdala
y en el hipotdlamo. mientras que el nucleo accumbens y la substantia nigra contienen
densidades bajas de ARNm (Tabla 5).

La Proencefalina es una molécula precursora que contiene una copia de Leu-encefalina,
cuatro copias de Met-encefalina y una copia de varios péptidos como la Met-encefalina
extendida en el lado carboxilo terminal (Met-encefalina-Arg-Gly-Leu, ME-RGL)
(Figura 3). El ARNm de la Proencefalina se encuentra en todo el cerebro y esta
densamente distribuido en practicamente todos los nucleos del tilamo y la amigdala.
Por el contrario. la densidad de este precursor en la substancia nigra y el ATV es baja
(Tabla 5).




‘La Prodinorfina es una molécula precursora que se procesa para producir varios
péptidos relacionados estructuralmente con la Leu-encefalina. La Prodinorfina da origen
a las dinorfinas 1-17. 1-13 y 1-8. y a la a-neo-endorfina, entre otros péptidos
biolégicamente activos (Figura 3). Los productos de la prodinorfina también pueden
variar dependiendo del tejido donde son procesados. produciendo primero los péptidos
que tienen alta afinidad por un determinado tipo de receptor (la dinorfinas 1 a 17 y la «-
neo-endorfina, que se unen al receptor k) y posteriormente produciendo Leu-encefalina,
la cual tiene alta afinidad por el receptor 8. El ARNm de la Prodinorfina esta
ampliamente distribuido en el cerebro. encontrindose en densidades altas en algunos
nucleos del hipotdlamo y en la substantia nigra; en contraste, se encuentran bajos

niveles de este precursor en la corteza y la amigdala (Tabla 5).

Los opioides, como otros neuropéptidos. se almacenan en vesiculas electrodensas,
relativamente grandes (>70 nm) y su liberacién es dependiente de Ca?* (Strand et
al.1999).

Los péptidos opioides son liberados en respuesta a diversos estimulos. Por ejemplo, el
estrés aumenta la liberacion de Met-encefalina de la médula adrenal (Strand et al.1999).
Por otra parte, algunas substancias también afectan su liberacion: bajas concentraciones
de etanol aumentan la liberacion de B-endorfina en células hipotalamicas en cultivo
(Gianoulakis, 1990).

La inactivacion de los péptidos opioides liberados al espacio sinaptico se puede llevar a
cabo de manera muy rapida mediante la accion de peptidasas. Por ejemplo, se ha
sugerido que las encefalinas son degradadas por diversas enzimas tales como la
aminopeptidasa MIl (Schwartz et al., 1981) y la endopeptidasa 24.11 (White et al.,
1985).




Distribucion de péptidos opiopides

Loshé‘p‘tidos opioides estan ampliamente distribuidos en el Sistema Nervioso Central
A (SNO)y pefife’rico (SNP). En el SNC existen principalmente dos grupos celulares que
producen @-endorfina. El mas importante se encuentra en el nacleo arcuato del
hipotalamo; estos grupos celulares proyectan sus axones a muchas areas del sistema
limbico y del tallo cerebral. El segundo grupo celular se encuentra en el tracto solitario
y en el nucleo commissuralis (Akil et al.. 1984). La 3-endorfina se encuentra en altas
densidades en regiones del cerebro tales como los nicleos del hipotalamo. Por ejemplo,
en el hipotilamo medio basal la concentracién de (3-endorfina es de 375 pg/ug de
proteina. En cambio, la B-endorfina se encuentra en pequenas cantidades en el nucleo

accumbens (0.7 pg/pg de proteina) v la amigdala (0.35 pg/ug de proteina) (Tabla 3)
(Rasmussen et al. 1998).

Las encefalinas (Met- y Leu-encefalina) también se encuentran ampliamente
distribuidas en el SNC. Se han encontrado somas celulares que producen encetalinas en
el caudado putamen y el drea hipotalamica lateral entre otras: vy al parecer sus terminales
nerviosas se encuentran ampliamente distribuidas en el cerebro (Akil et al., 1984). Por
ejemplo, la Met-encefalina se encuentran en altas concentraciones en el hipotdlamo
(15.23 pfnolaé/mg de proteina) y en el caudado putamen (11.2 pmolas/mg de proteina) v
en bajas densidades en el hipocampo (2.26 pmolas/img de proteina) ¥ en la corteza (3.59

pmolas/mg de proteina) (Tabla 3). (Tejwani y Rattan, 1997)

LLos grupos celulares que producen dinorfina se localizan en varios nucleos del
hipotilamo y del tallo cerebral (Akil et al.. 1984). La dinorfina se encuentra
diferencialmente distribuida en el cerebro. Por ejemplo. la dinorfina 1-13 se presenta a
una concentracion de 7.89 pmolas/mg de proteina en el hipotdlamo. mientras que en el
caudado ‘putamen la concentracion es considerablemente menor (0.66 pmolas/mg de

protex’ha) (Tabla 3). (Rattan y Tejwani. 1997)
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Tabla 3. Distribucion de péptidos opioides en el cerebro de la rata.

Region del SNC B-endorfina Encefalina Dinorfina
Telencéfalo

Corteza entorrinal 3
Formaciéon Hipocampal

Hipocampo -
Giro dentado -
Tubérculo olfatorio -
Ncleo accumbens 1
Caudado putamen -
Globo palido -~
Septum 3
Ntcleo de la cama de la estria terminal 4
Diencéfalo

Hipotalamo
Nicleo supracptico -
Nucleo paraventricular
Nicleo arcuato
Area hipotalamica lateral
Talamo
Nicleo paraventricular
Mesencéfalo

Substancia nigra
Pars compacta 1 1 -~
Pars reticulada - - 4
Substancia gris periacueductal 4 3 2
Coliculo superior/inferior 2 3 -
Nucleo dorsal de rafé 4 3 2

5= densidad muy alta; 4= densidad alta; 3= densidad moderada; 2= densidad baja; 1= densidad muy baja
--=no detectable

Tabla basada en la revisidén de Akil et al., (1984)
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Receptores opioides

En el afio de 1971 Goldstein y colaboradores desarrollaron métodos para la deteccion de
los receptores de opio en membranas neuronales. Posteriomente la existencia de
receptores opioides fue demostrada por experimentos de unién usando ligandos
opidceos marcados radioactivamente (Pert y Snyder, 1973; Simon et al. 1973; Terenius,
1973). Martin y colaboradores (1976) reportaron la primera evidencia farmacolégica de
que existian varios tipos de receptores opioides basindose en la accion farmacolégica de

varios opidceos y sus derivados; de esta manera postularon al receptor p (de morfina) y



al kapa (x de ketociclazocina). Lord y sus colaboradores (1973) encontraron un receptor
al cual se unian con alta afinidad las encefalinas y lo llamaron receptor 3. ya que fue
caracterizado en el vas deferens de la rata. Estas primeras investigaciones han sido
ampliadas por estudios anatomicos. farmacolégicos. bioquimicos y conductuales, que
demuestran la existencia de distintos subtipos de receptores opioides en el cerebro y en

tejidos periféricos.

Las endorfinas tienen mayor afinidad por los receptores p, y las encefalinas por los
receptores 8 (Chang y Cuatrecasas. 1981. Chang et al.. 1979. Rainor et al., 1994). Las
substancias del tipo de la morfina tienen alta afinidad por el subtipo de receptor opioide
p. De igual manera, las substancias similares a las encefalinas tienen una alta afinidad
por el receptor § y las substancias parecidas a la dinorfina tienen alta afinidad por el
receptor x (Tabla 4). Algunos investigadores han hecho una clasificaciéon mas fina de
los subtipos de receptores basandose en estudios farmacoldgicos y de union a receptores
y se han caracterizado, por ejemplo, receptores p, y p,(Pasternak et al.. 1983), 5, y &,

(Portoghese et al., 1992) o x, y kK, (Attali et al., 1982).

Tabla 4. Receptores opioides, agonistas y antagonistas.

Subtipos de receptor n & x
Agonistas B-endorfina morfina[Met]encefalina dinorfina
) dihidromorfina [Leulencefalina ketociclazocina
oximorfona DADLE Tifuadoma
DAMGO DSTLE Bramazocina
morficeptina DAMEA U 50488
B-casomortina DPDPE U-69593
- PL-017 Mr 2034
Antagonistas naloxona naloxona naloxona
: naltrexona naltrexona naltrexona
B-funaltrexamina 1Cl 154, 129 Mr 2266
CcTOP ICL 171, 864 WIN 44441-3

DAMGO [D-AlaZ, McPhet.Gly-ol5]-encefalina H-Tyr-D-Ala-Gly-MePhe-Gly(lo)
DADLE [D-Ala2, D-Leu?]-encefatina H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu-OH
DSTLE [D-Ser2.LeuS.Thr6] -encefalina H-hyr-D-Ser-Gly-Phe-Key-Thr
DAMEA [D-Ala2, Met3]-encefalina H-Tyr-D-Ala-Gly -Phe-Met-CONHA
DPDPE [D-Pen2 D-Pen3)-encefalina H-Tyr-D-Pen-Gly -Phe-D-Pen
CTOP (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Trh-Pen-Trh-NH2)
U-69593(5a, 7a, 8B)-(-)-N-metil-N-{7-( 1-pirrolidinil)- I -onaspiro(4.5)-dec-8-il] bencenoacetamida
U 50488 (rrans-(+)3.4-dicloro-N-metil-N-[2-(pirrolidinil)-ciclohexil)-bencenoacetamida
. Modificada de Adler et al.. 1990.




