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RESUMEN
La epidemia de adiccion a opioides ha sido un problema de salud publica mundial, sin un

tratamiento adecuado, que ha ido en aumento en los ultimos anos. Esta epidemia ha hido en
incremento debido al hecho de que muchos pacientes con distintos tipos de dolor son
comunmente tratados con opioides. Sin embargo, solo una pequefia fraccién de pacientes con
inflamacioén cronica desarrollan adiccién. Este efecto protector puede ser debido a la
Prostaglandina E2 ya que se ha encontrado que la inflamacion no dolorosa inducida por
carragenina reduce el reforzamiento inducido por morfina. Tomando esto en cuenta, la intencion
del presente estudio fue determinar si la administracion de Prostaglandina E2 en el sistema
nervioso central podria modular el reforzamiento inducido por la administracion de morfina. Para
probar esto, utilizamos el modelo de CPP con Prostaglandina E2 ICV y con antagonista del
receptor de Prostaglandina E2 . Se utilizaron ratas tipo wistar macho a las cuales se les realizo
una cirugia de colocacion de una canula intracerebroventricular bilateral y en el 7mo dia
postoperatorio se iniciaron sesiones de condicionamiento en el aparato de CPP. Se analizé la
preferencia de sitio inducida por morfina S.C y como esto se veia modulado por la
administracion ICV de Prostaglandina E2 o su antagonista. Encontramos una reduccion
significativa del reforzamiento inducido por morfina posterior a la administracion de
Prostaglandina E2 . Por otro lado, encontramos que este efecto se abolia por el antagonismo
del receptor de Prostaglandina E2 . Nuestros resultados sugieren que la Prostaglandina E2
podria disminuir el reforzamiento inducido por morfina lo que convertiria a esta molécula en una
posible diana terapéutica alternativa importante a estudiar para modificar o incluso prevenir la

adiccion a opioides.



ABSTRACT

Opioid addiction epidemic has been an upsurging world health issue with no adequate treatment.
This epidemic has been increased due to the fact that patients with several types of pain are
commonly treated with opioids. However, only a small fraction of patients with chronic
inflammation develop addiction. This protective effect may be due to PGEZ2 as it has been found
that non-painful carrageenan inflammation reduces morphine induced reward. Taking this into
account, the aim of this study was to determine if direct central nervous system PGE2
administration could modulate morphine induced reward. To test reward response, we used
morphine conditionate place preference (CPP) model with and without PGE2 or PGE2R
antagonist. Wistar rats were subject to a bilateral canula implantation surgery and conditioning
sessions were initiated on the 7" post-surgical day on the conditioning placed preference
apparatus. We analyzed morphine induced place preference and how central nervous system
administration of either PGE2 or PGE2 antagonist could alter morphine induced CPP. We found
a significant reduction of morphine induced reward after PGE2 administration. Moreover, we
found that this effect was reversed by PGE2 receptor antagonism. Our data suggests that PGE2
may reduce morphine induced reward making it an important drug-target research alternative to

explore the possibility of modifying or even prevent opioid addiction.



1. INTRODUCCION

Este proyecto nace para abordar un problema de salud mundial, la adiccidn, que actualmente
carece de terapias farmacoldgicas seguras y eficaces. Si bien existe gran cantidad de evidencia
del papel de la inflamacion como mecanismo involucrado en la generacion de adiccion, poco se
ha explorado a las moléculas pro- y anti- inflamatorias involucradas durante los procesos
adictivos.

Esperamos que los datos obtenidos en este proyecto revelaran informacién novedosa que
evidencie la importancia de los mecanismos inflamatorios como promotores y moduladores de
los procesos adictivos, lo cual a su vez podria eventualmente llevar a la identificacion,
caracterizacion y evaluacién de blancos farmacologicos que pudieran incorporarse como
nuevos tratamientos complementarios a los esquemas actuales en el manejo terapéutico de la

adiccion.

1.1. Adiccion
La adiccion, también llamada dependencia a sustancias (2, 3), es una enfermedad cronica y

recidivante que se caracteriza por compulsién e impulsion en la busqueda y la obtencidén de una
sustancia de abuso. Esta busqueda se da sin importar los riesgos, consecuencias y/o problemas
sociales que conlleve. También involucra la dificultad para limitar su consumo y la presencia de
un estado emocional lesivo conocido como sindrome de abstinencia, que se presenta cuando
se limita el acceso a una sustancia de abuso (4, 5). Los conceptos de abuso de sustancias y
dependencia de sustancias, antes del 2013, eran definidos como dos entidades patologicas
diferentes (3); sin embargo, en ultimas fechas se les define como un mismo constructo
denominado: desoérdenes del uso de sustancias y se clasifican en un rango que va de leve,
moderado y severo segun la cantidad de criterios diagndsticos que cumplan (5, 6). En el DSM-
V el término adiccidén, es sinbnimo de la clasificacion “severo” de desordenes del uso de
sustancias. (6)

Dos caracteristicas importantes de la dependencia a sustancias son la impulsion y la

compulsion. La impulsidn es la excitacion o la tension irresistible antes de cometer el acto, una



predisposicién de tener reacciones no planeadas y rapidas sin importar las consecuencias,
seguido de la culpa o arrepentimiento posterior a consumir la sustancia de abuso (5). Por el
contrario, la compulsion es la ansiedad o estrés antes de cometer el acto caracterizado por
acciones repetitivas o perseverantes, que se mitiga posterior al consumir la sustancia de abuso.
La impulsidon se asocia con el reforzamiento positivo mientras que la compulsion se asocia al
reforzamiento negativo. (6, 7). A pesar de que la compulsion y la impulsién tienen respuestas
contrarias, ambas coexisten en todas las etapas de la adiccion (5). Existen dos tipos de
comportamiento compulsivo, el consumo compulsivo de una sustancia de abuso y la busqueda
compulsiva de la sustancia de abuso (8). Ambas tienen sustratos anatémicos distintos por lo
que es de suma importancia identificar en que se distinguen y conocer sus estadios (8).

1.1.1 Epidemiologia
Actualmente, las adicciones son un problema de salud mundial. Se calcula que

aproximadamente 284 millones de personas hicieron uso de alguna sustancia de abuso en el
afno 2020; de los cuales 61.3 millones utilizaron algun tipo de opioide y solo 1 de cada 6 de
estas personas se encuentran en tratamiento. Mundialmente se estiman aproximadamente
500,000 muertes al afio asociadas al uso de sustancia de abuso y, de éstas, aproximadamente
el 70% estan relacionadas al uso de opioides de acuerdo a la organizacion mundial de la salud.
(World Health Organization. "International Classification of Diseases for Mortalility and Morbidity
Statistics Eleventh Revision." World Health Organization: Geneva, Switzerland,2021). Por otro
lado, se estima que 0.4% de la poblacion de entre los 15-64 afos consume opioides (9). De
éstos, el 23% de los consumidores desarrollaran adiccion (10). En fechas recientes, en Estados
Unidos existe una crisis de muertes por sobredosis de opioides (68,630 muertes en 2020) (11);
lo que situa a las adicciones a opioides como la primera causa de muerte por sustancia de
abuso en EU (12). En México, las adicciones también representan un problema de salud publica
si tomamos en cuenta la informacién publicada en 2021, en dénde se reporta que
aproximadamente 2.5% de los mexicanos han probado un farmaco psicoactivo en el ultimo afio
y que existen hasta 564,000 personas que ya han desarrollado dependencia a alguna droga
psicoactiva en nuestro pais (13).



1.1.2 Estadios de la adiccién
El proceso de adiccion se lleva a cabo a través de tres etapas progresivas y ciclicas: 1)

Intoxicacion/atracones, 2) Abstinencia/afecto negativo y, 3) Preocupacién/anticipacion (deseo)
(2, 5). Si este proceso se continua de manera cronica se agrava, generando neuroplasticidad,

cambios en el sistema de recompensa, en el sistema de estrés y en las funciones ejecutivas

(5).

Intoxicacion/atracones: Esta primera etapa comprende desde el incio del consumo de la
sustancia de abuso hasta cuando se terminan sus efectos heddnicos. Cuando se consume por
primera vez una sustancia de abuso o, posteriormente, con las sefales que se asocian a su
consumo (ambientes, personas, lugares, etc.) las células del mesencéfalo liberan grandes
cantidades de dopamina (14, 15). Esta liberacion de dopamina se da de manera fasica
activando al receptor de dopamina D1(16). La activacion del receptor D1 es esencial en la
primera etapa de la adiccion ya que otorga las cualidades de recompensa a la sustancia de
abuso y genera las respuestas de acondicionamiento, de asociacion y de aprendizaje (17, 18).
En humanos se han realizado estudios de imagen con tomografia por emisién de positrones
donde se encontré que el consumo de alcohol y cualquier sustancia adictiva libera dopamina y
péptidos opioides en la estria ventral. (19, 20). La activacion de la estria ventral lleva al
reclutamiento del circuito de recompensa: estria dorsal- globo palido — talamo -corteza
resultando en la formacién de habitos o habituacion lo que lleva a la compulsion de la sustancia
de abuso (21).

