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RESUMEN:

OBJETIVO: Se analizaron los efectos toxicos (cambios morfoldgicos: inhibicion del
crecimiento neuronal y disminucion en produccién de neurotubulos y de mielina) de los
anestésicos bupivacaina hiperbarica al 0.5%, fentanilo y morfina, en modelos de cultivo de
neuronas de médula espinal y oligodendrocitos de nervio Optico de ratas Sprague Dawley,
a dosis equivalentes a las usadas en la practica clinica. METODOS: Se realizo el estudio
experimental basado en evidencias, en la Universidad Autonoma de Aguascalientes y el
H.C.S.A.E, incluyendo 48 ratas Sprague Dawley hembra prefiadas de las cuales se
obtuvieron embriones de 14 dias de gestacion y de estos se obtuvieron neuronas de
médula espinal y se realizaron cultivos de 2 millones de neuronas y ratas recien nacidas
Sprague Dawley de 12 dias de los cuales se obtuvieron nervio 6ptico y se cultivaron 2
millones de oligodendrocitos. RESULTADOS: La bupivacaina indujo sobre-expresion de
MAP2. El porcentaje de mortalidad neuronal para la morfina del 22%, para el fentanyl fue
del 25%; para la bupivacaina del 20% y para la naloxona del 10%. En los cultivos de
oligodendrocitos las células estimuladas con bupivacaina presentaron mayor numero de
prolongaciones celulares, la morfina tuvo efecto estimulador en crecimiento de somas.
CONCLUSIONES: Morfina y Fentanyl inhiben la expresion de MAP2 y el desarrollo
morfolégico de neuronas de médula espinal de fetos de 14 dias de rata Wistar;
Bupivacaina estimula la expresion de MAP2. En forma general, los farmacos opioides
analizados son estimulantes de la viabilidad celular para las neuronas en cultivo. Morfina
estimula la expresion de MBP en oligodendrocitos de nervio Optico de ratas Wistar recién
nacidas, por lo que induce su diferenciacion celular por disminucion de expresion de las

moléculas O4. Fentanyl y naloxona al parecer no tienen efecto sobre la expresion de O4.



DEFINICION DEL PROBLEMA

El uso de anestésicos locales como la bupivacaina pesada y otros farmacos no
catalogados como anestésicos locales, ni de uso intratecal tales como fentanyl y morfina
son ocupados en la practica comdn de la anestesia, sin embargo, la literatura refiere que
la administracion por via subaracnoidea los ha vinculado con probable dafio neuronal y
alteracion en la regeneracion de mielina, que pudiera explicar la sintomatologia post
anestésica, creando asi la necesidad de investigar su efecto y seguridad en un modelo in
vitro de neuronas y oligodendrocitos a dosis equivalentes a las usadas en la practica
clinica, ya que los reportes y estudios de investigacion a este respecto, se basan en el
ambito clinico, cuando el dafio ya esta presente en los pacientes, o bien asociada a dosis

y concentraciones mayores reportadas en la practica anestésica.



MARCO TEORICO

ANTECEDENTES

Los principios de la anestesia local y general datan desde 1844 cuando Horace Wells
emplea oxido nitroso para aliviar el dolor durante la extraccion dental, poco después
William Thomas Green Morton introduce el ether en 1846 con el mismo fin (Calatayud and
Gonzalez, 2003) y Snow emplea por primera vez el cloroformo en 1857 (Costarino and
Downess, 2005). La anestesia intratecal se origina poco después del descubrimiento de la
puncion lumbar (PL) que data del siglo XIX, cuando Heinrich Quincke en 1887 utiliz6 la
técnica para disminuir la presién de una hidrocefalia, no obstante Von Ziemssem en 1893
empled la PL con fines diagndsticos y terapéuticos. Asi en 1898 se realiza la primera
anestesia raquidea, cuando Agust Karl Bier se aplica 3 ml de cocaina al 0.5% via
intratecal. Posteriormente W. Sertturner (1903), purifico la morfina, principal constituyente
alcaloide de los extractos de opio, el cual produce analgesia por la uniéon a receptores
endogenos p (MU), inhibiendo las corrientes de calcio dependientes de voltaje y
regulando la liberaciéon de neurotransmisores relacionados al dolor como la serotonina y
norepinefrina (Marks et al., 2009), otros neurotransmisores que participan en la
nocicepcion son el glutamato y la sustancia P ((Yanagidate and Strichartz, 2006), sin
embargo, los compuestos opioides también pueden producir efectos secundarios tales
como: constipacion, oliguria, fuerte depresion respiratoria, e intensa dependencia fisica
(Jacobson, 1980; Van Ree et al., 2008; Di Cianni et al., 2008; Gallagher R 2007). Las
complicaciones mas frecuentes en relacion a su aplicacion intratecal en la médula espinal
son dolor de cabeza, meningitis séptica, aracnoiditis adhesiva, meningitis aséptica y
sindrome de cauda equina caracterizada por una deficiencia sensorial en el area perianal,
incontinencia fecal y urinaria y debilidades en extremidades inferiores. La morfina se usa
normalmente a 0.1-0.2 mg pero puede producir efectos contralaterales como prurito,
nauseas, vomito y depresion respiratoria de una manera dosis dependiente. Se describe
un caso accidental de administracion de morfina intratecal (250 mg) en el cual se traté
exitosamente con naloxona intratecal, anti-hipertensivos y ventilacion mecanica (Rutili A et
al., 2007).

COMPUESTOS OPIOIDES.
En sentido estricto, el término opiaceo se emplea para designar a los farmacos derivados
del opio, incluyendo la morfina, codeina, y una amplia variedad de compuestos semi-

sintéticos derivados de ellos y de la tebaina, otro componente del opio. Por otro lado, el



término opioide, mas inclusivo, engloba todos los agonistas y antagonistas con actividad
tipo morfina, asi como los péptidos opioides sintéticos como el fentanyl (Ohta, 1995;
Trescott et al., 2008). Otros agonistas opiaceos sintéticos son el [D-Ala®, N-Me Phe*, Gly-
ol’] enkephalin (DAMGO) y [D-Pen®°] enkephalin (DPDPE) que producen paraparesia
espastica después de un corto periodo de isquemia de la médula espinal en ratas a través
de los receptores mu y delta, dicha espasticidad se revirtié con tratamiento intratecal de
naloxona y naltrindole (Kakinohana et al., 2006). Fentanyl es un farmaco opioide sintético
derivado fentanilico de la piperidina que actua mediante los receptores p-opioides, muy
liposoluble y por ello penetra en el SNC y sale de el con gran rapidez, ademas es
facilmente absorbible por la piel (parches Duragesic®) por eso la analgesia es mas corta
que con morfina, las dosis epidurales recomendadas son 0.05-0.1 mg. La via espinal no
es ciertamente una via de uso habitual (Florez-Beledo et al., 1998; Bodnar 2007; Ohta,
1995; Andrea M. Trescot et al., 2008; Brodsky, 1986; Bodnar, 2007). Se metaboliza en el
higado a través del complejo enzimatico P450-3A4, por lo que los inhibidores de este
complejo enzimatico en el higado como el ketoconazol y claritromicina entre otros,
provocan su acumulacién sanguinea y pueden llevar al paciente a depresion respiratoria
fatal (Armstrong et al., 2009).