Existen tres genes para receptores opioides, los cuales se encuentran localizados en
diferentes cromosomas del genoma humano. El gen del receptor pu se encuentra en el
cromosoma 6q24-25 (Wang et al., 1994), el del receptor & en el cromosoma 1p34.3-36.1
(Befort et al. 1994) y el del receptor k¥ en el cromosoma 8ql 1.2 (Yasuda et. al. 1994).
Sus exones e intrones tienen una organizacidon muy parecida y podrian haberse derivado
de un gen antecesor comin (Wang et al.. 1994). Los receptores opioides se componen
de 7 dominios transmembranales y estan acoplados a proteinas G. las cuales. a su vez,
activan segundos mensajeros. por ejemplo, la activacion de los receptores
encefalinergicos inhiben la adenilato cilasa via proteinas G, (Ross, 1992). Los
receptores opioides tienen entre si una homologia del 60 al 67%; la mayor parte de las
diferencias se presentan entre las secuencias de aa de los extremos amino vy carboxilo
terminales, en la cuarta region transmembranal y en la segunda y tercera asas
intracelulares (Figura 4). La selectividad por los ligandos y la sensibilidad diferencial a

agonistas y antagonistas podria deberse a estas variaciones (Tablas 2 y 4).
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Figura 4. Modelo del receptor opioide 1 de la rata. En esta representacion esquemadtica se muestran los 7
dominios transmembranales que conforman al receptor ¥ los extremos amino y carboxilo terminales. Los
aa seilalados (Y) son los sitios potenciales de glicosilacion. Los residuos de aa del receptor p que estan
conservados, tanto en el receptor 8 como en el k se muestran en negro. los que estidn conservados en el
receptor 8 o0 en el x, en gris y aquellos que no estin conservados en ninguno de los dos en blanco.
{Minami y Satoh, 1995) (ver anexo 1)




Distribucion de receptores opioides

La distribucién de receptores opioides se ha estudiado utilizando ligandos especificos
para cada subtipo (Tabla 4) y se ha encontrado que estos receptores estidn ampliamente
distribuidos en el cerebro (Tabla 5). El receptor u se encuentra en altas concentraciones
en regiones tales como la corteza frontal. la amigdala. el hipocampo. el nucleo
accumbens, el caudado putamen, el tilamo. los coliculos inferior y superior v la
substanci‘a'nigra compacta. El receptor se encuentra en bajas concentraciones en el ATV
y'en algungs nicleos del hipotdlamo. En contraste, el receptor 8 esta restringido a unas
cuantas dreas del cerebro. presentandose en altas densidades en el nacleo lateral de la
ahu'gdala, el tubérculo olfatorio y el nlcleo accumbens, mientras que se detectan bajas
densidades en la sustancia nigra reticulata, entre otras. El receptor x se encuentra en
altas densidades en la amigdala. el tubérculo olfatorio. el nicleo accumbens, el area
predptica media y el hipotalamo y en bajas densidades en el hipocampo y la corteza
frontal (Tabla 5).

Receptor 1 . -

El receptor p. de rata se clond en 1993 por varios grupos de investigacion (Chen et al..
1993; da

humano es codificado por un sélo gen localizado en ¢l cromosoma 6q24-25. Este gen

‘ukuda e‘t al., 1993; Thompson ct. al. 1993; Wang et. al. 1993) El receptor p de

tiene mas de 50 KB que contienen intrones separando varios dominios funcionales del

receptor (Wang et al., 1994).



Tabla 5. Distribucién de receptores y precursores de péptidos opioides en el cerebro de

la rata.
Receptores ) Precursores
Regioén del SNC i A 5 . x POMC  Pro-Enk Pro-Din
Telencéfalo T
Corteza frontal +++ “++ + (o] ++ +
Corteza piriforme ++ “++ ++ [0} ++ -+
Corteza entorrinal ++ -+ ++ 0 At +
Amigdala
Niucleo central 0 0 ++ ++++ e -+
Nicleo medial + “++ ++ - bt +
Nucleo lateral R s et e “++ e -+
Formacién Hipocampal
Hipocampo ++ ++ + 0 ++ s
Giro dentado +t + + 0 ++ +++
Tubérculo olfatorio + e +4++ (4] ++ ++
Nucleo accumbens ++++ +t+ 4+ -+ e+ ++
(parches) (ventral)
Caudado putamen it ottt +++ 0 4+ ++
(parches) (vent-lat) (vent-med) (parches)
Globo palido + + -+ v} ++ +++
Septum medial e + + -+ +4+ 0
Nucleo de la cama de lat++ “++ 4+ +++ + ++
estria terminal
Arca preoptica o+ e ++ -t -+ ++
Diencéfalo ’
Hipotialamo
Nucleo supraoptico 0 ++ ++ 0 + +++
Niicleo paraventricular 0 “++ ++ ot R +4+
Niucleo arcuato (8] -+ ++ et 4+ 4
Nucleo ventromedial 0 At 4 + et “++
Nicleo dorsomedial + ++4 et ot +- ++
Area hipotaldmica lateral + ++ ++ 4+ ++ +t
Talamo )
Nucleo paraventricular (0] 4 “+4+ AR bt +
Nucleo central medio -t “++ “+- 0 +++ 0
Nicleo reuniens s “++ + 0 ++ 0
Habénula media +++ +++ + 0 e 0
Mesencéfalo T T o
Nitcleo interpeduncular bt -+ ++ 0 4 0
(central)
Substancia nigra
Pars compacta ++-+ 0 0 + ++ +
Pars reticulada ++ + -+ 0 + A+
Area tegmental ventral ++ 0 + +4 ++ +
Substancia gris periacue- + 0 ++ At ++ ++
ductal(rostro-ventral)
Coliculo superior/inferior  ++++ + ++ +4 +4++ +
Nucleo dorsal de rafé ++ 0 ++ +++ ++ -

++++= densidad muy alta; +++= densidad alta: ++= densidad moderada; += densidad baja: 0= densidad
indetectable Tomado de Mansour et al.. 1988.
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Como ‘ya se menciond. la B-endorfina y ligandos tales como la morfina, la
dihidron%orf'l'r'\‘a."rel 'DAMGO. etc. tienen alta afinidad por el receptor it. Se han
‘ caracterirza‘do farmacologicamente dos subtipos de receptores p, el u, v el p,(Pasternak
‘e‘tk‘a!.“.jl’9'83). para los cuales un mismo ligando tiene distinta afinidad. Por ejemplo. la
,,morﬁné. tiene alta afinidad por el subtipo 1, y menor afinidad por el p, (Pasternak vy
- ;:‘1~‘W'ood.(1986; Pasternak, 1988). En general los agonistas para receptor u tienen efectos,
télves‘ como analgesia e inhibicion de los habitos alimenticios y reproductivos, asi como
diversos efectos neuroendécrinos (Strand, 1999). Sin embargo. a cada subtipo de
receptor pse le han atribuido distintas funciones. El receptor p, parece estar involucrado
en mecanismos de analgesia, liberacion de prolactina, disminuciéon en la recaptura de
acetilcolina y en la induccion de catalepsia. mientras que el receptor 1, parece estar
participando en mecanismos de depresion respiratoria, disminucidén de la recaptura de

DA y en el retraso del transito intestinal que inducen los opioides (Pasternak v Wood.
1986; Pasternak, 1988).

El receptor p esti ampliamente distribuido en el cerebro v en la médula espinal y la
densidad de éste varia dependiendo del area cerebral. La estructura en la cual se
presentan las densidades mas altas de receptor u es ¢l caudado putamen, en particular en
la regién de los “parches”. En el nicleo centro medial del tilamo y en la substancia
nigra pars compacta los niveles de receptor n también son muy altos. En cambio. este
receptor se encuentra con densidades muy bajas en la matriz del caudado putamen, en el

nucleo paraventricular del talamo y en el ATV (Tablas 5 y 6).

El ARNm del receptor n esta distribuido de manera heterogénea en el cerebro y en la
médula espinal, presentandose en niveles altos en el talamo, el caudado putamen, el

locus coeruleus y el nucleo del tracto solitario.



Tabla 6. Niveles de receptor 1 detectados en el cerebro de rata por autoradiografia.