Abstinencia/afecto negativo: En la segunda etapa del proceso, cuando el efecto de la sustancia
de abuso se disipa, se presenta el llamado sindrome de abstinencia, que se caracteriza por
presentar irritabilidad, malestar, dolor fisico y emocional, anhedonia, estrés cronico, depresion,
ansiedad, disforia e hiperalgesia (22). Es importante comentar que una vez que el consumo de
la sustancia de abuso se vuelve cronico, la misma dosis que la persona consumia de inicio no
le genera la misma recompensa, hecho al que se le conoce como tolerancia. La tolerancia
sucede porque, con el tiempo, la sustancia de abuso deja de liberar las mismas cantidades de
dopamina que liberaba de inicio (23); y cuando esto sucede, los pacientes usualmente
incrementan la dosis para lograr el mismo efecto. Cuando la sustancia de abuso se deja de



consumir, los niveles basales de dopamina se mantienen bajos, dejando al sistema de
recompensa mucho menos sensible a estimulos (24, 25). De esta forma se incrementa el
sindrome de abstinencia y por lo tanto las recaidas (26). El sindrome de abstinencia es una de
las principales razones por la cual las personas adictas recaen. Esto es debido a que para aliviar
estos sintomas vuelven a consumir la sustancia de abuso; a esto se le llama “reforzamiento
negativo”(6). Por otro lado, el mismo consumo crénico y, por lo tanto, los incrementos de
dopamina constantes, generan neuroplasticidad en los circuitos del sistema de recompensa y
en el sistema de anti-recompensa sobre todo en la amigdala extendida (27). Normalmente el
sistema de anti-recompensa se encarga de generar homeostasis en este sistema por medio de
neurotransmisores como el factor liberador de corticotropina y la dinorfina (28). Sin embargo,
en el cerebro de una persona adicta la neuroplasticidad generada por el consumo cronico de la
sustancia de abuso hace que estos neurotransmisores y la via hipotalamo — hipdfisis —
suprarrenales se encuentre desregulada. Esta desregulacion causa elevacion de la dinorfina,
de la hormona adrenocorticotropa, corticoesterona y el factor liberador de corticotropina de la
amigdala(5, 29). Todas estas alteraciones hacen que las personas se encuentren mas

susceptibles al estrés y a emociones negativas durante la etapa de abstinencia (25).

Preocupacién/anticipacion (deseo): Si la persona logra atravesar el proceso de abstinencia sin
volver a consumir la sustancia de abuso, llega al estadio donde la principal manifestacion es la
preocupacion y el deseo por la sustancia. Es durante esta etapa cuando el individuo retoma el
comportamiento de busqueda de la sustancia de abuso (5). En este estadio la principal razén
de recaida ya no es para aliviar los sintomas del sindrome de abstinencia, sino la anticipacion
de los efectos de recompensa de la sustancia de abuso, es decir satisfacer el “deseo”(7). En
estudios de imagenologia se demostrd que los niveles basales de dopamina en una persona
con dependencia son bajos en el area orbitofrontal medial y lateral, y en el cingulo anterior
ventral y dorsal. Sin embargo, en episodios donde el deseo por sustancia de abuso esta a
niveles maximos se eleva la dopamina y se activa el sistema de recompensa (5). En personas
dependientes, el deseo por la sustancia de abuso y por lo tanto las recaidas, pueden ocurrir por
exposicion temprana a las sustancia de abuso, exposicion a sefiales que se asocien al contexto
de consumo de la sustancia de abuso y por estrés (7). Cuando existe exposicion temprana a

sustancia de abuso se activan dos vias; neuronas dopaminérgicas que van del AVT al NAC, y

10



neuronas glutamatérgicas que van de la corteza prefrontal medial al nucleo acumbens y al globo
palido (30). Por otro lado, al haber exposicion a sefiales asociadas al consumo de la sustancia
de abuso, se activan proyecciones que van de la amigdala basolateral a la corteza prefrontal
medial (31). Finalmente, el estrés aumenta la liberacion de noradrenalina y de factor liberador

de corticotropina activando la amigdala central y el nucleo de la cama de la estria terminal (4).

1.1.3 Sistema de recompensa
Los procesos adictivos tienen una relacion fundamental con los efectos de la dopamina en

diferentes areas cerebrales. Considerando su importancia, primero se describira la dopamina
como molécula y sus sitios de actividad en el sistema de recompensa y posteriormente se hara

una descripcidn de la relacién entre estas diversas areas para crear un sistema.

La DA es una catecolamina, que tiene una estructura quimica de catecol (un anillo de benceno
con dos grupos OH, hidroxilo) con un sustituyente etilo que termina en un grupo amino (NH2) -
fenietilamina (CgH11NOz2). Se produce tanto en la SN como en el AVT por medio de un
mecanismo bioquimico en el cual la fenilalanina es transformada en tirosina y posteriormente la
tirosina es transformada, por medio de la enzima llamada TH, en el precursor de la dopamina
la molécula conocida como L-DOPA. De hecho, uno de los métodos de medicion de la dopamina
es analizar la concentracion de TH por inmunohistoquimica. Todos los grupos productores de
DA se designan como grupo de células A. Estos grupos liberan catecolaminas, principalmente
noradrenalina y dopamina, y éstos son subdivididos en grupos que contienen DA en areas
nombradas de la A8 ala A16. Las células del area A8 se encuentran principalmente en el campo
retrorubral y el area A9 esta localizada en la sustancia nigra pars compacta y tienen
proyecciones al ED. Todas estas células constituyen la via nigroestriatal, la cual esta
involucrada en el control motor y en el comportamiento de busqueda de objetivos. (32, 33). Las
células de las areas A8 y A9 tienen proyecciones al estriado, a areas del sistema limbico y a
areas corticales. Las células A10 se encuentran localizadas en el AVT y contienen proyecciones
al NAC, a la corteza prefrontal y a otras areas limbicas. Este grupo de células constituye las vias
mesolimbicas y mesocorticales que estan relacionadas con los reforzamientos positivos y
negativos secundarios a la recompensa, asi como la toma de decisiones (34). La disfuncion en

cualquiera de estas areas se encuentra relacionada a diversos tipos de enfermedades
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neuropsiquiatricas como la enfermedad de Parkinson, la adiccidn, la depresion y la

esquizofrenia.

El AVT consiste en un 60-65% de neuronas dopaminérgicas, un 35% aproximadamente de
neuronas GABAérgicas y en menor medida (2-3%) de neuronas glutamatérgicas (35). Las
neuronas dopaminérgicas pueden ser subdivididas de acuerdo a su localizacion relativa a los
ejes rostral/caudal o medial/lateral. Dentro de la parte lateral del AVT se encuentra un area
conocida como area parabraquial pigmentada que se encuentra contigua a la sustancia nigra
rostral y al nucleo paranigro. Todas estas areas son ricas en neuronas dopaminérgicas. EIl AVT
envia diversas proyecciones al NAC; por ejemplo, las neuronas dopaminérgicas en la region
dorsolateral proyectan tanto a la corteza como al nucleo del NAC, asi como a la corteza prefrontal
media. Del mismo modo, las neuronas dopaminérgicas del AVT dorsomedial proyectan a la

parte media de la corteza del NAC.

El NAC es el area ventral del estriado y es reconocido como el centro principal de la conducta
asociada a la recompensa. Esta incluye el aprendizaje y procesos motivacionales y esta
directamente relacionada con las vias dopaminérgicas del AVT. Esta dividido en dos
subregiones: una central llamada nucleo (“‘core’en inglés) que esta localizada medial y
ventralmente rodeando la comisura anterior y una capa externa conocida como corteza
(“shell’en inglés) que se extiende lateralmente alrededor del nucleo y puede ser subdividida en
area lateral y area medial. Estas estructuras son diferentes histologica, electrofisioldgica y
funcionalmente, y hacen conexiones aferentes y eferentes distintas, lo que sugiere que tiene
funciones diferentes también (36). EI NAC recibe, ademas de las vias dopaminérgicas
provenientes del AVT, vias glutamatérgicas del hipocampo, la corteza prefrontal, la amigdala
basolateral y el talamo (37). Cabe mencionar que las vias dopaminérgicas en el AVT medial y
posterior tienen proyecciones dopaminérgicas selectivas tanto al shell como al core medial
mientras que las vias dopaminérgicas del AVT lateral posterior y anterior se proyectan al area
lateral del shell. Por su parte, el nucleo recibe vias de la parte dorsal de la corteza prefrontal
media y de la amigdala basolateral. Por otro lado, las proyecciones salientes también difieren
entre estas regiones. Las vias principales de salida del NAC son al palido ventral, al globo palido

y al hipotalamo lateral. El nucleo envia proyecciones al estriado dorsal y a la sustancia nigra
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pars reticulata. La corteza, por su parte proyecta a la parte media del palido ventral, al
hipotalamo lateral, al AVT y a la amigdala central. Por lo tanto, es probable que el nucleo del
NAC envie proyecciones predominantemente al sistema motor involucrado con la ejecucién de
una accion mientras que la corteza esté conectada principalmente al sistema limbico
subcortical. Basados en estos datos, se considera que estas estructuras tienen funciones
diferentes, particularmente en relacion con los comportamientos relacionados a la recompensa.
Por ejemplo, se piensa que el core esta involucrado en el aprendizaje y seleccion de acciones
durante un comportamiento dirigido por metas mientras que el shell parece estar involucrado
en respuestas emotivo-emocionales relacionadas con respuestas consideradas de valor (38,
39).
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Figura 1. Sistema de recompensa (1). Esquema de las proyecciones dopaminérgicas primarias del Sistema
de recoempensa. ElI AVT (VTA) es la fuente principal de DA en el sistema de recompensa. La amigdala
(AMY) contribuye en el aprendizaje emocional y la consolidacién de la memoria. EI NAC (NACC) es el
componente central de la motivacion y el valor hedénico. EIED (DTS) es la base para la formacion de habitos.

La corteza prefrontal (PFC) esta involucrada en la planeacion y toma de decisiones. El hipocampo (HIP) es
crucial en el aprodizaje asociado a contexto y a sefiales relaciondas con el consumo.

1.1.4 Modelos animales en el estudio de las adicciones
El estudio de las adicciones ha tenido grandes avances gracias a los modelos animales y a los

estudios de imagenologia en humanos. Debido a la complejidad del proceso de adiccion se
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han desarrollado varios modelos que intentan reproducir etapas especificas del proceso adictivo
para aumentar la validez de los hallazgos; entre mayor concordancia exista entre los signos y
sintomas especificos de cada etapa en particular, mayor es la validez del modelo (40).