La morfina tiene tiene buena hidrosolubilidad que le permite ser utilizada en solucion por
todas las vias de administracion posibles y se elimina preferentemente por
glucuronidacion en posiciéon 3 6 6, siendo su principal metabolito la morfina 3 glucurénido,
en cambio la morfina 6 glucurdnido interactua con receptores opioides por lo que ejerce
actividad analgésica, un 5% es eliminada en su forma desmetilada como normorfina. Su
administracion intratecal consigue altas concentraciones a las estructuras medulares y
paramedulares con rapidez y con larga duracién hasta 24 horas, siendo dosis muy
inferiores a 1 a 5 mg, La vida media de eliminacion de la morfina es aproximadamente de
120 minutos (Trescott et al., 2008). Sus efectos son antagonizados por la naloxona la cual
desplaza a la morfina de sus sitios de unién (Feinberg et al., 1976; Snyder 2007; Van Ree
et al., 2008).

Receptores opioides. Los receptores opioides, que son expresados desde los 2-5 dias
en las células nerviosas. (Kurt F. Hauser et al; Hauser y cols 2009), pertenecen al grupo
de receptores de membrana asociados a proteinas G con siete segmentos
transmembrana; las formas propuestas de receptor se denominaron segun los agonistas

prototipo utilizados: el receptor y-opioide especifico para la morfina y derivados, el



receptor K, (de ketociclazocina) para dinorfina A y B y la a neoendorfina; y el receptor 6
para explicar la accion de las encefalinas (Van Ree et al., 1999; Andrea M. Trescot et al.,
2008), dichos mecanismos de accion fueron descritos con la existencia de la naloxona, un
antagonista opioide no selectivo que revierte la inhibicion provocada por agonistas
opioides (Snyder, 2007); como consecuencia de su activacion, se induce analgesia de
elevada intensidad, producida principalmente en el SNC, asi como otros efectos
subjetivos que tienden a favorecer la instauracion de una conducta de autoadministraciéon

denominada farmacodependencia (Noble and Cox, 1996).

Bupivacaina. Es un anestésico local del grupo de las aminoamidas con PM de 288 kDa
deriva de la mepivacaina (origen de la cocaina), por sustitucion de un radical metilo por
un butilo, en el nucleo piperidina, la elevada liposolubilidad de la bupivacaina explica que
sea cuatro veces mas potente y tenga cinco veces mas tiempo de accién que la lidocaina
ya que se une a proteinas plasmaticas como la albumina (Calatayud and Gonzélez, 2003;
Morgan and Maged 2002; Eledjam et al., 2007), su metabolismo se realiza por enzimas
microsomales hepaticas que consisten en N-desalquilacion, metilacién, hidroxilacién vy
conjugacion con acido glucurénico, la eliminacion es principalmente por excrecion urinaria
(Krisko et al., 2003); la fraccion libre de la bupivacaina es la responsable de las posibles
reacciones toxicas. Fisiolégicamente, la bupivacaina se une a su receptor situado en la
parte interna del canal del ion sodio cerca del axoplasma e inhibe la fosforilacion de las
cinasas reguladas por sefiales externas (extracellular signal-regulated kinase) (ERK)
(Yanagidate and Strichartz, 2006), asi, disminuye su permeabilidad al Ca™ y por tanto no
afecta al potencial de reposo. En cambio, induce una reduccion de la corriente de
despolarizacion que no puede alcanzar el valor umbral, lo que causa bloqueo de la
propagacion del impulso eléctrico (Babst et al., 1978; Ready et al., 1985) reportaron que
las dosis maxima de bupivacaina han sido establecidas en 150-225 mg cada 3 horas y
400 mg cada 24 horas. Después de un largo historial de uso clinico para anestesia
espinal, se analiza su potencial neurotéxico, posterior a reportes de sindrome de cauda
equina (SCE) y sintomas neurolégicos transitorios (SNT), caracterizados por dolor,
disestesia o ambos en gluteos, muslos o extremidades inferiores ocurridos después de la
recuperacion anestésica subaracnoidea (Hodgson et al., 1999), Un indicio téxico de la
bupivacaina es una posible respuesta vasodilatadora reducida (Babst et al., 1978). Julia
Pollock (1998), sefialdé que la incidencia de trastornos neuroldgicos posteriores a la

anestesia subaracnoidea es baja y varia de 0.01 y 0.03%.



Implicacion de los receptores opioides en la diferenciacion de neuronas vy
oligodendrocitos.

Estudios in vitro muestran que los opioides internos pueden inducir un retraso en la
activacion de oligondendrocitos en la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE)
(Zagon et al., 2009); pero la buprenorphine (agonista mu- y antagonista kappa-opioide)
tiene efectos estimuladores o inhibidores dosis dependiente sobre la mielinizacién en el
SNC en embriones de ratas (Sanchez et al., 2008), otro estudio mostré que mediante la
sefalizacion de receptores mu- y delta-opioides se incrementa la proliferacion de
neuronas, pero disminuye el de astrocitos y oligodendrocitos de hipocampo de rata en
cultivo (Persson et al.,, 2003); aun mas, en un modelo knockout murino de receptores
kappa opioides se muestra que son necesarios para la maduracion de oligodendrocitos en
el SNC (Knapp et al., 2009), y ya diferenciados pierden la expresion de los receptores mu-
opioides (Tryoen-toth et al., 2000), la morfina junto con la molécula gp120 del virus HIV
pueden inducir toxicidad en oligodendrocitos (Kurt F. Hauser et al., 2009; Bao- Gang Liu
BG et al., 2001) encuentran in vitro, que la bupivacaina causa inhibicion de los canales de

calcio de alto voltaje en neuronas del asta posterior de la médula espinal en ratas.

Compuestos opioides y patologias

Después de un largo historial de uso clinico de anestésicos locales para anestesia
espinal, recientemente se analiza su potencial neurotoxico, posterior a reportes de
sindrome de cauda equina (SCE), sintomas neuroldgicos transitorios (SNT), neuropatia
periférica, caracterizados por dolor, disestesia o ambos en gluteos, muslos o
extremidades inferiores ocurridos después de la recuperacion anestésica subaracnoidea.
Paraplejia. Por su parte, la solucion hipotdnica de Fentanyl provoco déficit permanente en
la conduccion nerviosa (Atanassoff P.G. and Bande, 2000; Hodgson et al., 1999; Brull et
al., 2007), también se ha reportado toxicidad del SNC manifestada por adormecimiento
perioral y de la lengua; convulsiones; falla respiratoria que puede terminar en coma;
retencidn urinaria y alteraciones cardiovasculares por inyeccion intravascular accidental
(Brodsky, 1985; Bao- Gang Liu et al., 2001).