Area del Cerebro Regién fmot de [SH}]-DAMGO unido / mg de
- tejido + SEM
Corteza frontal . » - ) 40.34 + 0.56
Corteza prefrontal Lateral ' 36.75 + 5.35
Media 57.49 + 6.31
Corteza Cingulada 7 T T T T 3794+ 3.89
Caudado Putamen  Parches T 207.02 + 18.01
S o T " Matriz. ’ ' coT ) ) 75.08 + 7.94
Nucleo Accumbens Anterior 92.88+ 7.97
“ Posterior 68.7+ 6.27
Centro 40.04+ 2.86
Cubierta 95.8+ 9.60
Talamo Ventro Lateral Posterior 86.11x 1.28
Dorso Lateral Mcdio ’ 104.77+ 34.74
Nicleo Reunions ' 67.96+ 6.91
Centro Medial ’ T 122.22+ 1.99
Amigdala Basolateral ) 113.65+ 8.92
‘ T Lateral ) 74.52+ 5.71
. T 7777 Posteriomedial Cortical | T T 127.79+ 7.78
Hipotdlamo T o o 17.25+ 1.79
Hipocampo T TeaAl ’ 48.84+ 17.22
' ’ CA2 ' 55.41+ 14.85
CA3 ) 51.34> 17.67
Giro Dentado 41.54+ 8.86
Substantia Nigra Pars Compacta 129.15+9.28
i ) ‘ Pars Reticulata 48.79+ 5.30
Area Tegmental Ventral 30.58+ 10.18

Modificado de Martin et al., 1993, En el articulo original se presentan los datos como nCi/mg de tejido.
Para hacer una mejor comparacion con los valores obtenidos en este trabajo. los datos de Martin et al. se
convirtieron a fmol de [3H]-DAMGO unido/mg de tejido. La actividad especitica del [3I|I-DAMGO es
55.3uCi 7/ mmol (55.3uCi =1 fmol/mg de tejido).



Ef_eqtos del alcohol sobre el sistema opioide enddgeno

‘ CEl étanol y los péptidos opioides comparten numerosas caracteristicas farmacoldgicas y
v “producen efectos similares sobre el comportamiento. tanto en animales como en el
hombre. Dosis bajas de ambas substancias producen euforia y activaciéon psicomotora
“mediante la estimulacién del circuito dopaminérgico del tracto medial del cerebro
anterior y dosis altas producen sedacién (Wise y Bozarth, 1980; Frye y Breese. 1981)
Ctra caracteristica que comparten el alcohol y los opioides es que son substancias que
pueden autoadministrarse hasta el abuso y eventualmente producir tolerancia y
dependencia. Estas evidencias sugieren que la dependencia al alcohol » a los opioides
podria estar mediada por un mecanismo coman que involucra vias dopaminérgicas de

reforzamiento en el cerebro (Wise y Bozarth, 1987).

Se ha sugerido que las propiedades reforzadoras del alcohol podrian deberse, al menos
en parte, a que el alcohol activa al sistema opioide endégeno. Esta hipotesis proviene de
varias lineas de investigacion : 1) del estudio de los efectos de la administracion de
péptidos opioides exdgenos sobre el consumo de alcohol y sobre las respuestas
asociadas a los mecanismos de reforzamiento positivo, y 2) de estudios sobre las
modificaciones ejercidas por la administracién de alcohol sobre los sistemas opioides
endbégenos. Existen varias evidencias que apoyan esta hipdtesis. Zonas del cerebro
relacionadas con el reforzamiento positivo de drogas de abuso son ricas en péptidos
opioides como las encefalinas y las endorfinas (Gianoulakis. 1993) (Figura 3). Los
opidceos modifican el consumo de alcohol dependiendo de la dosis administrada v de la
previa exposicion a éstos (Ho et. al. 1976). La naloxona y la naltrexona. antagonistas no
especificos de los receptores opioides. disminuyen considerablemente la
autoadministracién de alcohol en animales experimentales (Froehlich, 1995: Froehlich
et al., 1990; Myers et al.. 1986; Reid y Hunter. 1984; Ulm et al., 1995) y reducen el
nimero de recaidas en pacientes alcohdlicos abstinentes (O'Malley et al.,, 1992;
Volpicelli et al., 1992). La administracion de péptidos del tipo de las encefalinas y las
endorfinas. asi como la de agonistas opidceos, produce respuestas asociadas a
mecanismos de reforzamiento positivo. mientras que la administracién de antagonistas
bloquea estas respuestas (Amalric et al.. 1987: Bozarth y Wise, 1984. Shippenberg et

al., 1992; Van Wolfswinkel vy Van Ree, 1985). También. se observo que los inhibidores




de la degradacion de encefalinas, incrementa el consumo voluntario de alcohol (Blum et

al., 1987; George et al., 1991; Hyytid, 1993).

Algunos estudios indican que existe una predisposicion genética a desarrollar
alcoholismo y han sugerido que ésta puede estar asociada con una respuesta aumentada

del sistema opioide al alcohol (De Waele et al., 1992; Gianoulakis et al., 1989).

Figura 5. Sistemas de neurotransmisores implicados en las vias de recompensa y
reforzamiento positivo de diversas drogas de abuso. El sistema dopaminérgico
mesolimbico (——< ) se origina en el grupo de células A10 en el drea tegmental
ventral (ATV) y proyecta hacia el nucleo accumbens (N. Acc.). ¢! tubérculo olfatorio
(TO). la corteza frontal (CF) y la parte ventral del caudado putamen (CP). Neuronas
serotoninérgicas en los nucleos de raté (R) proyvectan hacia el ATV ( -———< ). El
sistema opioide endégeno ( === ) incluye circuitos encefalinérgicos locales
(segmentos cortos) y el circuito endorfinérgico hipotalamico del cerebro medio
(segmento largo). (-------- + ) representa las vias aferentes del sistema limbico al N. Acc.
& ) las vias eferentes del N. Acc. probablemente implicadas en la recompensa
de las drogas de abuso. AMG amigdala., C cerebelo, CA comisura anterior, H
hipocampo. HL hipotdlamo lateral, LC locus coeruleus, PV pallidum ventral, SGP
substancia gris periacueductal, SNr swstantia nigra pars reticulata, TDM talamo
dorsomedial. Tomado de Méndez y Cruz (1999); modificado de Schulteis y Koob
(1994)

El alcohol modifica la transmision opioidérgica en el cerebro a través de alteraciones en
la sintesis y la liberacion de péptidos opioides. asi como, sobre los receptores opioides.
Se conoce muy poco acerca de como el alcohol afecta la sintesis de péptidos opioides:

sin embargo, existen algunos estudios realizados en cepas de roedores seleccionadas
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genéticamente para preferir o no alcohol. El contenido de ARNm de POMC en la
hipofisis y el hipotdlamo de cepas de roedores que prefieren alcohol (ratas AA y ratones
C57BL/6), es superior al detectado en las cepas correspondientes que no prefieren
alcohol (ANA y DBA/2) (De Waele et al., 1992; Gianoulakis et al., 1992). De la misma
manera, los niveles de péptidos derivados de POMC también son distintos en las lineas
de ratas ‘AA y ANA (Gianoulakis et al., 1992). Ademas. un tratamiento agudo con
'.‘alcohol produce un mayor incremento en el contenido de ARNm de POMC en los
r-'lobulos anterior e intermedio de la hipo6fisis de ratas P (que prefieren alcohol) que en las

ratas NP (que no lo prefieren) (Froehlich, 1995). Estos resultados sugieren por un lado,

‘que el alcohol puede afectar la sintesis de péptidos opioides como la B-endorfina, y por
otro, que existe una sensibilidad aumentada del sistema de endorfina al alcohol en las
lineas de roedores que preficren alcohol. la cual parece estar asociada con una

predisposicién gendética hacia el alto consumo de la substancia.

Existe poca informacidn respecto al efecto del alcohol sobre la sintesis de encefalinas.
Se observo que el contenido de ARNm de Proencefalina es distinto entre las cepas de
roedores seleccionadas para preferir o no alcohol. Por ejemplo, el contenido de ARNm
de pre-proencefalina (Pre-proenk) en las ratas P es mayor ¢n la parte anterior y menor
en la zona posterior del estriado, en comparacién con el de las ratas NP. Por otra parte,
la exposiciéon al alcohol disminuye los niveles de ARNm de Pre-proenk en la parte
anterior del estriado de ambas cepas de ratas y aumenta los niveles en la parte posterior
del estriado sélo en las ratas P (Li et al., 1992). Los niveles de ARNm de Pre-proenk, la
concentracion de Proenk y los niveles de Met-encetalina son menores en el cerebro
medio de ratones que prefieren alcohol que en los animales que no lo prefieren.
Ademas, un alto consumo de alcohol en ratones que prefieren alcohol induce una mayor
expresidon de encefalinas en el estriado y el cerebro medio en comparacion con animales
de lamisma cepa pero que no han sido previamente expuestos a la substancia (Ng et al.,
1996). Asi el incremento de los niveles de encefalinas mesolimbicas inducido por
-.alcohol, podria compensar la biosintesis disminuida de encefalinas en estos animales, lo

cual podria estar asociado a una mayor vulnerabilidad al alto consumo de etanol.