Los especialistas reconocen que los modelos animales deben de tener 2 fortalezas principales:
la habilidad para transformar a un animal sin contacto previo con el farmaco de abuso en un
adicto y la capacidad de permitir el estudio de las consecuencias neuroquimicas, fisiolégicas y
farmacodinamicas de la exposicion cronica a la sustancia de abuso. En estos modelos la
variable dependiente principal es conductual, ya sea en forma de nivel de actividad, o tiempo
que el animal pasa en un cuadrante relacionado con un estimulo condicionado o numero de
veces que presiona una palanca o cantidad total de farmaco ingerido, y se clasifican en modelos
condicionados y no condicionados. En el presente proyecto utilizamos el modelo de CPP. CPP
es un modelo basado en el condicionamiento clasico y ampliamente usado para estudiar
conductas asociadas a la recompensa enfatizando la importancias de las sefiales ambientales
y el contexto que son de suma importancia en el desorrllo de las conductas adictivas (41).

1.1.5 Neuroinmunologia de las adicciones
En los ultimos afos, se ha demostrado ampliamente que el sistema inmune forma una parte

crucial en el proceso de adicciéon (42). Cuando los opioides entran al cuerpo se genera una
activacion glial dependiente de TLR en la médula espinal y en el cerebro. De manera crénica
las opioides generan una respuesta neuroinflamatoria, elevando los niveles de IL-13 y TNF-a
por activacion del TLR4 (43). Esto lleva a un aumento del tono glutamatérgico y dopaminérgico,
oponiéndose al efecto analgésico de los opioides y aumentando la dependencia, el sindrome
de abstinencia y por lo tanto la adiccion (7, 44).

Por otro lado, al bloquear los TLR y/o disminuir la activacion glial durante el consumo de
opioides, disminuye la alodinia y los efectos adversos de los opioides manteniendo su eficacia
analgésica (44, 45). Ademas, en varios estudios se ha demostrado que el bloqueo completo o
parcial de TLR4 disminuye el proceso de adiccidén en sus 3 estadios (7). También se ha visto
que, con la administracion de atenuadores de la glia, como el ibudilast, disminuye la
concentracion extracelular de la DA en el NAC (46) y se reduce significativamente la recompensa
en el modelo de condicionamiento de preferencia de sitio (47). En otros estudios se demostro
que la respuesta inflamatoria también puede afectar la liberacion de dopamina en el SNC (48),
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ademas se ha demostrado que la inflamacién dolorosa inducida por carragenina disminuye la
recompensa a la morfina en el modelo condicionamiento de preferencia de sitio (49). En este
modelo de carragenina la respuesta inflamatoria se atribuye principalmente a la Prostaglandina
E2 (50).

Las prostaglandinas son eicosanoides derivados de lipidos de membrana que cuentan con una
gran variedad de funciones tanto inmunitarias como no inmunitarias. En este proyecto nos
enfocaremos en la actividad de la Prostaglandina E2, debido a que existe evidencia que muestra
su capacidad para suprimir rapidamente y en gran cantidad la expresion de los receptores TLR4
por incrementos en el AMPc intracelular (51). Por ejemplo, Degraaf y cols. (2014) demostraron
que la administracion de 200 nM DE Prostaglandina E2 es capaz de disminuir a las 24 hrs el

40% de la expresion de los receptores TLR4, y por lo tanto disminuir la liberacion de TNF-a (52).

1.2 Opioides
Los opioides son un grupo de moléculas que se encuentran de manera natural en la planta

Papaver somniferum, conocida también como planta del opio. Por mas de 4,000 afios, han sido
usados para reducir el dolor o para causar euforia. En 1806, Sertlrner aisl6 por primera vez el
ingrediente activo de esta planta y lo llamé morfina en honor al dios griego del suefo, Morfeo.
Desde su descubrimiento, este alcaloide débil fue usado para el manejo del dolor postoperatorio
y como adyuvante anestésico. Por desgracia, la morfina rapidamente mostré un gran potencial
adictivo, asi como una baja seguridad en su uso. Debido a esto, diversos esfuerzos se han
encaminado en la busqueda de alternativas que puedan aliviar el dolor, pero sin el riesgo de

inducir dependencia y/o adiccidén, como se describira mas adelante

1.2.1 Tratamiento de la adiccidon a opioides
Pese a la gran cantidad de informacion que se ha obtenido en los ultimos afios acerca de la

base fisiopatologica de las adicciones, aun estamos lejos de tener un tratamiento 6ptimo para
las personas adictas. Esta falta de eficacia en el tratamiento se debe a la alta tasa de recaidas
que se presentan aun posterior a un largo periodo de abstinencia. En general se acepta que las
adicciones requieren de un tratamiento multidisciplinario para lograr un control a largo plazo de

la enfermedad y el automanejo de la persona adicta (53). Lo mas importante para lograr un
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tratamiento exitoso es que la persona se reconozca como adicto. Las personas que no se
reconocen como tal o que se reconocen pero no aceptan tratamiento, generalmente dejan el
tratamiento y recaen (54).

Para decir que el tratamiento fue exitoso algunos investigadores consideran que la pauta a
tomar es la abstinencia mantenida. Sin embargo, la mayor parte de los profesionales de la salud
reconocen como un tratamiento exitoso lograr que la persona mantenga de manera voluntaria
un proceso de cambio en su estilo de vida, caracterizado por la mejora en su salud y bienestar,
con una vida de auto-control, ciudadania y esfuerzo para lograr su maximo potencial; a lo que
definen como “recuperacion” (54-56).

Hasta ahora el tratamiento para las adicciones que ha presentado mayor eficacia es el
proporcionado por los centros de rehabilitacion; en donde se promueve la terapia individual y
grupal por medio de personal calificado que los motivan a continuar en el tratamiento y a la
participacion de terapeutas que ayudan a eliminar los factores que predisponen al consumo de
la sustancia de abuso; como el estrés ocasionado por problemas familiares, sociales y laborales.
Un ejemplo de este tipo de programas es el de “Los 12 pasos” (57).

En cuanto a los tratamientos farmacoldgicos aun estamos muy lejos de tener un tratamiento
eficaz y seguro. Actualmente los mas usado como tratamiento para las adicciones a los opioides
es el uso de agonistas como la metadona o agonistas parciales como la buprenorfina para
disminuir los sintomas del sindrome de abstinencia y el deseo compulsivo de consumir el
farmaco (58). Los antagonistas opioides como la naltrexona se usan para prevenir la muerte
por sobredosis de opioides (59).

Recientemente se han empezado a probar nuevos tratamientos farmacoldgicos para ayudar en
el tratamiento contra las adicciones; un ejemplo de esto es el ibudilast; un atenuador glial que

actualmente se encuentra en protocolos clinicos.

1.2.2 Tipos de opioide y su historia
Las sustancias de tipo opioide son moléculas que pueden interactuar ya sea como agonistas o

antagonistas con los receptores endogenos de opioides conocidos como Mu, Kappa y Delta.
Los opioides naturales fueron conocidos por primera vez cuando en 1898 se sintetiza por

primera vez la heroina y se pronuncio su uso como una molécula mas potente que la morfina.
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En 1939 se descubre por serendipia la meperidina, la primera molécula con una estructura
completamente diferente a la morfina. En 1946 se sintetiza por primera vez la metadona, una
molécula no relacionada estructuralmente, pero con propiedades farmacoldgicas similares a la
morfina. En 1942 aparecio la nalorfina, considerado como el primer antagonista de opioides.
Esta molécula tiene también un efecto analgésico a pesar de tener efectos antagdnicos con
otros opioides, debido a su capacidad de inducir respuesta agonista y antagonista al inetractuar
con los receptores opioides. A pesar de su eficacia, clinicamente su uso fue moderado ya que
produce ansiedad y disforia, sin embargo, esta molécula fue la precursora de la naloxona, un
antagonista opioide especifico (60).

Posteriormente se descubrieron algunas moléculas de tipo peptidico que pueden ejercer el
efecto de los opioides de manera enddgena y a estos se les dio el nombre de péptidos opioides.
En 1975 se describieron por primera vez los pentapéptidos met-encefalina y leu-encefalina 'y se
descubrié otra molécula que habia sido previamente nombrada beta-endorfina, un fragmento
de beta-lipotropina. En 1981 se descubrio otro grupo de péptidos que fueron definidos como
dinorfinas. El cuerpo humano de manera enddégena desarrolla estos péptidos los cuales forman
parte de otra proteina precursora. En mamiferos existen 3 proteinas precursoras llamadas
proencefalina, prodinorfina y proopiomelanocortina. De la proencefalina surgen seis met-
encefalinas y una leu-encefalina. Por otro lado, de la prodinorfina también se sintetizan péptidos
activos entre los que estan la dinorfina A, la dinorfina B, la alfa-neoendorphina y la beta-
neoendorfina. Por ultimo, la proopiomelanocortina es precursora de la corticotropina, de la alfa-
melanotropina y de la beta-endorfina.

Los opioides semisintéticos son sintetizados a partir de alcaloides opioides naturales y son
estructuralmente similares a la morfina (oxicodona, hidréxido a, oximorfona y heroina). Los
opioides sintéticos presentan una estructura quimica diferente a la morfina siendo un ejemplo
muy comun el fentanilo. El fentanilo fue desarrollado en 1960 y se usé inicialmente como
analgésico e inductor anestésico. A partir de esa molécula surgieron otras como el sufentanil,

remifentanil y el alfentanil los cuales tienen solo usos quirurgicos (61).