Pensando en que las complicaciones neurolégicas posteriores a la administracion de
anestésicos locales para bloqueos regionales periféricos o centrales siempre constituyen
una posibilidad y considerando que la toxicidad se define como la capacidad de una
sustancia de provocar una lesion, es prioridad de investigadores y clinicos, conocer y

reconocer los alcances de nuestros procedimientos a favor de la seguridad de nuestros



pacientes. Por lo que en este trabajo se analiza el posible papel toxico de los farmacos

morfina, fentanyl y bupivacaina en neuronas y oligodendrocitos de rata wistar.



JUSTIFICACION

La neurotoxicidad de los agentes anestésicos (bupivacaina, fentanyl y morfina)
segun referencias bibliograficas no se encuentra suficientemente clara a la fecha. Su
empleo indiscriminado, a sabiendas de que en su composicion no fueron hechos para
utilizacion intratecal hace necesario el seguimiento de estudios que pongan su evidencia
la probable toxicidad de los medicamentos, para crear concientizacion entre los
anestesibélogos de esta institucion.



HIPOTESIS

HIPOTESIS VERDADERA
Los anestésicos bupivacaina hiperbarica, fentanyl y morfina aplicados a dosis de 1100
MM, 200 uM y 100 nM respectivamente; equivalentes a las aplicadas en humanos, tienen
efectos téxicos en los cultivos de neuronas de médula espinal y oligondendrocitos de
nervio Optico obtenidos de ratas Wistar y Sprague Dawley respectivamente, por lo que

inhibiran el crecimiento neuronal y disminuiran la produccion de mielina respectivamente.

HIPOTESIS NULA

Los anestésicos bupivacaina hiperbarica, fentanyl y morfina aplicados a dosis
farmacoldgicas equivalentes en humanos a dosis de 100 yM, 200 uyM y 100 nM
respectivamente, no tienen efectos toxicos en los cultivos de neuronas vy
oligondendrocitos obtenidos de ratas Wistar y Sprague Dawley, por lo que no tendran

efecto alguno en el crecimiento neuronal y en la produccion de mielina.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Analizar los efectos toxicos (cambios morfolégicos; maodificacion del
crecimiento neuronal y produccién de neurotubulos y mielina) de los
anestésicos bupivacaina pesada, fentanyl y morfina, en modelos de cultivo de
neuronas de médula espinal y oligodendrocitos de nervio Optico de ratas

Sprague Dawley, a dosis equivalentes a las usadas en clinica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Establecer el modelo de dafio neuronal y oligodendroglial inducido por la
sobreactivacion de los receptores opiodes in vitro.

2. Determinar la ventana temporal de dafio de los compuestos opiodes.



3. Investigar si los compuestos anestesicos (bupivacaina, fentanilo y morfina)
modifican la morfologia de las neuronas y oligodendrocitos in vitro.

4. Analizar si los compuestos opiodes (bupivacaina, fentanilo y morfina)
inducen cambios en la expresion de proteinas del citoesqueleto de neuronas
y oligodendrocitos.

5. Determinar si los compuestos anestesicos (bupivacaina, fentanilo y morfina)
modifican la expresion de la proteina basica de la mielina en

oligodendrocitos in vitro



TIPO DE ESTUDIO

Protocolo experimental basado en evidencias

DISENO

La investigacion se realizara activamente mediante la busqueda de
informacion documental, recoleccién y obtencién de reactivos que se detallan a
continuacion, instrumentos (tijeras, pinzas, estereoscopio, cajas de Petri,
navajas, jeringas estériles) y animales necesarios (ratas de las cepas Sprague
Dawley y Wistar) para la realizacion de los ensayos en los especimenes de
estudio con las caracteristicas requeridas en el laboratorio de Ciencias

Morfologicas de la Universidad Auténoma de Aguascalientes.

DEFINICION DEL UNIVERSO

Poblacion de estudio: Se haran estudios por cuadruple tomando en cuenta que
cada ensayo consistira de 6 ratas Sprague Dawley hembra prefiadas de las
cual se obtendran los embriones para la obtencion de las Neuronas de médula
espinal, otro ensayo consistira también por cuadruplicado tomando en cuenta
que cada ensayo consistira de 6 ratas Sprague Dawley prefiadas de las cuales
se obtendran recién nacidos de 12 dias de quienes se obtendran
oligodendrocitos del nervio optico.

Aproximadamente seran 48 ratas Sprague Dawley madre como universo de
trabajo.

De los embriones de ratas Sprague Dawley a los 14 dias de gestaciéon se
obtendran al menos 1 milldn de neuronas para cultivarse en placas de 24
pozos estériles.

De los productos recién nacidos de 12 dias Sprague Dawley, se obtendran los
nervios opticos para cultivar al menos 500,000 oligodendrocitos en placas de

24 pozos estériles.

CRITERIOS



1. Criterios de inclusién: Ratas Sprague Dawley; embriones Sprague Dawley de
12-14 dias de gestacion; ratas recién nacidas Sprague Dawley de 12 dias
postparto.

2.Criterios de exclusién: Embriones de ratas Sprague Dawley de edad menor a
12 - 14 dias de gestacion.

3. Criterios de Eliminacién: Enfermedad de las ratas prefiadas Sprague Dawley,
embriones de ratas Sprague Dawley de 12 - 14 dias con malformaciones

congeénitas. Embriones con edad no aparente a la real.

METODOS DE SELECCION DE LA MUESTRA

Tamano de la muestra: Ensayos por cuadruple de cultivos de neuronas E14 y
oligodendrocitos P12, asignandose un anestésico, por cada grupo de cultivos.
Al primer grupo de cultivos se le administrara bupivacaina hiperbarica; al
segundo se administrara fentanyl y el tercero se administrara morfina y a un
cuarto grupo se le administrara naloxéna y a un quinto grupo se le

administrara solucion fisiolégica al 0.9% como grupo control.

DEFINICION DE VARIABLE
VARIABLES INDEPENDIENTES

Dosis de los farmacos bupivacaina hiperbarica, fentanil y morfina.

VARIABLE DEPENDIENTE TIPO CUANTITATIVO
1. Morfologia de la neurona: Tamano de la neurona y numero de las
prolongaciones.
2. Sintesis de neurofilamentos.
3. Sintesis de mielina.

4. Viabilidad celular.

MATERIAL Y METODOS:
CULTIVO CELULAR.

Cultivo primario de neuronas de médula espinal.