Diversos estudios en animales mostraron que la exposicién al alcohol modifica el

contenido y la liberacion de B-endorfina. La administracién aguda intragastrica (Patel y



Péhcrecky, 1989) o intraperitoneal (Ho y Allen, 1981) de alcohol, asi como el
_tratamiento crénico con la substancia (Seizinger et al, 1984), aumentan
respectivamente, los niveles plasmaticos (Ho y Allen, 1981, Patel y Pohorecky, 1989) e
hipotalamicos (Patel y Pohorecky, 1989), asi como el contenido y la liberacién in vitro
de B-endorfina en la adenohipdfisis (Seizinger et al., 1984). La exposicién al alcohol
también aumenta la liberacion del péptido de células hipotalamicas en cultivo (De
Waele y Gianoulakis, 1993; De Waele et al.. 1992). Por otra parte. los niveles basales de
B-endorfina en el nicleo accumbens de las ratas P son inferiores a los detectados en las
ratas NP, pero éstos son semejantes en ¢l hipotdlamo de estas cepas de ratas. Sin
embargo, la administracion cronica de alcohol aumenta los niveles de B-endorfina en el
hipotalamo de las ratas P, mientras que éstos permanecen constantes en las NP (De
Waele y Gianoulakis, 1994). La liberacion de B-endorfina de rebanadas de hipotalamo
provenientes de ratones C57BL/6J (que prefieren alcohol) es mads alta que la de ratones
DBA/2 (que no prefieren alcohol), tanto en condiciones basales como después de la
ingesta de alcohol (De Waele et al.. 1992). En el caso del hombre, dosis moderadas de
alcohol aumentan los niveles plasmaticos de B-endorfina en bebedores sociales con una
historia familiar de dependencia de alcohol, mientras que la substancia no afecta los
niveles del péptido en sujetos sin historia tamiliar de dependencia (Gianoulakis et al.,

1990).

Las encefalinas también han sido estudiadas en cepas de ratas seleccionadas
genéticamente. Se observd que los niveles de Met*-encefalina-ArgePhe” en la hipdfisis
“de ratas AA y ANA son diferentes y que la ingesta crénica de alcohol produce un
aumento en los niveles de Mets-encefalina-ArgePhe” en el nicleo accumbens y la
hipéfisis, ¥ una disminucién de Leut-encefalina-Arge en ¢l estriado de las ratas AA
(Nylander et al., 1994). Estos datos sugieren que existe una relacion entre los niveles
endoégenos de péptidos opioides y la motivacion diferencial para ingerir alcohol entre

estas cepas de ratas.

Por otra parte, la liberacion de encefalinas en respuesta al alcohol ha sido poco
estudiada. Sin embargo, existen estudios que sugieren que la liberacion de opioides es
un evento importante en las conductas de consumo de alcohol. Se observé que la

liberacion de dopamina del nucleo accumbens inducida por alcohol es bloqueada por



ahtégdﬁiété‘s no especificos de receptores opiaceos como la naltrexona (Benjamin et al..
1 993)0 ',vipor antagonistas selectivos del receptor opiaceo 8, como el IC! 174864
(Widcjlbwsonby Holman, 1992) y el naltrindo! (Acquas et al., 1993). Estos resultados
. sugieren que el alcohol estimula la liberacion de péptidos opioides. los cuales. a su vez,

aumentan la liberacion de DA a través de la interaccidn con receptores opioides.

Diversos estudios demostraron que el etanol afecta la uniéon de ligandos opiaceos a sus
receptores. La accién del alcohol es distinta para cada subtipo de receptores opioides
dependiendo de la dosis y del tiempo de exposicién a la substancia. La exposicion a
corto plazo a etanol inhibe la unidn del ligando a receptores 8 en cerebro de rata v en
membranas de células de neuroblastoma N4TG!1 (Charness et al., 1983; Hiller et al.,
1981). En contraste. la exposicion cronica a etanol incrementa la densidad del receptor 8
en células NG108-15 (Charness et al.. 1983: Charness c¢t al., 1986) y aumenta la
afinidad de DADLE en homogenados de cstriado de roedores (Pfeifter et al.. 1981).
Aunque algunos de estos autores reportaron que el etanol no altera la union de ligandos
al receptor u (Hiller et al., 1981; Pfeiffer et al., 1981), diversos grupos de investigacion
han mostrado que el etanol afecta la union de ligandos especificos a estos receptores
dependiendo de las condiciones experimentales. En e! estriado de ratén in vitro, el
“etanol exhibe un efecto bifasico sobre la unién de dihidromorfina (DHM) aumentando
la unién a bajas concentraciones de etanol y disminuyéndola a altas concentraciones
(Tabakoff y Hoffman 1983). El etanol, tanto a bajas como a altas concentraciones,
Vin’h"ibe la unién de DADLE en membranas de estriado. produciendo el doble de la
: inhibicién que se observa con DHM (Tabakoft v Hoffman 1983). Altas concentraciones
‘ f‘de ‘etanol in vitro disminuyen la union de DAMGO y DADLE a receptores p v 8,
_:‘respectlvamente en la corteza frontal del ratén C537BL/6 (Khatami et al., 1987). En esta
’;'reglén, los receptores p y 8 son igualmente sensibles a la inhibicién inducida por etanol.
‘Despues de la ingestion cronica de etanol hay una disminucion en el numero de sitios v
' en‘la aﬁmdad de ligando por el receptor it en la corteza frontal (Khatami et al., 1987) y
el estriado de ratéon (Hoffman et al., 1982), respectivamente. La afinidad de DHM a
receptores opioides se encuentra reducida en la corteza frontal de pacientes alcohdlicos

(Tabékoff et al., 1985). Por lo tanto. aunque los receptores & exhiben mayor o igual



sensibilidad al etanol que los receptores p in vitro, la exposicion crénica a etanol altera

selectivamente al receptor pt en regiones especificas del cerebro.

La administraciéon de naloxona a ratas que prefieren alcohol suprime selectivamente y
en forma dependiente de la dosis la ingesta de etanol sin alterar la de agua (Froehlich et
al.. 1990). A dosis bajas la naloxona es eficaz en antagonizar los receptores p, con un
ligero antagonismo de los receptores & o w, mientras que dosis altas antagonizan
receptores i y & (Chang y Cuatrecasas. 1981, Chang et al.. 1979). El hecho de que las
dosis altas de naloxona supriman el consumo de alcohol de manera mas efectiva que las
dosis bajas, sugiere que tanto los receptores p como los 8 juegan un papel importante en
el comportamiento de ingesta de alcohol. Atin mas, tanto la administracidn de naltrindol
o ICI 174864 (antagonistas selectivos del receptor &), como la de B-funaitrexamina (un
antagonista de accién prolongada selectivo de los receptores pt), suprime la ingesta de
alcohol en lineas de ratas que prefieren alcohol (Froehlich, 1995, Froehlich et al., 1990).
En contraste, en ratones C57BL/6 la administraciéon de p-funaltrexamina no altera el
consumo de alcohol, mientras que ¢l naltrindol si disminuye su ingesta, por lo que en
estos animales los receptores & parccen jugar un papcl primordial en las conductas

asociadas a la ingesta de alcohol (Lé et al.. 1993).

. El' conjunto de las evidencias anteriormente expuestas sugiere que el sistema opioide

-enddgeno, en particular los sistemas endorfinérgico y encefalinérgico. participan de
.- szvme‘ra importante, tanto en los efectos reforzadores del alcohol como en las conductas
,de_ifun;alto consumo de la substancia. Sin embargo, no se conocen los mecanismos
i ﬁiédiahte los cuales el alcohol afecta la transmision de péptidos opioides en areas

"'esvbédiﬁcas del cerebro ni el significado biolégico de estos cambios en los procesos de
reforzamiento y adiccién al alcohol. Ademas, es importante resaltar el hecho de que la
mayor:parte de la informacion con que se cuenta proviene de estudios realizados en
. cepas. de roedores seleccionadas gendticamente, por lo que consideramos importante
investigar el papel del sistema opioide enddgeno en las respuestas in vivo al alcohol en
animales no seleccionados. Conocer a profundidad estos procesos estudiando los
sistemas de neurotransmisores y neuromoduladores implicados, puede contribuir al

desarrollo de farmacos capaces de reducir e incluso inhibir el consumo de alcohol. Este



tipo de estudios es relevante en el campo de la salud para el tratamiento terapéutico del

alcoholismo. adiccién que actualmente también representa un grave problema social.

Planteamiento del problema

La demostracion de que los antagonistas selectivos y no-selectivos de los receptores
opioides pn y 8 bloquean la liberacion de DA inducida por etanol en el nicleo
accumbens (Benjamin et. al. 1993; Acquas et al., 1993; Di Chiara et al., 1996), sugiere
que el alcohol no tiene un efecto directo sobre este proceso en las terminales
dopaminérgicas de las vias meso-accumbens, sino a través de péptidos opioides. Asi. es
posible que el alcohol estimule la liberacion de péptidos opioides. los cuales. a su vez,
~aumentarian la liberacién de DA a través de la activacién de receptores p y/o 8 en estas
vias. Sin embargo, la informacién con que se cuenta actualmente respecto a los efectos
del alcohol sobre el sistema opioide endogeno provienc principalmente de estudios
realizados en roedores genéticamente seleccionados para prerferir alcohol. Asimismo.
no se ha investigado si el etanol modifica la actividad de los receptores opioides p en
éréas que forman parte de las vias de reforzamiento y recompensa en animales no
seleccionados genéticamente. Por lo tanto consideramos fundamental investigar si los

receptores p se afectan particularmente por la exposiciéon aguda a etanol.