1.2.3 Morfina
La morfina es un alcaloide natural que fue aislado, por primera vez en 1805, a partir de la planta

del opio. Su estructura molecular fue determinada adecuadamente en 1927 y fue sintetizada
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inicialmente en 1952, actualmente se formula principalmente como una sal sulfatada. Esta
molécula consiste en 5 sistemas de anillos fusionados. Tiene 16 atomos de carbon siendo 5 de
ellos asimétricos lo cual resulta en una levorotacién molecular pronunciada, siendo activo el

levoisdmero mientras que el dextroisomero es inactivo. (62)

El manejo analgésico con este farmaco inicia, en pacientes que nunca han usado opioides, con
una dosis baja de entre 2.5 y 10 mg por dia. Esta ultima dosis se ha demostrado que aumenta
las concentraciones plasmaticas hasta 400 ng/ml siendo la dosis minima analgésica inicial
reportada de 65 ng/ml. Una vez en suero, la vida media del farmaco se encuentra en un rango
de entre 1.4 y 3.4 horas por lo que, siendo un farmaco con farmacocinética linear, su
administracion clinica debe ser cada 4 horas. En cuanto a su distribucidén, a pesar de ser un
farmaco poco liposoluble, se distribuye rapidamente del compartimento central a tejidos
altamente perfundidos como los pulmones, el rindbn o el higado y tiene un volumen de
distribucién que oscila entre los 2.1 y los 4 L/kg. En el caso del SNC, debido a la poca solubilidad
de la molécula, su paso a través de la barrera hematoencefalica es retardada y el efecto maximo
no ocurre sino hasta 20 minutos después de la administracion intravenosa. Posteriormente, el
mecanismo de metabolismo mas comun de la morfina es el de la conjugacion por
glucuronidacion, siendo el higado el principal 6érgano involucrado. Este proceso aumenta la
solubilidad en agua de la molécula lo que facilita su excrecion. Aproximadamente el 90% de la
morfina se transforma en conjugados de glucuronido como el M3G y el M6G. El M3G tiene una
baja union a los receptores de morfina, sin embargo, el M6G es un metabolito activo y tiene 45
veces mas actividad que la morfina en los receptores y cuando se administra via
intracerebroventricular. Ambos metabolitos son excretados via renal y aumentan su tiempo de

vida media en casos de insuficiencia renal (63).

1.2.4 Fisiopatologia del proceso adictivo a morfina
Al igual que todas las sustancia de abuso, los opioides generan recompensa por aumento de

dopamina en la via dopaminérgica del mesencéfalo (7). De hecho, existen estudios
electrofisiolégicos que demuestran que la administracion intravenosa, sistémica o local de la
morfina incrementa la frecuencia de disparo de las neuronas dopaminérgicas del area ventral

tegmental. Este aumento de frecuencia de disparo se asocia con la liberacion de DA en el NAC
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(64). La liberacion de dopamina se debe a una desinhibicion de las interneuronas inhibitorias
de las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral. Estas interneuronas tienen gran
cantidad de receptores p-opioides que cuando se unen opioides exogenos hiperpolarizan la
membrana de las interneuronas, disminuyendo su actividad y por lo tanto la liberacion de GABA
(65). De esta manera al reducir la inhibicién basal existe un aumento de liberacion de DA en el
NAC (7). Por otro lado, el consumo de opioides de manera crénica disminuye la expresion de los
receptores u en la superficie celular, reduce la afinidad que tienen estas moléculas por el
receptor y por lo tanto disminuyen las sefales intracelulares (66). Todo esto hace que disminuya
la capacidad de los opioides para mantener un tono inhibitorio y por lo tanto la misma dosis de
opioides no genera la misma liberacion de dopamina.

Como ya hemos mencionado anteriormente, la dopamina es sumamente importante para
generar el comportamiento de busqueda de sustancia de abuso, sin embargo, para los efectos
heddnicos, de recompensa y aprendizaje de la recompensa no es esencial (67). De hecho, se
ha demostrado ampliamente que el incremento de dopamina no es la unica via por la cual los
opioides generan adiccion; existe evidencia de vias independientes de dopamina que generan
los procesos de reforzamiento inducidos por opioides de entre los cuales, los mediados por el
sistema neuroglial son los menos estudiados pero los mas relevantes para nuestra investigacion

por lo que seran descritos a detalle en los proximos parrafos (68).

1.2.4.1 Bases neuroinmunoldgicas de la adiccion a morfina
Como se comento previamente, la relacion que guarda el sistema inmune es fundamental para

la instauracion y el mantenimiento de un proceso adictivo a la morfina y a todos los opioides en
general por lo que en las siguientes lineas ahondaremos mas sobre esta premisa. Inicialmente
discutiremos los efectos directos de la morfina en las células gliales y en el sistema neuroinmune
en general. Posteriormente hablaremos de las interacciones de los opioides en la comunicacion
neuroglial y finalmente se expondra como estos cambios producen alteraciones en la conducta
de busqueda y consumo de morfina.

Las células gliales pueden ser identificadas por marcadores generales como el IBA1, Cd11b y
el CX3CR1 para la microglia y por GFAP, S100b y GLT1 para los astrocitos. Tanto GFAP como
IBA1 son marcadores que aumentan significativamente durante la activacion glial o durante la

presencia de dafo. De hecho, como respuesta a un estimulo potencialmente dafino, se genera

19



una alteracion morfologica y transcriptomica de ambos tipos de célula. Esta activacion glial
genera un aumento de tamafo del soma, un cambio de morfologia y, generalmente, un aumento
en la proliferacion de las células. Ademas, una vez iniciado este proceso, tanto la microglia
como los astrocitos liberan factores proinflamatorios que son, a su vez, moduladores de la
respuesta neuronal y glial aledafia. De entre estas moléculas las citocinas proinflamatorias
como el TNF- q, las interleucinas, las quimiocinas y/o las prostaglaninas son liberadas en una
mayor concentracion (69, 70). En el momento en que el complejo neuroastroglial se encuentra
en contacto con una molécula opioide, se desencadenan diversos efectos. Por ejemplo, se ha
encontrado que el tratamiento con morfina disminuye la expresion de las MCP-1 y MIP-18 al
mismo tiempo que aumenta la expresion de receptores CCR2b, CCR3 y CCRS aparentemente
por mecanismos involucrados en las vias MAPK y CREB (71). Del mismo modo, se ha
encontrado que la activacion de astrocitos con morfina induce la liberacion de microRNAs como
el miR-138, lo cual aumenta la activacién de la microglia por un mecanismo relacionado con el
TLRY7 (72). Por otro lado, Liang y cols., (2016) demostraron que la morfina aumenta la sintesis
de IL-1B y la expresion del receptor P2X4R por un mecanismo dependiente del receptor TLR4
(73). Este hecho coincide con el hallazgo de una expresion aumentada de TLR4 en
adolescentes, lo que podria tener relacion con los mecanismos facilitadores para la adiccion a
opioides en aquellas personas que inician su uso durante la adolescencia (74). Por otro lado,
se ha encontrado que la administracion de morfina genera una liberacion directa de TNFa
mediada por una via dependiente de NF-kb (75). También se ha encontrado que la exposicién
repetida con morfina aumenta significativamente la concentracion de RNAm de la proteina
CXCL12 asi como su expresion en células del AVT por mecanismos epigenéticos (76). Una vez
activado el sistema astroglial se genera también una alteracion en los mecanismos neuronales
adyacentes por varios mecanismos. Primero que nada, se ha demostrado que la liberacion glial
de citocinas y quimiocinas puede alterar la sintesis y liberacién de diversos neurotransmisores
asi como la actividad neuronal y la plasticidad sinaptica (77). Por otro lado, se ha demostrado
en diversos estudios que el TNFa regula la actividad sinaptica por mecanismos glutamatérgicos
como el trafico aumentado del receptor AMPA o la liberacion de glutamato por los astrocitos
(78). Al mismo tiempo, el TNFa disminuye la actividad de sinapsis inhibitorias ya que promueve
la endocitosis de receptores GABAa y aumentan la excitabilidad sinaptica aumentando
receptores AMPA en la superficie de la célula (79). Asi mismo, la IL-13 aumenta la transmision
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excitadora del glutamato al aumentar la expresion de los receptores GIuR1 en la membrana de
las neuronas (80). Otras moléculas involucradas son las quimiocinas CXCL12 las cuales han
mostrado ser capaces de incrementar la accion de las neuronas dopaminérgicas y cambiar el
patron de sefalizacién de estas neuronas lo cual, aparentemente, contribuye a los efectos
reforzantes de los opioides (81). Por otra parte se ha encontrado que un cofactor importante de
la TH, la tetrahidrobiopterina se produce en una mayor concentracibn en condiciones
proinflamatorias, lo que podria sugerir que la inflamacién también aumenta la concentracion de
DA (77). También se ha encontrado que la inhibiciéon directa de la actividad glial reduce la
cantidad de dopamina liberada por la administracion de morfina en células del estriado en el
area del NAC. Este efecto se mantuvo incluso 3 horas después posteriores a la administracion
de morfina lo cual indica que la activacion glial contribuye a los efectos de la morfina en la DA
del NAC (46). Otro mecanismo involucrado es la creacion y eliminacion de sinapsis debido a la
actividad glial, por ejemplo, se ha encontrado que la microglia poda sinapsis por medio de
fagocitosis de las espinas dendriticas (82). De un modo diametralmente opuesto, se ha
encontrado que la actividad de los astrocitos promueve la formacion de sinapsis por un
mecanismo mediado por medio de la secrecion de trombospondinas (83). Otro tipo de
mecanismo es un incremento persistente de la actividad de un complejo sinaptico conocido
como PLP, mismo que se encuentra relacionado no solo a las adicciones sino también en
procesos importantes como la memoria. Esto cobra importancia porque se ha demostrado que
los opioides inducen una PLP en vias de comunicacion relacionadas con el consumo de la
sustancia de abuso. Por ejemplo, se ha encontrado que, aunque de manera diferente, tanto la
morfina como la heroina modulan al hipocampo por medio de PLP en ratas dependientes a
opioides (84). Por otro lado, también se ha encontrado que la exposicién prenatal a morfina
inhibe la capacidad para generar PLP en areas importantes para la memoria como el area CA3
del hipocampo en etapas mas avanzadas del desarrollo (85).