Animales: Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar (200 — 300 gr). Las
ratas se mantuvieron aisladas en cajas (n = 10), con ciclos de 12.30/11.30
horas luz/oscuridad, temperatura constante de 24 °C, humedad de 55% y una
alimentacion a base de comida (Rodent Lab Chow) y agua, una semana antes
de ser prefiadas. Por medio de frotis vaginal se verific6 la etapa estro
(Marcondes et al., 2002.), posteriormente se apare6 con el macho. Se realizé
frotis vaginal a primera hora del dia siguiente observando la presencia de
espermatozoides. A los 14 dias después de apareamiento fueron sacrificadas
las ratas hembras por desnucamiento, se sujetaron de las patas y se limpio la
piel del abdomen con etanol al 70%, posteriormente se diseco la pared
abdominal, obteniendo el Utero intacto, de donde se obtuvieron los embriones y
se colocaron en caja Petri con buffer de fosfatos de sodio y potasio (DPBS 0.1
M) libre de calcio y magnesio, todo ello en hielo. Por medio de un
estereoscopio, se colocé el feto de manera dorsal, con tijeras y pinzas finas se
extrajo la médula espinal. (Campos et al., 2009). Las médulas se colocaron en
una caja Petri con DPBS 0.1M, con tripsina 2.5% y DNAasa 0.4% se incubaron
10 minutos a 37°C, posteriormente se bloqueo la accién de la ftripsina
anadiendo medio neurobasal mas suero fetal de Bovino 10% (SFB), enseguida
se centrifugd a 1000 r.p.m. durante 5 minutos. El pellet celular obtenido se
tritur6 suavemente con agujas de 21, 23 y 25 G durante 1 minuto, a
continuacion se filtré6 el homogenizado celular en un filtro de nylon en 40 ym
con la finalidad de obtener el pellet celular libre de todo tejido conectivo y
aglomerados de DNA roto. El sobrenadante se recolecto para el conteo celular,
el cual se realizé mezclando en un microtubo Eppendorff 20 ul del pellet celular
con 80 yl de medio Neurobasal B27 y 100 ul de azul trypan se homogenizé la
mezcla, se tomaron 10 ul, los cuales se colocaron en la camara de Neubauer
para la realizacion del conteo de los 4 cuadrantes de la camara. Finalmente las
células se sembraron sobre placas de 24 pozos y sobre cubreobjetos
previamente tratados con solucién de poly-L-ornitina sembrando 200,000 y
50,000 neuronas respectivamente. Las células se mantuvieron en medio
Neurobasal + SFB 10 % a 37 °C y 5 % CO2, 24 h después de sembradas las
células, el medio fue completamente aspirado y reemplazado por medio
Neurobasal libre de SFB. Se cambiaron por 200 ul de medio Neurobasal + B27

cada 3 dias.



Cultivo primario de oligodendrocitos de nervio Optico. Se obtuvieron de
acuerdo a la metodologia de (Ibarretxe et al., 2006). La siembra de células se
realizd colocando 20 ul de una suspension celular con 200 000 células/ml en el
centro del cubreobjetos en una caja Falcon para cultivo celular de 24 pozos, en
seguida se incubd durante 30 minutos a 37°C, posteriormente se afiadieron
400 pl de medio SATO por pozo. Los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C
y 5% de CO, durante 2 dias.

ENSAYOS DE MUERTE CELULAR INDUCIDA POR COMPUESTOS
ANESTESICOS.

Agonista Descripcién Concentracién [Casa comercial

Sulfato de Opioide agonista de (100 uM Ampolleta de 10mg/10

Morfina receptores y mililitros (Pisa)

Fentanyl Opioide agonistade (0.1 nM Ampolletas de 0.5 mg/10ml,
receptores y (Janssen Cilag)

Bupivacaina Derivado cocainico {100 uM Ampolletas de 15mg/3 ml,
agonista de (Pisa)
receptores de canales
de calcio

Naloxona Inhibidor de 100 uM Ampolletas de 2 ml
receptores opioides

INalmnefeno inhibidor de receptores  [10-100 uM \Ampolletas de 2mg/2ml
opioides

Tabla 1.- Tipo de farmacos analgésicos y las dosis empleadas en los experimentos de

estimulacion de neuronas y oligodendrocitos in vitro.

Cada farmaco se administré por separado a las placas de cultivo de 7 dias in

vitro, que fueron estimulados durante 24 horas a 37°C, 5% CQO2. De estos se



realizaron estudios por triplicado en cada experimento al igual que el control,

posteriormente se realizaron distintas pruebas enseguida descritas.

CUANTIFICACION DE LA VIABILIDAD CELULAR
Ensayo con MTT.

Cuantificacion de Viabilidad celular, Mediante la técnica de reduccion de 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazolium bromide (MTT, Sigma), de
acuerdo a (Ibarretxe et al., 2006 y Campos-Esparza MR, 2009).

Las células se incubaron con las sales de tetrazolio a concentracién de 1 mg/mi
durante una hora en el medio de cultivo, el precipitado de formazan se disolvio
con dimetilsulfoxido (DMSOQO) y la absorbancia del sobrenadante se cuantifico a
570 nm, los ensayos se llevaron a cabo por duplicado.

Los datos fueron analizados con el programa estadistico Graph Pad Prism para
obtener los porcentajes de viabilidad celular asi como la ECso de cada agonista
y antagonista. Los resultados obtenidos fueron expresados como la media *
SEM donde los experimentos (n=3) se realizaron por triplicas. La prueba de t
de student (t) se realizé para comparar 2 condiciones experimentales y saber si
eran estadisticamente significativos considerando un nivel de confianza de
0.95.

LOCALIZACION DE ANTIGENOS MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA

La Inmunocitoquimica se realizé6 removiendo el cubreobjetos que contiene las
neuronas o los oligodendrocitos de la placa de cultivo, en base a la técnica
descrita por (Sanchez-Gémez et al., 2003), brevemente, se realizaron 3
lavados con PBS de 10 minutos cada uno, después se permeabilizaron las
células con PBS + 0.2% de Triton X100, se realizaron 3 lavados de 10 min
cada uno con PBS 1x, se bloquearon los epitopos inespecificos con PBS +
0.2% de Triton X100 + 5% suero de caballo durante 60 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion las neuronas se incubaron con el Ab primario mouse
anti-MAP2 (Sigma) (1ug/100ul) y los oligodendrocitos con mouse anti
oligodendrocytes O4 (1ug/100ul) y mouse anti-Myelin Basic Protein tissue



culture supernatant (MBP) 1:100 en PBS+0.2% de Triton X100 + BSA 5%
durante 24 horas en camara humeda a 4° C. Posteriormente se realizaron 3
lavados con PBS+0.2% de Triton X100 cada 10 minutos y 3 lavados cada 10
minutos con PBS. A continuacién se incubd con el anticuerpo secundario goat
anti-mouse fluorescein conjugated (Chemicon AQ303F) (0.33 ug/100ul) durante
1 hora diluido en PBS + 5% suero de caballo; se realizaron 3 lavados con PBS
cada 10 minutos y se incub6 con Hoechst 33258 (5 ug/ml) diluido en PBS por
10 minutos a temperatura ambiente, finalmente, se realizaron 3 lavados con
PBS cada 10 minutos y se colocé sobre un portaobjetos y cubrié con Glycergel
(Dako) (Campos-Esparza et al., 2009).