Hipotesis:

El skislema opioide enddgeno podria ser uno de los mediadores de los efectos
reforzadores del alcohol. Diversos estudios indican que uno de los componentes que
podrian estar involucrados en estas acciones del alcohol es el receptor opioide . Si éste
es el caso, una dosis aguda de etanol modificara la densidad del receptor 1 en las vias
implicadas en los mecanismos de reforzamiento de las drogas de abuso. De acuerdo a
las evidencias mencionadas observaremos cambios diferenciales dependiendo de la

regién estudiada y del tiempo transcurrido después de la administracion de etanol.
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‘Objetivos:

;. G'e'ne'r'al::'.

ldyes;igér el efecto de la administracidn de una dosis aguda de etanol in vivo sobre el

" receptor p en las vias meso-accumbens y mesocortical del cerebro de la rata.

Especificos:

a)Investigar el efecto de una dosis aguda de etanol sobre la unién de [*H]-DAMGO al
receptor i en el ATV, el nicleo accumbens y las cortezas frontal y prefrontal a
diferentes tiempos después de la administracion de la substancia.

b)Correlacionar los cambios observados con las concentraciones de etanol en plasma en

los tiempos estudiados.

Metodologia

Tratamiento de los animales

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas (250-300 g) que fueron alimentadas con
croquetas (Purina Chow) y agua ad libitum y mantenidas en un ciclo de luz -obscuridad
de 12 horas. Los animales recibieron agua destilada (5 ml/kg) por via intragastrica
durante 7 dias con el fin de habituarlas al procedimiento y reducir el estrés. Después de
este periodo de habituacidn, los animales recibieron una dosis aguda de etanol* (2.5
g/kg) (grupo experimental) o agua destilada (grupo control) por via intragastrica. Los
animales fueron sacrificados 30 min, 1. 2 o 4 h después de la administracién de etanol o
agua e inmediatamente se extrajeron los cerebros. los cuales se congelaron en hielo seco
y preservaron a -70° C. A partir de los cerebros se obtuvieron cortes coronales de 20
pde grosor en un criostato, los cuales se montaron en portaobjetos previamente
gelatinizados y se guardaron a -70° C. En paralelo. se colectaron muestras de sangre del
tronco de cada animal para determinar la concentracion de etanol en plasma.

*La dosis administrada a las ratas equivale en humanos a 11 caballitos (de 42 ml) de

tequila (de 38°) para un adulto de 56 kg.

Determinacion de la concentracion de etanol en plasma
De las muestras de sangre colectadas del tronco de los animales se obtuvo el plasma y

se desproteinizé utilizando acido tricloracético. Posteriormente se centrifugd y se



colecté el sobrenadante (plasma). La concentracidon de etanol! se cuantificé por el

método de la deshidrogenasa de alcohol (ADH) (Kit Sigma 332B).

El Kit Sigma 332B para determinaciéon enzimdtica de etanol es un método
espectrofotométrico, en el cual, la deshidrogenasa del alcohol (ADH) cataliza la
oxidacion de alcohol a acetaldehido. con la reduccién simultinea de dinucleétido de

adenin nicotinamida (NAD) a NADH (Stryer. 1995).

Etanol + NAD — —»> Acetaldehido + NADH

Al término de la reaccidon de la muestra con la enzima ADH y el cofactor NAD, se
midié la absorbancia a 340nm. El aumento en la absorbancia a 340 nm es directamente
proporcional a la concentracion de etanol en la muestra. La concentraciéon de etanol en

las muestras se determiné a partir de una curva estindar de etanol.

Autoradiografia de receptores

Los efectos del etanol sobre los receptores p se evaluaron por autoradiografia
cuantitativa de receptores en cortes coronales seriados de tejido fresco congelado de
acuerdo al método descrito por Unterwald et al.. (1998). Los cortes fueron llevados
gradualmente a temperatura ambiente y se preincubaron en una solucién amortiguadora
Tris-HCl 50 mM. pH 7.4, durante 30 min a temperatura ambiente. con ¢l fin de eliminar
péptidos opioides presentes en el tejido. Posteriormente, los cortes se incubaron en una
solucién Tris-HCI 50 mM, pH 7.4, conteniendo 8nM de [*H]-[D-Ala2, MePhe!.Gly-0l*]-
encefalina ([*H]-DAMGO) (agonista selectivo del receptor p) durante 60 min a 4°C en
camara himeda (unién total). La unidn inespecifica se determind en una serie paralela
de secciones incubadas como ya se describid anteriormente en presencia de 10uM de
naIO\ona (antagomsta no selectivo de receptores opioides). La concentracion de [*H]-
DAMGO utlllzada en este estudio es aproximadamente 8 veces el valor de la Kd para el

hgando:"por lo tanto, las densidades resultantes del receptor se aproximan al nimero de

sitioé '(Uh erwald et al.; 1998). Los cortes fueron lavados en una solucién Tris-HCl 50
'mM pH 7 4 a 4°C (6 veces durante 20 s) y secados con una corriente ligera de aire frio.
Las secctones se colocaron en cassettes de autoradiografia (Amersham) en presencia de

estandares de ‘H (ARC) y en aposicion con un film sensible a tritio (CH-Hyperfilm,




Amersham). Se dejé exponer en la obscuridad a temperatura ambiente durante 10

semanas y posteriormente se reveld el film con revelador D-19 y se fijo con “Rapid

fixer” (ambos de Kodak).

Cuantificacion de los autoradiogramas

Los autoradiogramas se cuantificaron por densitometria utilizando un sistema de
analisis de imagenes computarizado (programa IMAGE 1.61. NIH). Se tomaron 10
mediciones de la densidad en 5 diferentes secciones provenientes de cada animal por
estructura. La union especifica se obtuvo restando la densidad de la union inespecifica a
la densidad de la unién total. Las estructuras fueron identificadas de acuerdo al atlas de
cerebro de rata de Paxinos y Watson (1998). L.as coordenadas con relacion a Bregma
son las siguientes: cortezas frontal y prefrontal 5.20 mm a 3.70 mm, nucleo accumbens

2.70mma 0.48 mm y ATV -5.20mm a -6.80mm.

Los estandares utilizados para la autoradiografia tienen una concentracion conocida de
curies / g de plastico (Figura 6). Por lo tanto. utilizando la actividad especifica del
ligando obtuvimos la equivalencia en fmoles de [*H]-DAMGO unido por mg de tejido
-equivalente. Con los datos obtenidos de los estandares de tritio se hizo una curva
i:'esténdar, a la cual se le aplicéd una regresién lineal (Figura 7). Los valores en densidad

‘ ;o'pvtica de los tejidos de interés se convirtieron a fmoles de ligando radioactivo unido por

mg de tejido equivalente utilizando esta curva.
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An'{ilyis;iy's estadisticos

~ La e‘s"ta'cklikstivca se llevé a cabo por analisis de varianza (ANOVA) usando el programa
SPSSV 8.0. Las diferencias significativas fueron investigadas aplicando la prueba post
hoc de Tukey H. S. D. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos
control en ninguna de las estructuras a los tiempos estudiados. lLos datos estdn

expresados como la media + S.E.M. de S 6 6 animales en cada grupo.

Resultados

Concentracién de etanol en plasma

Se cuantificaron las concentraciones de alcohol en el plasma de los animales control y
tratados con una dosis aguda de etanol. En los animales tratados. encontramos que ¢l
nivel mas alto de etanol alcanzado en plasma fue de 51.8 mg/dl 30 min después de la
administracién (Figura 8) y fue decreciendo progresivamente en el tiempo hasta ser
indetectable (sensibilidad del ensayo 3.0 mg/dl) 8 h después de la administracidon de
etanol. Los niveles de etanol en plasma se mantuvicron altos durante las primeras 4 h
(entre 4 y casi 9 veces el nivel basal) (Figura 8). Como era de esperarse. los niveles de
etanol en el plasma de los animales control fueron indectectables en todos los tiempos
estudiados (Figura 8). Estos resultados son similares a los reportados previamente por

Froehlich (1995) en cepas de roedores que prefieren alcohol.

Durante las primeras 3 h después del tratamiento con ctanol. los animales se
mantuvieron en grupo y estuvieron relajados (sin llegar a dormirse). La dosis de etanol
utilizada en este estudio no produce narcosis. Aunque no se midid la temperatura para
evitar estrés en los animales. observamos un efecto hipotérmico producido por el

alcohol.
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Figura 8. Niveles de alcohol detectados en plasma despueés
de la administracion de una dosis aguda de etanol (2.5 g/ kg)
0 agua destilada por via intragastrica. Las muestras de sangre
fueron colectadas 0.5, 1, 2, 4 y 8 h después de la administra-
cion y las concentraciones de etanol fueron cuantificadas por
el método de la deshidrogenasa del alcohol. Los datos repre-
sentan el promedio + SEM correspondientes a 5 (control) o 6

(etanoil) animales.
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Efecto de la administraciéon de una dosis aguda de etanol sobre la union de

[3H]-DAMGO en las vias meso-accumbens y mesocortical del cerebro de la

rata.

La distribuciéon del receptor p en las areas cerebrales de las vias meso-accumbens y
mesocoﬁical se estudié por autoradiografia cuantitativa de receptores utilizando [*H]-
DAMGO como ligando especifico. En la figura 9 se muestran las autoradiografias
; ;‘defténi'das de los animales control (A, C. E y G) y de los tratados con ¢tanol (B. D. F y
‘ H)i:a.lfnivel de las cortezas frontal y prefrontal (Figuras 9A y 9B). el niicleo accumbens

,’(l%i’gu.x'as 9C y 9D) y el ATV (Figuras 9E y 9F). En los animales control, las densidades
E:dgkljr'refceptor 1 encontradas en estas areas fucron similares a las previamente reportadas
':(M‘ansour et al., 1987; Tempel y Zukin, 1987: Unterwald ct al.. 1998; Martin et al..
1993). El tratamiento agudo con etanol alteré diferencialmente la unién de [*H]-
DAMGO en las cortezas frontal y pretrontal (Figura 9B), la cubierta del nucleo
accumbens (Figura 9D) y el ATV (Figura 9F).