Por ultimo, en los préoximos parrafos explicaremos la importancia de la Prostaglandina E2, una
molécula en particular que ha mostrado tener una gran importancia en todos los procesos de
induccion y mantenimiento de un proceso adictivo y que es la base de la investigacion de esta
tesis.
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1.3 Prostaglandina E2 v su relacidon con los procesos adictivos
Como se comento previamente, la Prostaglandina E2 es un producto de la ciclooxigenacion del

acido araquidonico que es liberado por los fosfolipidos de membrana en situaciones de dafio o
inflamacion. Por ejemplo, ha sido ampliamente demostrado que la inflamacién inducida por
formalina o carragenina aumenta la concentracion de Prostaglandina E2 tanto a nivel local como
en SNC (50). Cuando la Prostaglandina E2 se acopla a su receptor principal EP2 desata una
serie de actividades antiinflamatorias que han mostrado ser relevantes para los procesos
adictivos. La primera ocasion que se encontro este efecto antiinflamatorio fue cuando Zhang y
colaboradores mostraron que la inyeccion de Prostaglandina E2 directamente en SNC alteraba
la expresion de TNFa al mismo tiempo que redujo significativamente la activacion microglial en
el parénquima cerebral (86). Otro efecto importante que se ha encontrado de la actividad
antiinflamatoria de la Prostaglandina E2 fue la proteccion que su administracion induce en un
modelo de dafo neuronal inducido por hemina. Se encontré que cuando se administré un
agonista especifico del receptor EP2 en conjunto con la hemina se redujo un 55% del dafio
inducido por la hemina sin el agonista. Los autores consideraron que este efecto estaba
relacionado con la actividad de AMPc y PKA (87). Otro ejemplo fue el que encontraron Liu y
colaboradores cuando determinaron que la activacion de receptores EP2 disminuian
significativamente el dafio causado por isquemia en neuronas hipocampales (88).

Aparte de que la Prostaglandina E2 a mostrado efectos antiinflamatoriso, también se ha
encontrado que la actividad del receptor EP1 regula la inhibicion mediada por GABA en células
dopaminérgicas de la substancia nigra pars compacta (89). Este efecto de la Prostaglandina E2
también ha mostrado estar relacionado con otras actividades dopaminérgicas como la
suceptibilidad al estrés. Se encontr6 en un estudio de estrés social en raones, que la via PGE2-
EP1 suprime la actividad de las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo y esto a su vez
regula el comportamiento impulsivo. Ademas, se demostré6 que en ratones con constante
fracaso social se encontraba aumentada la concetracion de Prostaglandina E2 y la actividad en
el receptor E1, lo cual, como evento secundario, aparentemente lleva a una diminucién de
dopamina en el sistema mesocorticolimbico, lo que generaria un incremento de la evacion social
en respuesta (90).

Es importante mencionar que, la actividad de la Prostaglandina E2 en los procesos adictivos vy,
principalmente, en los relacionados con opioides, pudiera haber sido demostrada en multiples
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ocasiones. Por ejemplo, en un estudio desarrollado por Suzuki en 1996 se encontré que en
ratas tratadas con formalina y carragenina se atenuaba de manera significativa la preferencia
de sitio inducida por morfina, metaanfetamina y cocaina (91). Este hallazgo corresponde con un
principio clinico que ha sido ampliamente comentado en multiples ocasiones. En pacientes que
tienen dolor crénico con y sin inflamacion, la probabilidad de presentar una conducta aberrante
por consumo de sustancias se da en un porcentaje muy inferior a lo reportado para
consumidores de opioides sin ninguna patologia dolorosa siendo inferior al 0.19% comparado
con el 10% reportado en condiciones no patolégicas, sin embargo, no se habia determinado si
la inflamacion por si misma podia reducir los efectos reforzantes de la morfina (92). Tomando
eso como antecedente, nuestro grupo de investigacion llevd a cabo previamente un estudio en
el cual se analizaba el efecto de la inflamacién no dolorosa en el reforzamiento inducido por
morfina encontrando que la aplicacion de carragenina intraplantar sin un componente doloroso
regulaba a la baja la preferencia de sitio inducida por la administracion de morfina. Se encontro
también que la administracion de un antiinflamatorio no esteroideo en conjunto con la
carragenina aumentaba de manera significativa el efecto de reforzamiento de la morfina
generando una mayor preferencia de sitio (93). Con base en estos antecedentes y considerando
la importancia de la actividad de Prostaglandina E2 en la respuesta inflamatoria inducida por
carragenina, el presente estudio pretende demostrar que la administracion de Prostaglandina
E2 es directamente responsable por esta proteccién y que la actividad del receptor EP2 esta

intimamente relacionada con la misma

2.RAZONAMIENTO CIENTIFICO

2.1 justificacion y planteamiento del problema
Este proyecto nace como una estrategia para abordar un problema de salud mundial, /a

adiccion, que actualmente carece de terapias farmacolégicas seguras y eficaces. Si bien existe
gran cantidad de evidencia del papel de la inflamacion como mecanismo involucrado en la
generacion de adiccion, poco se ha explorado a las moléculas pro- y anti- inflamatorias
involucradas durante los procesos adictivos.

Esperamos que los datos obtenidos en este proyecto revelaran informacién novedosa que
evidencie la importancia de los mecanismos inflamatorios como promotores y moduladores de

la recompensa y conductas asociadas al reforzamiento a opioides, lo cual a su vez podria
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eventualmente llevar a la identificacion, caracterizacion y evaluaciéon de blancos farmacologicos
dirigidos a ciertos receptores de Prostaglandina E2 que pudieran incorporarse como nuevos

tratamientos complementarios a los esquemas actuales en el manejo terapéutico de la adiccion.

2.2 Hipdtesis
La administracion de Prostaglandina E2 disminuira las conductas de reforzamiento inducidas

por morfina en el modelo de CPP.

2.3 Objetivo general
Evaluar el efecto de la administracion en SNC de Prostaglandina E2 en la conducta de

reforzamiento a la morfina en el modelo de CPP.

2.4 Objetivos particulares
1: Evaluar si la administracion en SNC de la Prostaglandina E2 previene la conducta de

reforzamiento a la morfina en el modelo de CPP.
2: Determinar si antagonistas del receptor E1/E2 modulan la conducta de reforzamiento a la
morfina en el modelo de CPP.

3.MATERIAL Y METODOS

3.1 Animales
Se utilizaron ratas macho Wistar (220-280 g), los cuales fueron alojados en condiciones

estandarizadas en un gabinete con control de ciclo luz/oscuridad de 12x12 hrs (luces apagadas
a las 07:00 am y encendidas 07:00 pm), con temperatura y humedad estables. Se les
proporciond comida y agua ad libitum. Todos los procedimientos experimentales se realizaron
con apego a las guias de manejo de animales de la NOM-062-Z00-1999 y fueron aprobados
por las Comisiones de Investigacién y Etica de la Facultad de Medicina con el nimero de registro
FM/DI/074/2017. El alojamiento y los experimentos se llevaron a cabo en el Departamento de
Farmacologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México. Los
experimentos conductuales se realizaron en un area con iluminacion controlada y atenuacion

de ruidos externos.
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3.2 Diseio experimental.
Los animales fueron divididos aleatoriamente en los siguientes grupos experimentales:

1. Solucién salina: Se condicion6 administrando un volumen de 0.2 ml de Solucion Salina SC.
No se realizo cirugia.

2. Sham Salina: Se realiz6é la manipulacion de la cirugia sin dejar canulas, y se condicioné
administrando un volumen de 0.2 ml de Solucion Salina SC.

3. Sham Morfina: Se realizé la manipulacion de la cirugia sin dejar canulas, y se condicioné
con 5 mg/kg morfina en un volumen 0.2 ml SC.

4. Morfina 5 mg/kg: Se condicioné con 5 mg/kg morfina en un volumen de 0.2 ml, SC. No se
realizé cirugia.

5. Morfina 5 mg/kg + Prostaglandina E2/CV 5ug: Se condicioné con 5 mg/kg morfina en un
volumen de 0.2 ml SCy 5 ug en un volumen de 5 L de Prostaglandina E2 ICV.

6. Morfina 5mg/kg + Prostaglandina E2 icv 5ug + Antagonista EP2: Se condicion6 con 5 mg/kg

morfina en un volumen de 0.2 ml SCy 5 ug en un volumen de 5 L de Prostaglandina E2

ICV'y se administr6 AH6809 (Antagonista EP2) 500 xg/kg IP inmediatamente.

3.3 Cirugia para la implantacion de canula
Posterior a la preparacién del area quirurgica se realizo la induccion anestesia con una mezcla

de Ketamina/Xilazina (80 y 10 mg/kg, respectivamente). Una vez que la rata estaba
anestesiada, se realiz6 el rasurado del area quirurgica y se coloco en el marco del estereotaxico
(KOPF instruments, Tujunga, California). Se usé una solucion de yodo como agente antiséptico
antes de iniciar el procedimiento. Con el objetivo de disminuir el dolor post-operatorio se
administrd, via SC, xilocaina (7mg/) como anestesia local. Se realiz6 una incision hasta exponer
Bregma y Lambda. Se obtuvo la coordenada 0 en Bregma y utilizando un taladro con fresa se
realizaron dos trépanos para ambos ventriculos laterales, cuidando de no lesionar meninge, en
las coordenadas: antero-posterior; -0.8. medio-lateral; + 2.5 y — 2.5; y dorso-ventral; -2.5.
Utilizando estas coordenadas se introdujo la canula doble de 0.42mm de ancho RWD®. Se fijo
la canula al craneo con tornillos 1.4 x 2.5 mm RWD® y con resina acrilica (metilmetacrilato)
Tone®. Toda la cirugia se realizé bajo microscopio.

Una vez que estaba fija la canula bilateral se colocé el mandril (0.5 mm mas largo que la canula).

Al final de la cirugia se aplicé neomicina topica (0.350/100g) para prevenir cualquier infeccion
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en el area quirurgica. Los animales fueron colocados en un cojin térmico y se les aplico gel en
los ojos para evitar lesiones por ojos seco. Ademas, se administro 1ml de solucion salina estéril
(i.p.) para mejorar su recuperaciéon. Su respiracion y movimientos fueron vigilados hasta su
completa recuperacion de la anestesia. Finalmente, cada rata fue colocada en una caja
individual limpia y se mantuvo en observacion durante 1 semana antes de iniciar los
experimentos conductuales. Durante esos 8 dias de recuperacion se cambié el aserrin

diariamente, y se registrd la cantidad de ingesta de agua y alimento.