Para el analisis de las células viables se utilizd el microscopio de fluorescencia
Axio Vision Release 4.6.3 SP1 Zeiss (2007). Para el analisis de las imagenes
de Inmunofluorescencia se emple6 el Image Pro Plus (Software) y Adobe
Photoshop CS2.



RESULTADOS

Neuronas.

Con el procedimiento empleado para la obtencién de neuronas de médula
espinal se lograron células viables hasta por ocho dias. En la figura 1A se
observa la morfologia tipica de célula neuronales, caracterizada por sus somas
(s) bien diferenciados, a partir de él se originan diferentes prolongaciones
(flechas) que forman redes caracteristicas de la interaccion a través de las
sinapsis entre neuronas en cultivo y en los tejidos. En la tabla 1 se describen

las caracteristicas morfoldgicas de las células.

IAndlisis Controll  bupivacaina| Fentanyl Morfina
Numero de valores 100, 54 100, 74
Promedio 3.420 2.870 2.630 2.595
Desviacién standard 0.7132 0.7782 0.5801 0.6393]
Error standard 0.07132 0.1059 0.05801 0.07432

Tabla 2.- Morfologia de las neuronas. El diametro de los cuerpos neuronales control fue
significativamente mayor con respecto a los tratados con bupivacaina, fentanyl y morfina (p<
0.0001); mientras que las neuronas tratadas con bupivacaina tuvieron el diametro mayor (p<
0.05) con respecto a las tratadas con los farmacos opioides.




Figura 1. Cultivos de neuronas de médula espinal. (A) Cultivo normal o control;
(B) Neuronas cultivas por 24 h con bupivacaina 100 yM; (C) con Fentanyl a
dosis de 0.1 nM; (D) con Morfina 1 mM.

En las graficas 1A y 1B se muestran los valores de los diversos efectos de los
farmacos, en general se observa que hubo cierta accion sobre el tamafio de las
neuronas en cultivo, sobresale que la bupivacaina tuvo menor efecto
observable, y los farmacos opioides fentany y morfina con mayor efecto

inhibidor del crecimiento neuronal.

Gréfica 1B.- Numero de prolongaciones
neuronales **= p< 0.05

Grafica 1A.- Diametro de somas
neuronal: += p< 0.0001



5 **

Nunmero de prolongaciones+SD

diametro del somat SD

Efecto de los farmacos sobre las neuronas en la expresion de proteina
asociada a microtubulos (MAP2 ) mediante su deteccion con anticuerpos
especificos.



Las células se estimularon por 24 h con bupivacaina, fentanyl, morfina y su
antagonista naloxona. En la figura 2a se observa por inmunocitoquimica la
expresion basal de la proteina asociada a microtubulos (MAP2 verde Fig. 2), en
neuronas cultivadas por 7 dias, su distribucion es visible en el soma y las
prolongaciones neuronales inclusive donde se llevan a cabo las sinapsis
(flechas); los nucleos se tifieron de color azul por el colorante Hoechst. Se
observa que la bupivacaina (Fig 2b) indujo sobre-expresion de dicha proteina,
sugiriendo un efecto estimulante y que puede estar relacionado con su posible
papel en la hiperexcitabilidad neuronal; Por otra parte, se detecté que el
fentanyl y la morfina redujeron la expresion de MAP2, lo que correlaciona con
la falta de diferenciacion adecuada de las neuronas tomando como referencia

el control (Figs. 2c y 2d)




Muerte celular (%)

Figura 2. Cambios morfolégicos en las neuronas inducidos por los
farmacos bupivacaina 100 uM, Fentanyl 0.0001 pM, Morfina 100 uM y
la Naloxona 100 uyM. Aqui se observa la expresién normal de MAP2 en
neuronas control (a) donde se observan sinapsis (flechas); y la sobre—
expresion en las neurona tratadas con Bupivacaina (b), mientras que en
el Fentanyl (c) y Morfina (d) la poca expresion de MAP2 se relaciona con
una disminucion en el tamafio de la neurona.

Dosis efecto de La morfina, fentanyl, bupivacaina y naloxona sobre la
muerte neuronal a diferentes concentraciones.

Las células se estimularon por 24 h con morfina, fentanyl, bupivacaina y su
antagonista naloxona, mediante el ensayo de captacion de sales de MTT y su
reduccion por la enzima succinato deshidrogenasa se detecté el porcentaje de
mortalidad; que para la morfina a 100 uM fue del 22 % (Gréfica 2, morfina) para
el Fentanyl a 0.0001 uM fue del 25%; (Grafica 2, fentanyl) para la bupivacaina
100 puM tuvo efecto del 20% (Grafica bupivacaina); finalmente la naloxona a la
misma dosis de 100 pyM tuvo un 10% de mortalidad sobre las neuronas (Grafica

2 naloxona), por lo que podemos decir que el fentanyl fue el farmaco que a
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dosis muy bajas tuvo un efecto sobre la
mortalidad celular siendo dichas cantidades las concentraciones dosis—efecto,

comparadas con el control.
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control 100 pM

Oligodendrocitos
marcados con MTT

La imagen muestra
oligodendrocitos marcados
con MTT post-estimulacién
con agonistas de los
receptores opioides. [(A)
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observa el control que son
Células estimuladas con

agua destilada, donde su viabilidad representa el 100 %, sin % de muerte, los valores de los
compuestos opioides se calculan en base al control para calcular el % de muerte celular. En la
anterior figura se muestra el porcentaje de activacion de los receptores opioides en porcentaje,
equivalente a la muerte neuronal, partiendo de n=3 por triplicado + 3 desviaciones estandar

Figura 3



Se obtuvo un cultivo adecuado de oligodendrocitos

Los cultivos primarios de oligodendrocitos se obtuvieron y mantuvieron por al
menos dos dias en condiciones Optimas (figura 3a), se observaron
oligodendrocitos aislados con cuerpos redondeados (flechas blancas en figuras
3a, 3b, 3c y 3d) y prolongaciones cortas (flechas azules en las mismas figuras)
estas caracteristicas son propias de éstas células en estudio.

Efecto de farmacos sobre la morfologia celular.

A partir del cultivo primario con oligodendrocitos de 2 dias in vitro, se realizaron
un total de 5 experimentos por triplicado (n=3) los cuales fueron inducidos con
los agonistas opioides (Morfina, Fentanyl y Bupivacaina) y el antagonista
opioide (Naloxona) a diferentes concentraciones (Ver tabla 1) durante 24 horas;
posteriormente se marcaron los oligodendrocitos que resultaron viables a la
estimulaciéon con MTT. Una vez tefidas las células con MTT, se realiz6 el
conteo del numero de prolongaciones, diametro del cuerpo celular y diametro
de la extension de las prolongaciones; todas las células viables que se
observaron en cada uno de los pozos a 20X y se obtuvo las medidas de cada

grupo de estimulacién.
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Asi, se observd que los cultivos de oligodendrocitos control (Figura 4)
presentaron un promedio de 7.5 prolongaciones por célula, sin embargo, las
células estimuladas con bupivacaina presentaron mayor numero de
prolongaciones celulares con significancia estadistica (p<0.0001) (Grafica 3A);
por su parte, la morfina tuvo un efecto estimulador en el crecimiento de los
somas (Figura 5), pues el promedio de los mismos frente al control fue mayor
(p< 0.05) (Grafica 3B); finalmente, la bupivacaina indujo un mayor diametro de

las prolongaciones de los oligodendrocitos (grafica 3C) y (Figura 6).