En el ATV, encontramos una disminucion significativa del 39.7% en la union de [?H]-
DAMGO 30 min después de la administracidon de una dosis aguda de etanol (Figura 10).
Conforme fue pasando el tiempo y los niveles de etanol en sangre fueron disminuyendo.

la densidad de receptor p alcanzé nuevamente los niveles basales.

; En Virl.'as cortezas. frontal y prefrontal. la union de [*H]-DAMGO aumento
signiﬁcalivamente en un 32.2% y 38.1% respectivamente, 1 h después de la
administracion de etanol (Figura 11). No se encontraron diferencias significativas entre
el grupo ekpefimcntal y el grupo control correspondiente en ningan otro tiempo
analizado. ‘

En el nicleo accumbens completo (Figura 12 A) y en la region central (Figura 12 B) de
esta \'estr:uctura. no se encontraron diferencias significativas entre el grupo experimental
yel grupo control correspondiente en ninguno de los tiempos analizados. En contraste
_uha hora después de la administracion de etanol encontramos una disminucion
siygr:\iﬁcativa del 19.3% en la unidn de [*H]-DAMGO en la cubierta del nuacleo
aécumbens (Figura 12 Q).
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Figura 9. Union especifica de [H]-DAMGO en el cerebro de rata de animales control y tratados con etanol. Los
animales recibieron una dosis aguda de etanol (2.5 g/kg) o agua destilada por via intragastrica y fueron
sacrificados 0.5, 1, 2 y 4 h después de la administracion. Las secciones de cerebro fueron incubadas con 8 nM
de[H]-DAMGO por 1 ha 4 °C. Las fotografias muestran la unioén de [H]-DAMGO en la corteza frontal (cf) y
prefrontal (cpf) 2 h después (Figuras A y B), el niucleo accumbens (n. acc.) 1 h después (Figuras Cy D) y el area
tegmental ventral (ATV) 0.5 h después (Figuras E y F) de la administracion. En las figuras G y H se muestra la
union inespecifica a nivel del n. acc. 1 h después de la administracion. ce= centro del nicleo accumbens, cu=
cubierta del niucleo accumbens.




Unién de [*H]-DAMGO en el area tegmental ventral de la rata.
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Figura 10. Efecto de una dosis aguda de etanol sobre la unién de
[*H]-DAMGO en el area tegmental ventral de la rata. El tratamiento
de los aminales y la autorradiografia de receptores se llevaron a
cabo como se describe en la Fig. 9. Los datos representan el pro-
medio + SEM correspondientes a 5 (control) o 6 (etanol) animales..
*p<0.005
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Union de [°H]-DAMGO en las cortezas frontal y prefrontal de la rata.

200
A) Corteza frontal. (1 Control
I Etanol
150 ~
*
100
= e T £
50
0

05 1 2 4

Tiempo después de la administracion (h)

Figura 11. Efecto de una dosis aguda de etanol sobre la union de [’H}-DAMGO en las cortezas frontal
y prefrontal de la rata. El tratamiento de los animales y la autorradiografia de receptores se llevaron a
cabo como se describe en la Fig. 9. Los datos representan el promedio + SEM correspondientes a §
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Figura 12. Efecto de una dosis aguda de etanol sobre la union de [3H]-DAMGO en el nucleo accumbens de
la rata. El tratamiento de los animales y la autorradiografia de receptores se llevaron a cabo como se des-
cribe en la Fig. 9. Los datos representan el promedio + SEM correspondientes a 5 (control) o 6 (etanol) ani-
males. NUcleo accumbens completo (A), Centro (B) y Cubierta (C). *p<0.01




En la tabla 7 se muestra un resumen de estos resultados. Encontramos una disminucién
imp‘o'rtavnte' y casi inmediata (30 min.) de la unién del ligando en la regién que contiene
:Ids‘t 56mas dopaminérgicos de las vias meso-accumbens y mesocortical, el ATV. En
) véoh).u;'ast‘e. en las dreas terminales encontramos una pequeiia disminucion de la union del
ligahdo en la cubierta del n. acc. y un aumento importante en las cortezas frontal y

'b'refroh'tal 1 y 2 h después de la administracién de etanol, respectivamente.

Tabla 7. Efecto de una dosis aguda de etanol sobre unién de [PH]-DAMGO en las vias
meso-accumbens y mesocortical del cerebro de la rata.

Tiempo transcurrido después de la administracién de etanol (h).

Region 0.5 1 2 4
ATV 1 39.67% *** - - -
Corteza frontal - - 43
Corteza prefrontal - - 4 38.10% * -
Nucleo accumbens - - - -
Centro - - - -

Cubierta - } 19.30% ** - -

- sin efecto. )
***5<0.005, **p<0.01 y *p<0.05

Discusion

Evidencias bioquimicas y farmacolégicas apoyan la hipdtesis de que el sistema opioide
enddgeno estd involucrado de manera importante en la conducta de un consumo alto de
alcohol. Se ha postulado al sistema opioide enddégeno como posible mediador de los
efectos reforzadores del alcohol y también se ha sugerido que los receptores opioides p
participan de manera importante en estos procesos (Froehlich, 1995; Ulm et al., 1995;
Herz, 1997). Numerosas lineas de investigacidon apoyan esta hipotesis. Los estudios en
roedores y humanos sugieren que la conducta de un alto consumo de alcohol involucra

la existencia de un componente genético que podria estar relacionado con una respuesta



aumentyiadakdel sistema opioide enddgeno al alcohol. Por ejemplo, en estudios realizados
‘en ratones se ha observado que en condiciones basales los niveles hipotaldmicos de B-
~endorfina son mayores en los ratones que prefieren alcohol (C57BL/6) que en aquellos
que lo evitan (DBA/2). Después de la exposicién a etanol aumentan mas los niveles de
B-endorfina en los ratones que prefieren alcohol que en aquellos que lo evitan. En
humanos se ha observado que los sujetos con alto riesgo de desarrollar alcoholismo
(HR) tienen un nivel basal de 3-endorfina menor que los sujetos con bajo riesgo (LR).
Sin embargo. la exposicién a etanol aumenta la liberacién de este péptido en mayor
proporcidn en los sujetos HR que en los LR. al igual que en el modelo con roedores
(Gianoulakis et al.. 1996a: Krishnan-Sarin ¢t al. 1998).

Se ha sugerido que la predisposicion de las cepas de roedores seleccionadas
genéticamente para preferir alcohol podria explicarse. al menos en parte, por diferencias
a nivel de receptores opioides. En este sentido, se ha reportado que las densidades del
receptor opioide p en regiones cerebrales implicadas en las vias de reforzamiento del
alcohol (nicleo accumbens, ATV, amigdala y otras regiones del sistema limbico). son
mayores en las cepas de roedores que prefieren alcohol que en las cepas
correspondientes que no lo prefieren y se ha sugerido una relaciéon directa entre la
actividad del receptor p y la preferencia por alcohol (de Waele et al.. 1995; de Waele
and Gianoulakis, 1997: Soini et al. 1999: McBride et al.. 1998). Evidencias
farmacoldgicas también sustentan la hipotesis de que ¢l receptor u participa de manera
fundamental en la conducta de alto consumo de alcohol. Antagonistas sclectivos y no-
selectivos de receptores opioides suprimen o reducen considerablemente ¢t consumo
voluntario de alcohdl en roedores (Froechlich et al., 1990; Froehlich et al., 1991;
Krishnan-Sarin et al. 1995), monos (Myers et al., 1986) vy humanos (Volpicelli et al.,
1992). Por ejemplo, en ratones C57BL/6 el naltrindol (un antagonista especifico para el
receptor &), pei‘o no la B-funaltrexamina (un antagonista especifico para el receptor p)
reduce el consumo de etanol (Lé ¢t al.. 1993). En ratas genéticamente seleccionadas
para preferir alcohol, tanto el ICI 174864 (un antagonista especifico para receptor §),
como dosis bajas de naloxona (antagonista no selectivo para receptores opioides),
reducen el consumo de etanol (Froehlich, et al.. 1990). Asimismo. la administracion de
antagonistas especificos para el receptor u, tales como el CTOP (D-Phe-Cys-Tyr-D-

Trp-Orri—Trh-Pen-Trh—NHz) (Hyytia, 1993) y la naloxonazina (H6nkanen et al., 1996),



reducefn' elféo_hsumo de etanol en ratas AA. La B-funaltrexamina también disminuye el
COI"IS_U[ﬁQ:dé alcohol en ratas Wistar (Stromberg et al.. 1998) y en cepas de ratas
seleccianadas" para un alto consumo de etanol (Froehlich, 1995). En pacientes
'alcohélicOS. la naltrexona disminuye el *“craving™ y el nivel de euforia inducidos por
etanol (O'Malley et al., 1992: Volpicelli et al.. 1992). Estos datos sugieren que la
ocupacion de los receptores opioides p y & es necesaria para mantener el alto consumo
de etanol  y que la activacién de los sistemas enddégenos encefalinérgico y -
endorfinérgico participa de manera importante en el consumo voluntario de etanol.
Datos recientes proporcionan una nueva evidencia de que el receptor p juega un papel
critico en los mecanismos de reforzamiento del ctanol. Los ratones “knockout™ del
receptor | no se auto-administran etanol (Roberts et al.. 2000); de hecho. el consumo de
.esta substancia en estos animales es similar al observado en ratones de la cepa DBA/2J.
los cuales son considerados como “evitadores™ de alcohol (Belknap et al., 1993;
Risinger et al., 1998).