3.4 Modelo de CPP
Para evaluar la recompensa se us6 el modelo de CPP (94). Se us6 el modelo sesgado, es decir

que si considero el sitio preferido basal reconocido por la rata en la prueba de preferencia pre-
condicionamiento. El 100% de nuestras ratas prefiri6 de manera basal el compartimiento C. Se
utilizé una caja de condicionamiento de sitio de tres compartimientos; 2 laterales (Ay B) y 1
medio (C).

A B C
Tamario 30x23 cm 5x23 cm 30x23 cm
Textura del suelo  Rejilla de alambre  Liso Liso
Pared Blanca Transparente Rayas negras
Luxes 102 Ix 18 Ix 0.8 Ix

Tabla 1. Caracteristicas de la caja

30 cm 5cm 30 cm
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El modelo de CPP se realiz6 en un lapso de 6 dias dividido en 3 fases: Prueba de preferencia
pre-condicionamiento, condicionamiento y prueba de preferencia post-condicionamiento. Previo
al inicio del modelo, se permitié a los animales 8 dias completos de recuperacion de la cirugia

estereotaxica y se manipularon en el cuarto de conducta para disminuir la ansiedad.

3.4.1 Prueba de preferencia pre-condicionamiento
El dia 10, las ratas se colocaron el compartimiento B y se les permitié explorar libremente la

caja de conducta por 900 segundos. Su conducta fue videograbada para determinar en cual

compartimento pasaban mas tiempo y asi establecer su compartimento de preferencia basal.

3.4.2 Condicionamiento
El condicionamiento se llevd a cabo en 4 sesiones del dia 11 al 14. Previo al inicio de cada

sesion se administrd la morfina por (s.c., 5 mg/kg), la Prostaglandina E2 (i.c.v.), vehiculo (s.c.,
solucién salina al 0.9%), agua estéril (i.c.v.) respectivamente. Iniciando con la administracién
i.c.v. y 5 minutos después la s.c. correspondiente al grupo. Inmediatamente después de la
administracion s.c. se coloco a la rata en el compartimiento lateral correspondiente (A o C) y se
dej6é por 30 minutos. Se realizaron 2 sesiones alternadas por dia con 6 horas de separacién
entre ellas (8:00 — 13:00 hrs).
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3.4.3 Prueba de preferencia post-condicionamiento
En el dia 15 los animales fueron colocados en el compartimiento B y se les permitio libre acceso

a todos los compartimientos. Se videograbd su conducta 900 segundos para definir su
preferencia condicionada. Al final de la prueba de preferencia post-condicionamiento los
animales pasaron directamente a fijacion con paraformaldehido al 4% para el procesamiento
de tejidos.

3.5 Farmacos
El sulfato de morfina (BioGenTec®) fue diluido en solucién salina estéril (NaCl 0.9%) y

administrada via SC, a una dosis de 5 mg/kg. Elegimos la dosis de 5mg/kg ya que es la dosis
mas usada para generar reforzamiento en el modelo de CPP; ademas es la dosis ya usada en
nuestro laboratorio.

5ug de Prostaglandina E2 (Sigma-Aldrich®) fueron diluidos en 5ul de agua destilada estéril
libre de pirégenos y administrada en ambos ventriculos (i.c.v.), (95) Para elegir la dosis de la
Prostaglandina E2 se revisaron dosis previamente usadas que demostraran tener actividad
antiinflamatoria en SNC sin generar efectos adversos (86, 96).

El antagonista del receptor a Prostaglandina E2, AH6809 (Sigma-Aldrich®) fue disuelto en
solucién salina estéril y administrado via IP a una dosis de 500ug/kg. La dosis se consider6 de

acuerdo a previos estudios donde se demuestra su efecto en SNC como antagonista (97).

3.6 Analisis del tejido para identificar el sitio de la canula
Posterior a la prueba de preferencia post-condicionamiento, los animales fueron sometidos a

eutanasia con una sobredosis de 150mg/kg en un volumen de 1ml de pentobarbital sédico
(Pisobental ® 6.3g9/100ml). Inmediatamente después se perfundieron con paraformaldehido al
4% y se decapitaron para la obtencion del tejido cerebral. Los cerebros se mantuvieron en
paraformaldehido al 4% de 3 a 6 dias, para posteriormente introducirlos en una solucion de
sacarosa al 30% durante 3 dias. Una vez pasados los 3 dias se realizaron los cortes por
criostato. Una vez realizados los cortes y montados en las laminillas se procedia a la tincion con
violeta de cresilo y fijacion. Finalmente se obtuvieron las fotos y se documento la posicion de la

canula.
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Figura 4. Identificacion del sitio de la canula con tincidn de violeta de cresilo.

3.7 Analisis estadistico
El analisis de los videos del modelo de condicionamiento de preferencia de sitio se realizé con

el programa Omnialva®. Los resultados conductuales se integraron en un puntaje de CPP que
es calculado al restar el tiempo total en segundos que un sujeto pasaba en el compartimiento
no preferido previo al condicionamiento del tiempo total en segundos que pasaba el mismo
sujeto en el compartimiento no preferido posterior al condicionamiento de acuerdo a previos
trabajos (98).

ICPPrecompensa = (TT en el CNP POSTC) — (TT en el CNP PREC)

TT: Tiempo Total

CNP: Compartimiento No Preferido
POSTC: Post-Condicionamiento
PREC: Pre-Condicionamiento

Todos los resultados obtenidos en este trabajo analizaron con el software Prism ® 9 (GraphPad,

San Diego, California, Estados Unidos). Los datos fueron presentados en medias de grupo + el

error estandar de las medias. La normalidad de la distribucidon de los datos se calculé usando
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la prueba de normalidad de D" Agostino & Pearson. Las diferencias entre grupos fueron
evaluados por medio del test de ANOVA, seguido de el test de comparasiones multiples de
Tukey, solo si se observaba difrencias estadisticamente significativas en ANOVA. Las

diferencias se consideraron significativas a p <0.05.

4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1: Determinacion de la estabilidad y reproducibilidad del modelo
En este grupo de experimentos se realiz6 la prueba de condicionamiento de preferencia de sitio

en 4 grupos independientes (n = 10 ratas por grupo) disefiados para identificar si la manipulacién
quirurgica, la administracion de solucién salina, Prostaglandina E2 o su vehiculo eran capaces
de inducir recompensa. Como se observa en la Figura 5, las puntuaciones de CPP obtenidas
mostraron que la administracién de solucion salina no indujo preferencia de sitio. De manera
similar, ni con la manipulacion de la cirugia ni con la administracion de vehiculo o Prostaglandina
E2 intracerebroventricular en los grupos control se alterd la preferencia de sitio. Al realizar el
analisis estadistico (ANOVA de una via, (F@3s =2.773; p=0.0554) no se encontrd diferencia
significativa entre el grupo que recibié solucion salina: (S -143.5) comparado con el grupo que
fue manipulado quirargicamente (SS -92.38), el grupo que recibi6 el vehiculo de Prostaglandina
E2 (SV -35.36), y el grupo que recibio la prostaglandina (SP-55.93), p> 0.05.
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GRUPOS EXPERIMENTALES

Figura 5. Efecto de diferentes condiciones experimentales en el modelo de CPP. Los resultados representan la
media del puntaje de CPP + SEM, n = 10 ratas por grupo. El analisis estadistico (ANOVA de una via) no mostro
diferencia significativa entre los grupos (F3,36) =2.773; p=0.0554).
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4.2 Experimento 2: Determinacion del efecto de la morfina en el modelo de preferencia de sitio.
En este experimento, las ratas recibieron la administracion de morfina (5mg/kg, s.c.) después

de realizar la cirugia estereotaxica para la colocacion de las canulas. Las pruebas de CPP
fueron realizadas en 3 grupos independientes disefiados para identificar si la manipulacion
quirurgica, o la administracion de solucion salina o del vehiculo de morfina podian inducir
conducta de recompensa. Nuestros resultados muestran que todos los grupos que
recibieron morfina desarrollaron preferencia por el espacio en donde recibieron el farmaco.
Como se observa en la Fig. 6, la dosis de 5 mg/kg resulté 6ptima para inducir recompensa
(puntaje de CPP = 236.4, n=10 ratas), y este efecto de la morfina no fue modificado por la
manipulacion quirurgica ni por la administracion del vehiculo de la morfina (Puntajes de CPP
= 354 y 331.5, respectivamente). El analisis estadistico (ANOVA de una via) mostré que no
existen diferencias significativas entre estos 3 grupos: Fpp27) = 2.817; p=0.0747). Sin
embargo, si comparamos el grupo tratado con morfina (MV: 5 mg/kg, s.c., y vehiculo i.c.v.)
y el grupo que recibié solucion salina (SV: salina, s.c. y vehiculo (i.c.v.) observamos que
morfina es capaz de inducir una respuesta de recompensa robusta y significativa. (Puntajes
de CPP = 331.5 vs. -35.36, n=10 ratas, F2,27) =36.21; P < 0.0001, figura 7).
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Figura 6. Efecto de la administracion de morfina (5 mg/kg) en la conducta de recompensa. El
analisis con ANOVA de una via no mostré diferencia significativa entre los grupos (F2,27) =2.817;
p=0.0774).
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Figura 7. La grafica muestra los puntajes de CPP obtenidos después de la administracion de solucion
salina + vehiculo (i.c.v.) y morfina + vehiculo (i.c.v.). El analisis de ANOVA mostré diferencias
significativas entre los grupos (los puntajes de CCP obtenidos fueron de 331.5 y -35.36, respectivamente,
n= 10 ratas, F27) =36.21; *p < 0.0001.