Grafica 3. Analisis del efecto de farmacos
analgésicos en oligodendrocitos. A) Numero
de prolongaciones, la bupivacaina induce la
formacion de mas prolongaciones en
oligodendrocitos (p< 0.0001); B) Se aprecia
que la morfina induce un diametro mas
grande de los cuerpos de los
oligodendrocitos (P<0.05); C) resalta el
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Figura 4. Medidas de cuerpo y prolongaciones Figura 5.- Medidas de cuerpo y prolongaciones
de oligodendrocito control. de oligodendrocitos tratados con morfina 10 uM.

Viabilidad de oligodendrocitos inducida por farmacos.



Figura 6.- Medidas de
cuerpo y prolongaciones
de oligodendrocitos
estimulados con
bupivacaina 10 uM.

El promedio del numero
de células viables
observadas mediante su
tincién con MTT en el

control negativo se

consideré como el 100%
de viabilidad y en base a ésta, se obtuvo la viabilidad de los pozos estimulados
con agonistas

Los resultados obtenidos mostraron que los oligodendrocitos aumentaron su
viabilidad en la mayoria de los casos (Figura 3). Las células que fueron
inducidas con morfina (1 uM) (figura 3A) mostraron una viabilidad celular de
247.10 + 24.10% con respecto al control (100% viabilidad celular) (Grafica 4A).

Con fentanyl a una concentracion de 0.1 nM, la viabilidad celular de los
oligodendrocitos se vio afectada de manera positiva con respecto al control,
dando una viabilidad de 151.200 + 3.217%. Asi mismo, se observdé que
conforme aumenta la concentracién del opioide, la viabilidad de los
oligodendrocitos disminuye hasta un 74.31% +/- 3.155% a la concentracion de
500 nM (Grafica 4C).

Con Bupivacaina se encontr6 que a concentracion de 10 nM la viabilidad
aumentd hasta un 116.90 + 6.669% con respecto al control y conforme se
aumento la concentracion la viabilidad celular se vio disminuida hasta 74.09 +

3.710% como se observa en la concentracion de 100 uM (Grafica 4E).

Con el antagonista Naloxona, se observé un comportamiento contrario al
analizado en los experimentos anteriores con los agonistas. En este caso,
conforme aumenté la concentracién del antagonista desde 10 nM hasta 100
uM, la viabilidad aumenté hasta un 214.500 + 3.819% (100 uM) (Grafica 4G).
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Grafica 4. Los cultivos de oligodendrocitos de 2 dias in vitro fueron estimulados durante 24
horas con diferentes agonistas, la viabilidad celular se determiné post-estimulacion con el
método del MTT. Cuantificando el numero de células tefiidas en un microscopio éptico (A, C, E,
G). Las graficas (E, F, G, H) representan la ECsy, de cada agonista. Representaciones
cuantitativas de la viabilidad celular (%) de los oligodendrocitos con respecto al control (100%),
oligodendrocitos sin estimulacion toxicologica. Los valores de cada barra representan la media
+ SEM de 5 experimentos realizados por triplicado (n=3) bajo las mismas condiciones. * P <
0.05, ** P <0.01, ** P <0.001 con una prueba de T — Student.



Resultados utilizando la técnica de Inmunocitoquimica para observar la
morfologia de oligodendrocitos.

A los oligodendrocitos incubados con los agonistas opioides y cocainico se
aplicé un anticuerpo dirigido a la molécula O4 especifica de éstas células y su
presencia de identific6 mediante inmunofluorescencia, los nucleos se
identificaron con Hoechst. Se observé que las células incubadas con morfina
expresaron poca cantidad de O4, sugiriendo que este opioide tiene un efecto
inhibidor en la sintesis de esta molécula de forma similar a la bupivacaina; por
su parte, el fentanyl y la naloxona no tuvieron el mismo efecto, ya que la tincién

fue muy similar al control (figura 7A, 7C y 7E).

.

Figura 7.- oligodendrocitos tefiidos para la presencia de O4 (molécula especifica de éstas
células). Oligodendrocitos de 2 dias de in vitro estimulados durante 24 h con agonistas de los
receptores opioides. Posteriormente fueron marcados con un Ab anti- O4 unido a una molécula
conjugada con fluorocromo (verde). El nucleo fue marcado con Hoechst 33258 (azul). (A)
Control. (B) Morfina (1 mM). (C) Fentanyl (1 uM). (D) Bupivacaina (10 nM). (E) Naloxona (100
pM). Barra de calibracion 30 pm.




Con la misma técnica de inmunohistoquimica se identificd la expresion de la
proteina basica de mielina (Figura 8), observando que las células que fueron
estimuladas con morfina emiten una mayor intensidad de fluoresceina, hallazgo
que nos sugiere que este compuesto opioide modifica la expresion de MBP en
los oligodendrocitos, el punto de vista cualitativo. Por otro lado, con
bupivacaina y fentanyl se observé una fluorescencia igual emitida con respecto
al control, lo anterior sugiere que el farmaco opioide morfina induce un estado

de activacién en la produccién de esta proteina constituyente de la mielina.

(€)

50 pm

Figura 8.- Oigodendrocitos de 2 dias in vitro estimulados durante 24 h con agonistas de los
receptores opioides. Las células fueron marcadas con el anticuerpo monoclonal anti-MBP
(verde). El nucleo fue marcado con Hoechst 33258 (azul). (A) Control Negativo. (B) Morfina (1
mM). (C) Fentanyl (1 uM). Barra de calibracién 50 um.



DISCUSION
Farmacos:

Sulfato de morfina. Sabiendo que la dosis para humanos de este farmaco
opioide es de 100 a 200 microgramos, se emplearon dosis equivalentes de 0.1
uM a 1000 uM; de igual manera, el fentanyl se usa para humanos a dosis de 1
a 2 microgramos por 100 gr de peso (Wong y cols, 2010) y en este trabajo se
utilizaron dosis equivalentes de 100 nM y 1 mM de fentanyl, presentacion 0.5
mg/10ml, (Janssen Cilag); A su vez, la dosis en humanos de Bupivacaina es de
25 a 50 ug (presentacién 15mg/3 ml, (Pisa)) (Besocke y cols, 2007), se usaron
dosis equivalentes de 0.1 nM a 1 uM, cada farmaco se administré por separado
a las placas de cultivo de 7 dias in vitro, que fueron estimulados durante 24
horas a 37°C, 5% CO2. Naloxona dosis en humanos 0.4mg por dosis, usando
dosis equivalente de 100 uM - 10 nM. De tal manera que las dosis empleadas
han sido utilizadas por otros investigadores para estudios in vitro (Babst y cols.,
1978; Besocke y cols., 2007; y cols., 2010).