Los resultados del presente estudio son consistentes con las evidencias mencionadas
anteriormente y sugieren que el receptor p participa de manera importante en las
acciones reforzadoras del etanol. Nuestros resultados muestran que una sola dosis aguda
de etanol in vivo afecta diferencialmente la union de [*H]-DAMGO en las vias meso-
accumbens y mesocortical. las cuales estian implicadas en los mecanismos cerebrales de
reforzamiento y recompensa. En el ATV, la union de [’H]-DAMGO disminuyo
significativamente (39.7%) 30 min después de la administracién de una dosis aguda de
etanol. Tambie’n encontramos un decremento significativo en la unién de [’H]-DAMGO
en la Cubierta del niicleo acumbens 1 h después de la administracion de ctanol. En
coﬁfrﬁste; 2 h 'después de la administracién, la unién de [PH]-DAMGO aumenté
signiﬁcativamente en las cortezas frontal (32.3%) y prefontal (38.1%). Estos cambios
podrn’an deberse a cambios en la afinidad del ligando por el receptor (Kd) y/o en el
numero de sitios (Bmax). Los cambios observados inducidos por etanol parecen ocurrir
diferencialmente dependiendo del area cerebral. Esta respuesta diferencial de los
subtipos de receptores opioides y. en particular. la diferente sensibilidad de los
receptores |t y & en distintas areas del cerebro (Khatami et al. 1987) podria estar
influenciada por su microambiente, incluyendo el estado fisico de los lipidos de la

membrana (Chin y Goldstein. 1977; Rubin y Rottenberg, 1983) y/o la naturaleza de las
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interacciones de los receptores con “proteinas de acoplamiento™ dentro de la membrana.
Ademas, diferencias intrinsecas en los mecanismos mediante los cuales factores
endégenos regulan la afinidad de los receptores p y 8 podrian afectar también la

‘re'sp>uesta a la substancia (Hoffman et al.. 1984).

Los_éambios en los receptores it podrian producir ciertos efectos especificos del etanol
en él ‘Sistema Nervioso Central (SNC)., incluyendo posibles alteraciones en la
'ré'g'l.kiylécfiénr de la actividad del sistema dopaminérgico mesolimbico (Khatami et al.
1987).‘ Asi, los cambios que observamos en la unién de [*H]-DAMGO podrian reflejar
repuestas especificas del receptor p a una dosis aguda de etanol in vivo en las vias

meso-accumbens y mesocortical del cerebro de la rata.

Nuestros resultados muestran que los cambios inducidos por etanol sobre la unién de
[JH]-DAMGO en las cortezas frontal y prefrontal. el nuicleo accumbens y el ATV
correlacionan con altos niveles de etanol en plasma. El nivel mas alto de ectanol en
plasma fue de 51.8 mg/dl 30 min después de la administracion de la droga y se
mantuvo alto (37.0 mg/dl) 2 h después de la administracién. Los cambios observados
sobre la unién de ~[3H]-DAMGO en respuesta a una dosis aguda de etanol. son
consistentes con las acciones. reforzadoras del alcohol (Di Chiara et al.. 1996: Koob,
1992; Yim et al., 2000).

Nuestros resultados concuerdan con los reportados por Yim y col. (2000). Estos autores
observaron que la administracion intraperitoneal in vivo de una dosis aguda de etanol (2
g/kg) aumenta significativamente la liberacion de DA en el nucleo accumbens. Los
niveles de etanol se mantienen altos (8 mM) en los dializados obtenidos del nacleo
accumbens atn 2 h después de la administracion de la droga: en cambio. la liberacion de
DA regresa a los niveles basales 1.5 h después de la administracion. Este estudio
muestra que una dosis aguda de etanol tiene efectos reforzadores y que se puede
desarrollar tolerancia aguda, lo cual podria ser relevante en los efectos reforzadores del
alcohol in vivo. Sin embargo. seria de gran interés evaluar los efectos de una sola dosis
aguda de etanol a largo plazo (i.e. 8 y 24 h después de la administracién) sobre la unién
de [BH]-DAMGO en estas regiones del cerebro, cuando los niveles de etanol en plasma

son indetectables.
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Lo’$ "‘cvan;ib'i,osrqde observamos sobre la unién de [3H]-DAMGO, podrian involucrar

meéanyismos' de regulacién positiva y negativa del receptor u en respuesta a una dosis
aguda de etanol in vivo. Se ha reportado que los receptores & son sujetos a regulacién
;»'homologa y heterdloga. La exposicidon de lineas celulares de neuroblastoma a agonistas
: para _cl receplor & induce una regulaciéon negativa del receptor (Thomas y Hoffman,
©1986; Law et al.. 1982; Law et al.. 1983; Belcheva et al.. 1992: Chamness et al., 1986
Léﬁv ét"él;. 1984: Chang et al.. 1982: Blanchard et al.. 1983). De manera inversa. los
: aﬁiagdﬁiStas opidaceos inducen una regulacion positiva del receptor 3 en lineas celulares
B néurohalés, cultivos neuronales primarios y animales intactos (Charness et al., 1986:
J-Baram y Simantov, 1983; Paden et al.. 1987). El ctanol también produce una regulacion
*posmva (heterbloga) del receptor & en células de neuroblastoma (Noronha-Blob et al..
1987).

Los cambios que observamos en este trabajo podrian involucrar mecanismos similares a
los arriba mencionados. La disminucién que encontramos en la union de [*H}-DAMGO
en el ATV y en la cubierta del nicleo accumbens podria deberse a una regulacion
negativa del receptor p inducida por etanol. Esta podria ocurrir por endocitosis mediada
por réceptores (Law et al., 1984; Blanchard ct al., 1983). como se ha sugerido para cl
receptor 8 en repuesta a sus agonistas (Thomas v Hoffman, 1986; Law et al., 1982; Law
ét al., 1983; Belcheva et al., 1992; Charness et al.. 1986). El etanol también altera la
liberacion de péptidos opioides endogenos, los cuales a su vez, podrian modificar la
unién del ligando al receptor. El etanol podria inducir cambios en la biosintesis de
péptidos opioiodes, lo cual podria llevar a un incremento en los niveles endégenos de
péptidos en pozas intracelulares disponibles para ser liberados. Consistente con esta
hipodtesis, se ha reportado que el etanol induce cambios importantes en los niveles de
péptidos opioides y de ARNm de los precursores correspondientes. El incremento que
produce una dosis aguda de etanol en los niveles de ARNm POMC en el hipotdlamo y
en la hipdfisis de las ratas P es mayor que en las ratas NP (Froehlich. 1995). El consumo
de alcohol también incrementa los niveles de Met’-encefalina-Arg®Phe’ en el nuicleo
accumbens y en la hipéfisis de ratas AA (Nylander. 1994). El alto consumo de alcohol
indurcreﬂl;xrn'a mayor expresion de encetalinas en el estriado y el cerebro medio de ratones

que prefieren alcohol. en comparacién con aquellos que no han sido expuestos a la
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drOﬂa (Ng et al 1996) Ademas, investigaciones llevadas a cabo en nuestro laboratorio
mdxcan que una dosis aguda de etanol /n vivo incrementa los niveles de ARNm de
Proencefalma (Pro-enk) en la corteza frontal. el ntcleo accumbens. el nicleo
paraventrlcular y los cuerpos mamilares del hipotdlamo de rata. con diferentes cinéticas
(De Gortari et al.. 2000). Por lo tanto, en esas regiones del cerebro. un incremento en la
expréSiéﬁ‘de los péptidos opioides en respuesta a etanol podria llevar a un aumento en
los niveles del péptido. En estas condiciones, la regulacion negativa del receptor n
inducida por etanol podria deberse a una estimulacion de la liberacion de péptidos

opioides enddgenos por la droga.

Por otra parte, diversos estudios han demostrado que los antagonistas opidceos y el
etanol producen una regulacidn positiva de receptores opioides en cerebro y en lineas
celulares de neuroblastoma (Lalhl y Collins, 1978 Tempel et al., 1984; Yoburn et al.,
1985; Charness et a‘ ‘1983 ‘Charness et al., 1986: Charness et al.. 1993). Nuestros

resultados muestr

2h despues de la administracion aguda de etanol in vivo. la

union de [H] DAMGO se mcrementa significativamente en las cortezas frontal y

prefrontal.  Este efecto podna deberse a una regulacidén positiva de los receptores
18 mduclda por etanol que podrla involucrar un aumento en la traduccién y/o en el

procesamlent . (el ~1ARNm del receptor. una disminucién en la degradacion, o un

incremento en la dlsponlblhdad de receptores latentes u ocultos en la membrana, tal
como se ha sugerldo para el receptor 8 en respuesta a la exposiciéon cronica a etanol en
lineas celulares de neuroblastoma (Belcheva et al.. 1992: Charness et al., 1993:
1991, Charness et al., 1986: Heron et al., 1981).