4.3 Experimento 3: Determinacion del efecto de la administracion de Prostaglandina E2 en la

recompensa inducida por morfina
Posterior a la implantacion de la canula ICV, se realizo este experimento en donde los animales

recibieron Prostaglandina E2 ICV y posteriormente las administracion de morfina (5mg/kg, s.c.).
Como se muestra en la figura 8, la administracién de 5 uyg de Prostaglandina E2 ICV redujo
significativamente el tiempo que la rata permanecio en el espacio asociado con la administracion
de morfina, comparado con los otros grupos experimentales. El puntaje CPP del grupo MV
(n=10) fue de (331.5) mientras que el puntaje del grupo MP (n=10) fue de -63.57. El analisis
estadistico mostro que las diferencias fueron significativas (ANOVA de una via, n= 10 ratas por

grupo, F = 19.64, seguido de la prueba de Tukey: *p<0.0001).
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Figura 8. Efecto de la administracion de PGE2 en la recompensa inducida por morfina. Las
diferencias entre los grupos fueron significativas (ANOVA de una via F= 19.64, seguido de la
prueba de Tukey: *p< 0.0001.

4.4 Experimento 4: Determinacion del efecto de un antagonista de los receptores a

Prostaglandina E2 puede modificar el efecto de la prostaglandina en la recompensa inducida por
morfina.
Por ultimo, quisimos identificar si la administracion de un farmaco antagonista del receptor

a Prostaglandina E2, el AHG6809, era capaz de revertir el efecto de la prostaglandina en el
reforzamiento inducido por morfina. En este experimento los animales recibieron morfina
después de la administracion de la prostaglandina E2. La prueba de condicionamiento de
sitio fue realizada en un grupo independiente de animales (MPA) que recibié morfina (5
mg/kg, s.c.), Prostaglandina E2 (5 pgin 5 ul, i.c.v) y AH6809 (500 nug/kg, i.p.). Encontramos
que la administracién 500 ug/kg del farmaco AH6809 (i.p), un antagonista especifico de
receptor a Prostaglandina E2, disminuye significativamente el efecto causado por la
prostaglandina en los animales tratados con morfina (Fig. 9: Puntajes de CCP =180.3 y -
63.57, n = 10, F227) =19.64 p<0.001). No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos que recibieron morfina (MV) y el grupo que recibié el antagonista del receptor a
Prostaglandina E2 (MPA).
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Figura 9. La administracion del antagonista del receptor a PGE2 (AH6809, 500ug/kg) disminuyo
significativamente el efecto de la PGE2 en el condicionamiento de lugar inducido por morfina.
ANOVA de una via F27) =19.64, seguido de la prueba de Tukey *p<0.001.

OSCURO LUz TOTAL OSCURO LUz TOTAL
1 590.77 309.23 900 774.08  125.92 900 -183.311
2 575.12 324.88 900 624.83  275.17 900 -49.709
3 556.79 343.21 900 655.04 244.96 900 -98.246
4 471.95 428.05 900 813.36 86.64 900 -341.407
5 588.83 311.17 900 710.16  189.84 900 -121.338
6 552.71 347.29 900 614.36  285.64 900 -61.656
7 525.15 374.85 900 731.13  168.87 900 -205.979
8 537.07 362.93 900 675.81  224.19 900 -138.741
9 629.07 270.93 900 740.16  159.84 900 -111.091
10 680.24 219.76 900 804.00 96.00 900 -123.754
1 751.70 148.30 900 879.46 20.54 900 -127.754
2 450.10 449.90 900 558.32  341.68 900 -108.215
3 701.10 198.90 900 762.23  137.77 900 -61.122
4 330.37 569.63 900 440.08  459.92 900 -109.718
5 850.90 49.10 900 838.38 61.62 900 12.525
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46.59
370.24
186.87
124.75
155.32
254.66
226.79
238.41
253.91
167.77

39.61
281.23
207.46
256.66
158.32
378.75
178.36
243.99

900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900

782.77
848.40
811.32
761.22
842.89
868.44
811.82
784.27
771.24
661.53
783.77
863.93
853.11
759.22
763.73
879.96
656.01
581.37
845.89
889.48
794.29
795.29
820.34
880.96
766.23
360.24
466.42
495.15
494.68
453.90
383.54
531.53
515.65
549.95
302.98
431.57
332.02
478.66
312.83

117.23
51.60
88.68

138.78
57.11
31.56
88.18

115.73

128.76

238.47

116.23
36.07
46.89

140.78

136.27
20.04

243.99

318.63
54.11
10.52

105.71

104.71
79.66
19.04

133.77

539.76

433.58

404.85

405.32

446.10

516.46

368.47

384.35

350.05

597.02

468.43

567.98

421.34

587.17

900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900

-203.405
-226.451
-143.786
80.661
-36.573
42.084
-566.613
-103.706
16.533
-42.084
53.106
14.028
-63.544
-7.010
160.319
-10.521
-87.675
93.687
-65.317
-27.055
-81.162
58.116
290.578
167.834
9.024
384.441
178.920
178.056
166.919
192.191
348.688
328.860
103.111
142.589
340.359
310.117
189.223
242.984
343.183
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778.26
633.47
872.95
372.45
573.11
770.33
861.92
743.19
675.05
898.00
757.72
771.24
665.03
876.95
796.29
801.80
774.25
700.10
794.79
761.72
579.86
593.89
694.09
810.82
728.66
882.48
522.12
746.84
575.35
790.78
639.48
795.69
886.99
659.52
764.23
750.20

121.74
266.53
27.05
527.55
326.89
129.67
38.08
156.81
224.95
2.00
142.28
128.76
234.97
23.05
103.71
98.20
125.75
199.90
105.21
138.28
320.14
306.11
205.91
89.18
171.34
17.52
377.88
153.16
324.65
109.22
260.52
104.31
13.01
240.48
135.77
149.80

900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900

380.47
269.75
240.19
123.75
210.58
321.06
438.58
263.46
248.93
674.25
547.89
598.90
428.56
628.46
303.31
400.00
832.37
846.89
458.12
272.75
820.84
814.33
854.41
791.28
805.31
900.00

83.18
699.80
101.20
649.00
518.24
754.71
847.40
539.78
601.41
533.77

519.53
630.25
659.81
776.25
689.42
578.94
461.42
636.54
651.07
225.75
352.11
301.10
471.44
271.54
596.69
500.00
67.63
53.11
441.88
627.25
79.16
85.67
45.59
108.72
94.69
0.00
816.82
200.20
798.80
251.00
381.76
145.29
52.60
360.22
298.59
366.23

900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900

397.792
363.724
632.759
248.704
362.532
449.263
423.343
479.726
426.120
223.750
209.828
172.343
236.471
248.495
492.981
401.800
-58.116
-146.792
336.670
488.973
-240.980
-220.439
-160.319
19.539
-76.653
-17.518
438.936
47.046
474.152
141.782
121.241
40.982
39.592
119.738
162.824
216.431

Tabla 2. En esta tabla se muestran los datos en segundos de los resultados de cada uno de las ratas en los

diferentes grupos.
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5.DISCUSION

El hallazgo mas importante de este trabajo es que la administracién de Prostaglandina E2
provocd una disminucion significativa del reforzamiento inducido por morfina en el modelo
de CPP. Este efecto fue bloqueado por la administracion de un antagonista del receptor a
E2. En conjunto, esta evidencia del efecto de la Prostaglandina E2 en la conducta de
recompensa del modelo CPP sugiere que esta molécula podria tener efecto benéfico en
alguno de los procesos neurobiolégicos que estan detras de la conducta de reforzamiento
al consumo de opioides en el modelo de CPP. Sabemos que algunas citocinas estan
involucradas en la modulacion de procesos como el aprendizaje y la evocaciéon de memorias
(99), procesos fundamentales para que se presente la conducta de reforzamiento en el
modelo de CPP por lo que podria ser una explicacion a el efecto que observamos en
nuestros experimentos.

Como fue mencionado anteriormente, en anos recientes se ha generado evidencia que
sefala que el sistema inmune es una parte activa en el desarrollo de la adiccién a los
opioides. La evidencia clinica demuestra que los pacientes con dolor cronico expuestos a
tratamiento con opioides tienen un riesgo mucho menor, de aproximadamente 0.19%, de
desarrollar adicciéon al medicamento, comparado con la poblacién general en donde se
calcula que el riesgo es del 10% (29). Esta disparidad ha dado lugar a cuestionar si, la
inflamacion presente en los pacientes con enfermedad crénica es la responsable de este
efecto protector. En este sentido, existe evidencia reciente que relaciona a la inflamacion
con el proceso adictivo; por ejemplo, se ha demostrado que la administracion de morfina es
capaz de activar a la glia través de los receptores TLR4 de manera similar a la inducida por
la administracion de la endotoxina lipopolisacarido, provocando la aparicion de
neuroinflamacién cronica (30). Ademas, se ha observado que cuando los opioides se
administran de manera sistémica y aguda inducen una respuesta dependiente de TLR en el
sistema nervioso central, pero si la administracion es cronica se produce una importante
elevacion de los niveles de IL-13 y TNF-a.. Se ha sugerido que esta elevacidn en la secrecion
de citocinas podria estar contribuyendo en la aparicion de un efecto proalgésico que a su
vez incrementa las concentraciones de glutamato y dopamina, y en conjunto aumentan la

dependencia a los opioides y sus efectos adictivos. Sin embargo, estos efectos son
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controversiales porque también podrian inducir detrimento en la capacidad de respuesta del
sistema inmune dado que existe evidencia que sefiala que la exposicion de células NK
(natural Kkillers, por sus siglas en inglés) humanas a morfina disminuye su capacidad de
inducir apoptosis (31).