En relacién al fentanyl en neuronas de rebanadas de tallo cerebral en ratas se
determind que a concentraciones clinicas relevantes de 0.25 a 1 pMol/L,
produce un aumento del potencial de accién y aumenta la frecuencia del
impulso eléctrico, probablemente inhibiendo la funcion neuronal de las
interneuronas gabaérgicas, que suprimen la actividad de las neuronas de la
médula espinal. El fentanyl es un para-agonista selectivo que activa los
receptores opioides, quiza este mecanismo lo observamos en nuestros
ensayos in vitro en neuronas de médula espinal de fetos de rata (grafica 2),
pues en ensayos de mortalidad celular, esta fue mayor en las neuronas control,
lo que sugiere que el fentanyl tiene un efecto estimulador a través de sus
receptores p-opioides que puede explicar el posible efecto toxico que se
presenta en algunos casos clinicos mediante su metabolismo hepatico (Otha y
cols., 1995; Amstrong y cols., 2009) o al dejar prurito intenso como secuela en

pacientes obstétricas (Wells y cols., 2004).

La morfina se usa normalmente a 0.1-0.2 mg pero puede producir efectos
contralaterales como prurito, nauseas, vomito y depresion respiratoria de una

manera dosis dependiente (Gallagher, 1997). La morfina tiene buena



hidrosolubilidad que le permite ser utilizada en solucion por todas las vias de
administracion posibles y se elimina preferentemente por glucuronidacion en
posicion 3 6 6, siendo su principal metabolito la morfina 3 glucurdnido, en
cambio la morfina 6 glucurénido interactua con receptores opioides por lo que
ejerce actividad analgésica, un 5% es eliminada en su forma desmetilada como
normorfina. Su administracion intratecal consigue altas concentraciones a las
estructuras medulares y paramedulares con rapidez y con larga duracidén hasta
24 horas, siendo dosis muy inferiores a 1 a 5 mg, La vida media de eliminacion
de la morfina es aproximadamente de 120 minutos (Trescott y cols., 2008). Sus
efectos son antagonizados por la naloxona la cual desplaza a la morfina de sus

sitios de union (Feinberg y cols., 1976; Snyder, 2007; Van Ree y cols., 2008).

Se hizo un estudio retrospectivo en expedientes de pacientes operados y se
buscaron Seis "complicaciones graves": Paro cardiaco (ausencia de respiracion
espontanea, ausencia de pulso palpable) que requiere masaje cardiaco o la
adrenalina, Crisis convulsivas, Radiculopatia, Sindrome de la cola de caballo,

Paraplejia y La muerte. (Auroy y cols., 1997).

La morfina tiene un doble efecto en la respuesta nociva inhibidora y facilitadora
dependiendo de la dosis administrada (Otha y cols., 1995). Esto se pudo
corroborar en nuestros experimentos donde la morfina a dosis bajas como 100
MM y fentanyl a 0.0001 uM aplicadas por nosotros en los cultivos de neuronas
de médula espinal de rata Wistar, indujeron una disminucién en el diametro del
cuerpo de las neuronas y del numero de sus prolongaciones (graficas 1Ay 1B),
el efecto inhibidor de la morfina y fentanyl se mostré también por la inhibicion
de la expresibn de MAP2, esta proteina asociada a microtubulos es
indispensable para el trafico vesicular, plasticidad neuronal y disponibilidad de
receptores en las neuronas (Farah y Leclerc, 2008), lo que explica una de las
multiples vias por las que puede estar actuando la morfina.  Otros
investigadores han descubierto que la administracion crénica de morfina a ratas
también modifica in situ la expresiéon de MAP2 en neuronas del nucleo
acumbens y le adjudican a esto, parte de los mecanismos fisiopatoldgicos de la
morfina en el cerebro de las ratas estudiadas (Hemby SE., 2004). Por el
contrario, no se ha descrito en la literatura alguna relacién del efecto del

fentanyl con la expresién de MAP2 en neuronas, por lo que podemos expresar



que este farmaco opioide sintético puede dafar al citoesqueleto de las
neuronas mediante la inhibiciéon de la expresion de MAP2. En relacion al efecto
de la bupivacaina, es interesante mencionar que a la dosis usada por nosotros
in vitro (0.01 y 100 yM) indujo una sobre-expresién de MAP2, lo que puede
explicar la sobre-excitacion neuronal en algunos casos de secuelas por su
aplicacion intratecal manifestada por parestesias hasta de dos semanas

posterior a su aplicacion (Horlocker y cols., 1997).

El aumento de las concentraciones de glutamato en el microdializado de liquido
cefalorraquideo puede ser otra pista importante en la causa de neurotoxicidad
por anestésicos locales por via espinal, a éste respecto Yamashita y cols.,(
2003) realizaron un estudio comparativo entre bupivacaina al 2%, tetracaina al
2%, lidocaina al 2% y ropivacaina al 2% administradas por medio de un catéter
subaracnoideo dirigido hacia la cauda equina, se encontr6 que todos los
anestésicos locales provocaron un aumento significativo en la concentracion de
glutamato en el microdializado de LCR sin diferencia entre ellos, el grupo que
recibié lidocaina tuvo peor evaluacion sensitiva que los demas grupos. En lo
referente a los hallazgos histopatolégicos, se encontré vacuolizacién de la
sustancia blanca del funiculo dorsal principalmente en el grupo de lidocaina.
Yamamoto, le confiere un papel fundamental en la citotoxicidad del anestésico
a los radicales libres de oxigeno, los cuales inhiben la alta afinidad sodio-
dependiente en la recaptura de glutamato por células gliales (Yamamoto y
cols., 1998). Liu y cols., (2001), también demuestran que la bupivacaina inhibe
los canales de calcio de alto voltaje en neuronas de asta dorsal de la rata dosis

dependiente.

Otras posibles causas de dafio neuroldgico ajenas a los farmacos son: manejo
del paciente, tipo puncién, isquemia neural, distribucion andémala del
anestésico, espasmo muscular, dolor miofacial y la adiciéon de glucosa a las
soluciones anestésicas para otorgar determinada baricidad con respecto al
LCR (Hampl y cols., 1999, Pollock y cols., 1999; Beardsley y cols., 1995).

La existencia de un fendmeno paraddjico de hiperalgesia inducida por opioides
y la relativa aparicion de tolerancia esta siendo reconocida hoy dia con mas
frecuencia en anestesia y en la terapia del dolor crénico; por tanto, el empleo

de esta clase de droga puede estar asociado no solo a pérdida de la eficacia



analgésica (tolerancia) sino también a la activacion de mecanismos pro-
nociceptivos que incrementan la sensibilidad al dolor (hiperalgesia). Tres
mecanismos mayores parecen estar implicados (Redondo y col. 2006).

v Activacién del sistema glutaminérgico central.

v Liberacion de dinorfina espinal (sustancia hiperalgésica)

v Facilitacion espinal descendiente a través de células sensibles a

opioides situadas en la médula rostral ventromedial.