Belcheva et al.,’

Las evxdencms bnoqulmlcas y conductuales sugieren que la activacidn del sistema
dopammerglco mesohmblco es un evento clave en los mecanismos de reforzamiento v
recompensa del alcohol (Bozarth y Wise. 1983: Koob. 1992; Koob y Bloom, 1988:
Wise y Bozarth, 1982). Los estudios bioquimicos revelaron que la activacion de las vias
mesolimbicas de reforzamiento que involucran la liberacion de DA, es un proceso
critico en el desarrollo de las conductas adictivas (Herz. 1995). Los estudios de
microdialisis en ratas. muestran que una dosis aguda de etanol aumenta la concentracion
extracelular de DA en el nicleo accumbens (Di Chiara e Imperato, 1985; Imperato y Di
Chiara. 1986; Wozniak et al., 1991: Yoshimoto et al.. 1992a; Yoshimoto et al.. 1992b).
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Otros estudios muestran que el etanol aumenta la frecuencia de disparo de las neuronas
dopaminérgicas en el ATV. lo cual también lleva a un incremento en la concentraciéon
extracelular de DA en el nicleo accumbens (Brodie et al., 1990; Gessa et al., 1985). Por
otra parte, se ha reportado la presencia de receptores opioides en el sistema
k dopaminérgico mesolimbico (Pollard et al., 1977) y varios estudios sugieren que el
7 sistema opioide. endogeno estd intimamente relacionado con la transmisién
dopaminérgica en esta via (Herz, 1997: Spanagel et. al. 1992). El etanol interfiere con
los sistemas enddgenos de péptidos opioides (Herz, 1997). Asi, estos péptidos podrian
participar de manera fundamental como mediadores de las propiedades reforzadoras del
alcohol (Froehlich, 1995: Ulm et al. 1995).

Los receptores u y & parecen mediar la liberacion de DA inducida por etanol en el
nicleo accumbens (Di Chiara et al., 1996), ya que los antagonistas selectivos
(nal@xénacina, hréyltrindol) y no-selectivos (naloxona) de los receptores opioides py &
bloqucan este éfedto (Benjamin et. al. 1993: Di Chiara et al.. 1996 Acquas et al., 1993).
Estos datos sugieren que el alcohol probablemente no estimula directamente la
b‘libéracién de DA en las vias cerebrales de reforzamiento, si no que el etanol podria
estimular la liberacién de péptidos opioides, los cuales a su vez actuarian sobre los

receptores p:y & estimulando asi la liberacion de DA (Di Chiara ¢ Imperato, 1985).

Estos procesos podrian llevarse a cabo en diferentes regiones dependiendo de los

_~subt|p s plmdes involucrados.

DA mlentras que”a de U 69593 (agonista del receptor k) en el nucleo accumbens

dxsmlﬁuye la hberac:én de DA en esta regidon (Spanagel et al., 1992). Se ha sugerido
que el mcremento de éste neurotransmisor en ¢l nucleo accumbens ocurre a través de la
actlvacmn de los receptores p lo cual produce una disminucién del tono inhibitorio
ejercido por neuronas GABAGérgicas sobre los cuerpos celulares del ATV (Johnson y
North, 1992). Los receptores 3 y/o x podrian actuar en las areas terminales de las
neuronas dopaminérgicas regulando su actividad. (Figura 13 Basal) (Spanagel et al.,

1992; Herz, 1995). Segtin este modelo, un aumento en la transmision opioidérgica en el



ATV aumentaria la liberacion de DA en las dreas terminales de la via
mesocorticolimbica. En el nicleo accumbens los receptores n y 8 podrian participar en
la facilitacién de la liberacion de DA. mientras que el receptor x, localizado
_directamente sobre neuronas dopaminérgicas. la inhibiria (Figura 13 Basal). En el caso
de ias dreas terminales dopaminérgicas en la corteza prefrontal, podria llevarse a cabo

un mecanismo similar al propuesto para el nucleo accumbens (Figura 14 Basal).

Nuestros resultados concuerdan con el modelo propuesto. El cambio mas importante se
observé en el ATV. Como se menciond, es factible que la disminucién en la unién de
[3H]-DAMGO involucre una regulacion negativa inducida por alcohol. El etanol podria
aumentar la liberacion de B-endorfina (u otros ligandos endogenos de alta afinidad por
el receptor p). lo cual podria llevar a una endocitosis mediada por receptores. Si este es
el caso, se facilitaria la liberacion de DA en el nucleo accumbens (Figura 13 Etanol).
Existe también la posibilidad de que el receplor p se encuentre directamente sobre los
somas  dopaminérgicos en el ATV: en este caso ¢l decremento de la unidn observado
podria~réﬂejar una disminucién en ¢l namero de sitios y/o en la afinidad y por lo tanto
una disminucidén en la transmision opioidérgica. facilitando asi la liberacién de DA en
las terminales. De igual manera, la reduccién de la unién observada en la cubierta del
nicleo accumbens podria reflejar una disminucién en la transmisién opioidérgica v,
‘dado que los opioides tienen por lo general efectos inhibitorios, este proceso llevaria
también a un aumento en la liberacion de DA en esta region, si los receptores p
implicados en este proceso se encuentran localizados sobre las terminales
dopaminérgicas (Figura 13 Etanol). En contraste, en las cortezas frontal y pretrontal. se
observo un aumento importante en la union del ligando al receptor p en respuesta al
alcohol; por lo tanto. se podrian llevar a cabo mecanismos opuestos a los mencionados

(Figura 14 Etanol).
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Conclusiones. v Perspectivas

En resumen.. te trabéjo'deinostramos'que una sola dosis aguda de etanol in vivo

altera dlterencmlmente -la. umén de- k[3H]-DAMGO en las vias meso-accumbens v

mesocomcal del cerebro de la rala La respuesta bioldgica inducida por etanol agudo

-

podna mvolucrar mecanismos de rebulacmn positiva y negativa del receptor .

"i\luestros resultados sugleren que este receptor podria jugar un papel importante

"lnodtllando la acuwdad dopaminérgica de las vias meso-accumbens v mesocortical en
rcspuesta al alcohol. Los receptores 1t en el ATV y las cortezas trontal » prefrontal.
pai‘ecé estar involucrado de manera primordial en las respuestas in vivo a una dosis
‘aguda de etanol. En contraste. en el nacleo accumbens, tanto los receptores pt como los

R pcjdrian desempeiiar un papel importante en estos procesos.

Pafa'in\'/es‘tigvaciones futuras. seria necesario determinar si los cambios observados se
’dcben.-"a alteraciones especificas en la afinidad (Kd) y/o en la densidad del receptor pt
(Bnm.:\) en las estructuras cerebrales implicadas en las vias de reforzamiento. asi como
estudiar el efecto de una dosis aguda de etanol a largo plazo. Por otra parte.
coi1sidera|11os importante investigar que péptidos opioides estan participando en estos
prbcesos. Ademas, nos parece fundamental investigar que eventos de la transmision de
estos péptidos estan implicados en los mecanismos de reforzamiento y dependencia del
alcohol. asi como estudiar la interaccion entre los sistemas de ncurotransmisores v

neuromoduladores involucrados.

lnnlmeme. llevar a cabo traba_]os de investigacién como el presente. nos permitird

llcaar a un

meJor comprensnon de los mecanismos de reforzamiento del alcohol. lo cual
comrlbuma d

»manera lmportante en el desarrollo de nuevas estrategias para cl

u'uamlemo terapéunco del alcoholismo, adiccidén que actualmente representa un grave

probl:masqcnal v de. salud publlca

s
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ANEXO I. Secuencia de diversos péptidos neuroactivos.

Hormona estimulante de melanocitos (-
MSH)

Ac-SYSMEHFRWKPV-NH-

Hormona adenocorticotrépica (ACTH)

SYSMEHFRYGKPVGKKRRPVKVYPD
GAEDELAEAFPLEF

Péptido parecido a la corticotropina (CLIP)

RPVKVYPNGAEDESAEAFPLEF

Péptido E

YGGFMRVGRPEWWMRYQKRYGGFL

Péptido F YGGFMKKMDELYPLEVEEEANGGEV
LGKRYGGFM
Péptido B FAEPLPSEEEGESYSKEVPEMEKRYG

GFMRF

a—Neoendorfina

YGGFLRKYPK

ANEXO II. Los aminodcidos y sus abreviaturas.

) Nombre
Alanina

Cisteina

Acido aspirtico
Acido Glutamico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Lisina

Leucina
Metionina
Asparagina
Prolina
Glutamina
Arginina

Serina

Treonina
Valina
Triptofano
Tirosina
Fenilalanina
Tomado de Alberts et al., 1994,

Codigo de tres letras

Codigo de una letra
Ala
Cys
Asp
Glu
Gly
His
lle

Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gin
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr
Phe

M<E<AnROVZECR-IOMON>
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