Otros hallazgos recientes, incluidos los obtenidos en nuestro laboratorio, sefialan que tanto
la inflamacién dolorosa como la no dolorosa disminuyen la conducta de recompensa
inducida por opioides. Suzuki y cols. (1996) reportaron que la inflamacién dolorosa inducida
por la administracion de carragenina disminuia la preferencia de lugar inducida por morfina
(15). Posteriormente se observd que la administracion de ibudilast, un farmaco
antiinflamatorio inhibidor de fosfodiesterasa y regulador de la glia, reduce la concentracion
de dopamina extracelular en el NAC (32), y que esta disminucion dopaminérgica inhibe la
conducta de recompensa inducida por el opioide (33). Resultados obtenidos en nuestro
laboratorio muestran que la inflamacién no dolorosa inducida con carragenina disminuye el
reforzamiento en el condicionamiento de lugar inducido por morfina y que este efecto puede
revertirse con la administracion de un inhibidor de ciclooxigenasa (13). Estos resultados
sefalan que el efecto de la inflamacion no dolorosa podria estar relacionado con la
concentracion de Prostaglandina E2 dado que la administracion de un farmaco inhibidor de
la sintesis de prostaglandinas fue capaz de restablecer la conducta de recompensa inducida
por morfina. Los resultados obtenidos en este trabajo refuerzan esta hipotesis y fortalecen
la idea de que este efecto depende de Prostaglandina E2 ya que la coadministracion de un
antagonista del receptor E2 provocod una disminucién significativa del efecto protector
inducido por la administracion prostaglandina E2 (Fig. 7). Sin embargo, es necesario sefalar
que en este trabajo so6lo pudimos probar una dosis de la Prostaglandina E2, por lo que seria
muy importante evaluar en el futuro si el efecto de la PGE2 se manifiesta de manera dosis
dependiente.

Las prostaglandinas son moléculas de estructura ecoisanoides derivadas de lipidos de
membrana con funciones inmunes y no inmunes en el organismo. La Prostaglandina E2
suprime rapida y ampliamente la via intracelular TLR4 afectando los niveles de AMPc (34).
De hecho, se ha observado que le administracion de Prostaglandina E2 disminuye en un
40% la expresion de TLR4 en marcéfagos lo que a su vez disminuye la liberacién de TNF-a

(21). Los resultados de este trabajo sugieren que la administraciéon de Prostaglandina E2
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disminuye la expresion del receptor TLR4 en las células de la microglia de la misma manera,
AMPc-dependiente, que Degraff y cols. (2014) lo describieron para macréfagos alveolares.
Por lo tanto, esta reduccion en la concentracion de receptores TLR4 podria provocar una
disminucién de neuroinflamacion inducida por morfina y por ende evitar la probabilidad de
inducir sus efectos reforzadores y adictivos, como ha sido descrito por Wang y cols. (2012).

En este trabajo comprobamos por primera ocasion que la administracion de Prostaglandina

E2 ICV reduce significativamente el reforzamiento inducido por morfina en un modelo de
preferencia de sitio. En este sentido es importante sefalar que se llevaron a cabo diferentes
aproximaciones al modelo de preferencia de sitio ya que en la literatura general no se
establece por completo la mejor alternativa. Se realizaron analisis de la importancia de la
iluminacion, del espacio y del estado general de los animales. Esto es un punto importante
ya que se ha observado que existen alteraciones en el sistema de recompensa en la
respuesta a estados como el estrés inducido por factores externos como la intensidad de luz
o la presencia de olores extrafios (98).

Una vez definida las caracteristicas fisicas del modelo determinamos de manera inicial la
cantidad de segundos que, un grupo de ratas sanas administradas unicamente con solucion
salina IP pasaba en el sitio preferido vs. el sitio no preferido encontrando un valor promedio
del puntaje de CPP = -143.5 segundos. Posteriormente quisimos determinar que la
inflamacion secundaria a la colocacion de las canulas ICV no afectaba de manera
significativa al modelo. Esto fue un paso fundamental ya que, como se comenté previamente,
factores estresantes pueden afectar de manera importante los resultados del modelo. De
hecho, el modelo de CPP se ha utilizado en los ultimos afos para analizar conductualmente
la alteracion de la actividad inducida por el dolor y la analgesia (100). Nuestra manipulacion
quirurgica no tuvo efectos significativos. Posteriormente analizamos otras situaciones
estresantes como la manipulacién tanto de la rata como de la canula con las cuales tampoco
encontramos diferencia significativa como en el grupo sham salina (-92.38 s).
Posteriormente quisimos determinar que la administracion de Prostaglandina E2 ICV no
tenia ninguna alteracién de la conducta normal encontrando que presentaba una preferencia

por el lado oscuro (-55.93) mostrando una igualdad estadistica con los dos grupos
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anteriores. Este paso fue fundamental ya que, como se ha comentado previamente, la
administracion de Prostaglandina E2 en el SNC tiene una gran cantidad de efectos que
pudieran haber alterado nuestros resultados. Por ejemplo, se ha observado que la
Prostaglandina E2 actua directamente en el estriado por medio de los receptores EP1 (101).
Esto pudiera haber alterado la actividad intrinseca de un modelo como el de preferencia de
sitio ya que previamente se habia demostrado que este modelo esta intimamente
relacionado con la dopamina (102).

Por otro lado, para demostrar la efectividad del modelo como un mecanismo de analisis de
la modulacién de la conducta inducida por la administracién de morfina se administraron 5
mg/kg SC a cada animal en el proceso de condicionamiento encontrando que la morfina
ejerce un efecto reforzante (236.4 s) y que este efecto presenta diferencia significativa con
el grupo control salina. Este efecto no se vio afectado por la colocacion de la canula ICV ni
por la manipulacion necesaria para hacer la cirugia ya que no se encontré una diferencia
estadistica entre los grupos morfina + solucién salina ICV (331.5 s) ni el grupo sham morfina
(354.0 s) con el grupo de morfina solamente. Este resultado podria parecer contraintuitivo
ya que la inflamacion derivada del proceso quirurgico pudiera haber reducido el
reforzamiento de la morfina considerando que existe, de acuerdo con nuestra hipotesis
inicial, un efecto protector de la inflamacion al proceso adictivo de la morfina. Sin embargo,
cabe recordar que la inflamacion y la respuesta glial son actividades altamente complejas
que, por si solas, parecieran inducir los estados adictivos. Por ejemplo, se ha observado que
mediadores inflamatorios como el TNFa activan a la microglia de una manera que tiende al
desarrollo de adiccidon a sustancias (103). Por otro lado, consideramos que la respuesta a
factores inflamatorios es muy susceptible al tiempo por lo que no seria lo mismo la
inflamacion secundaria a la cirugia de colocacion de la canula ICV que la presencia de
factores especificos como la Prostaglandina E2 en el SNC en el momento de la
administracion de morfina (104).

Cuando administramos Prostaglandina E2 al mismo tiempo que administramos morfina se
encontré una diferencia significativa en el tiempo pasado en el sitio no favorito comparado
con los grupos morfina (-63.7 vs 236.4). Este resultado confirma la hipotesis de un efecto
benéfico de la Prostaglandina E2 ante la administracion de morfina. Por otro lado, pareciera
ser un soporte de los resultados previos del estudio de Sotomayor-Sobrino y cols. en el que
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encontraban que la administracion de carragenina intraplantar no dolorosa reducia
significativamente el condicionamiento de sitio de la morfina (93). Del mismo modo, este
resultado podria estar relacionado con los hallazgos clinicos mencionados anteriormente del
efecto protector de la inflamacién a las conductas adictivas en pacientes con dolor cronico.
Posteriormente quisimos poner a prueba la hipétesis de que este efecto protector estuviera
relacionado con la funcion de los receptores EP2 por lo que se administré un antagonista
directo de estos receptores al mismo tiempo que se administraba morfina y Prostaglandina
E2 ICV. Se encontré que la inhibicion de Prostaglandina E2 contrarrestaba la proteccion
previamente observada con la administracion exclusiva de Prostaglandina E2 (MPA= 180.3
s vs MP -63.57 s p<0.05). Esto implicaria que la actividad del receptor EP2 es determinante
para ejercer un efecto protector ante la morfina.

La adiccion a los opioides se ha convertido en los ultimos afios en una crisis de salud mundial
debido no solo a la mortalidad que representa sino a los efectos deletéreos en la sociedad
que lo padece. El afio pasado, en los Estados Unidos de Norteamérica (EUA), se reportaron
136 muertes diarias causadas por sobredosis de opioides. Un estudio epidemioldgico develd
que 0.4% de la poblacion de EUA de entre 15 y 64 afos consume farmacos opioides, y hasta
el 23% de ese grupo se convertira en adicto en los siguientes anos (35). Se han
implementado muchas medidas para tratar de detener esta crisis, pero la falta de un
tratamiento eficaz disponible para tratar a los pacientes adictos a opioides es una enorme
limitante en estos esfuerzos. La busqueda de blancos terapéuticos alternativos es
fundamental; y en este sentido los expertos del Instituto Nacional en el abuso de las drogas
(NIDA por sus siglas en inglés) reconocen que otras direcciones potenciales hacia las que
podria dirigirse la busqueda y desarrollo de nuevos medicamentos podria incluir blancos
epigenéticos, de microRNA y neuroinmunes (1). Los resultados presentados en este trabajo
muestran, por primera vez, que la administracion de Prostaglandina E2 tiene un efecto de
disminucion del reforzamiento inducido por morfina en el modelo de CPP. Y aunque estos
resultados no son relevantes como opcion de tratamiento en este momento, representan un

nuevo paradigma en la adiccion a los opioides y su potencial tratamiento.
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6.CONCLUSIONES

El trabajo en esta tesis apoya los resultados previamente publicados donde se menciona que la
inflamacidn tiene un papel en el desarrollo de la adiccidn. Si bien es cierto el resultado de esta tesis
solo nos da una mirada al proceso fisioldgico completo, da pie a una linea de investigacién que nos
hable de la integracién del sistema neuroinmune en el reforzamiento inducido por farmacos.

/.PERSPECTIVAS

Por ultimo, y a pesar de la importancia de los presentes resultados, es importante resaltar
que falta una gran cantidad de informacién por determinar. Por ejemplo, futuras lineas de
investigacion deberan ser llevadas a cabo para encontrar la relacion que guardan otros
receptores de Prostaglandina E2 como el EP1, 3 y 4 en los efectos protectores que hemos
encontrado. Por otro lado, existe aun la incégnita de si otras prostaglandinas pudieran tener
un efecto similar. También debe ser considerada la respuesta glial y los efectos de la
administracion de la Prostaglandina E2 en sus cambios fenotipicos y genotipicos con la

administracion de morfina.
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