Estas evidencias indirectas soportan que los opioides pueden causar
hiperalgesia y a su vez pueden tener un impacto negativo en los resultados

finales perioperatorios (Redondo y cols., 2006).

Oligodendrocitos. Cuando aplicamos morfina en oligodendrocitos de rata, se
mostré sobreexpresion de Proteina Basica de la mielina (MBP) (figura 8) y
aumento de diametro del soma (Grafica 3B y figura 5), mientras que fentanyl y
bupivacaina no tuvieron efectos. La MBP es una proteina fundamental en la
estructura de la mielina producida por los oligodendrocitos en el SNC y su
relacion con las neuronas a quienes les forma una capa aislante y protectora
(Fitzner y cols., 2006), éstas células son importantes en la estructura y
fisiologia del Sistema Nervioso, por lo que pueden ser blanco de los farmacos
analgésicos opioides durante su administracion intratecal, en efecto, estudios
en modelos animales tratados con morfina, mostraron que en forma
concomitante con la administracion de proteinas del virus HIV, tienen un efecto
estimulador sobre oligodendrocitos de rata, probablemente induciendo un
aumento en su ciclo de recambio, lo anterior se relaciona con un progresivo
dafio del sistema Nervioso Central en personas que son adictas a la morfina y
al mismo tiempo son seropositivas al VIH (Hauser y cols., 2009), en otro
estudio se detectd reduccion en la expresion de genes de la MBP en muestras
post-mortem de nucleo accumbens de adictos a la cocaina (Albertson y cols.,
2004; Miguel-Hidalgo, 2009), estos reportes sustentan nuestros hallazgos de
que la morfina induce cambios morfoldgicos en los oligodendrocitos que puede
explicar los efectos dafinos encontrados en pacientes a quienes se les ha

administrado este farmaco opioide.



Otro marcador durante la diferenciacion de oligodendrocitos es la molécula O4
(Takumoto y cols., 2010), esta molécula la consideramos como un marcador
especifico para oligodendrocitos y aplicamos anticuerpos especificos para su
identificacién en los experimentos de estimulacion in vitro de oligodendrocitos
con morfina, fentanyl, bupivacaina y naloxona. Observamos que morfina y
bupivacaina inhibieron la expresion de O4, mientras que fentanyl y naloxona no
modificaron su expresion. Los resultados anteriores muestran que la morfina y
bupivacaina in vitro, pueden inducir cambios en los oligodendrocitos y
eventualmente inducir alteraciones en su desarrollo y funciéon, no tenemos
parametros de la literatura para poder discutir nuestros hallazgos.

En forma general, los farmacos estudiados ejercieron un efecto estimulador
sobre los oligodendrocitos, pues la sobrevivencia fue mayor cuando las células
estuvieron en contacto con los agonistas opioides y cocainico comparado con

el control (grafica 4).

Para los pacientes con dolor moderado a severo, la administracién parenteral
de opiodes es el tratamiento mas comun. El efecto analgésico también es
dosis-dependiente, es por ello que resulta esencial que la dosis y el esquema
de administracion sea individualizado para cada paciente. En general la
mayoria de los analgésicos opioides son similares en sus caracteristicas,

excepto por las variaciones en la potencia y vida media (Sanchez, 2004).

Las complicaciones neuroldgicas posteriores a la administracion de
anestésicos locales para bloqueos regionales periféricos o centrales siempre
constituyen una posibilidad. Considerando, que la toxicidad se define, como la
capacidad de una sustancia de provocar una lesion, es prioridad de
investigadores y clinicos, conocer y reconocer los alcances de nuestros

procedimientos a favor de la seguridad de nuestros pacientes.

Aunque estudios experimentales en animales han aportado una importante
evidencia de que los anestésicos locales usados a concentraciones
importantes pueden causar lesion al tejido neural, los mecanismos

fisiopatolégicos aun hoy en dia parecen poco claros.



Los efectos de los anestésicos locales sobre el flujo espinal medular segun los
hallazgos de Ida y cols., (1997); y Porter y cols., (1985) donde éstos farmacos
(lidocaina, bupivacaina, tetracaina y mepivacaina) sin la adicién de adrenalina
parecen tener un efecto esencialmente vasodilatador e incremento en flujo
sanguineo local, sin embargo, la ropivacaina produce vasoconstriccion y
disminucién importante del flujo sanguineo medular dosis dependiente.

Complicaciones. Los agonistas opiaceos producen paraparesia espastica
después de un corto periodo de isquemia de la médula espinal en ratas a
través de los receptores mu y delta, la espasticidad provocada por agonistas
opiaceos DAMGO y DPDPE se revirti6 completamente con tratamiento
intratecal de naloxona y naltrindole. (Kakinohana y cols., 2006).



CONCLUSIONES.

Morfina y Fentanyl inhiben la expresion de MAP2 y el desarrollo morfoldgico de
neuronas de médula espinal de fetos de 14 dias de rata Wistar; Bupivacaina

estimula la expresién de MAP2.

En forma general, los farmacos opioides analizados son estimulantes de la

viabilidad celular para las neuronas en cultivo.

Morfina estimula la expresién de MBP en oligodendrocitos de nervio Optico de
ratas Wistar recién nacidas, por lo que induce su diferenciacion celular por

disminucién de expresion de las moléculas O4.

Fentanyl y naloxona al parecer no tienen efecto sobre la expresion de OA4.



ANEXOS

Agonista Descripcion Concentracion Casa comercial
Sulfato de Opioide agonista de  [100 uM Ampolleta de 10mg/10
Morfina receptores y mililitros (Fisa)
Fentanyl Opiocide agonista de 0.1 nM Ampolletas de 0.5 mg/10ml,
receptores y (Janssen Cilag)
Bupivacaina Derivado cocainico  |[100 uM Ampolletas de 15mg/3 ml,
agonista de (Pisa)
receptores de canales
de calcio
Naloxona Inhibidor de 100 uM Ampolletas de 2 ml

receptores opicides

Tabla 1.- Tipo de farmacos analgésicos y las dosis empleadas en los experimentos de estimulacion de

neuronas y oligodendrocitos in vitro.

Analisis

Mumero de valores

Promedio

Desviacidn standard
Error standard

Zontrol
100

3.420
0.7132
0.07132

bupivacaina
54

2.870
0.7782
0.1059

Fentanyl Morfina
100 T4
2.630 2.585
0.5801 0.6393
0.05801 0.07432

Tabla 2.- Morfologia de las neuronas. El didmetro de los cuerpos neuronales control fue significativamente
mayor con respecto a los tratados con bupivacaina, fentanyl y morfina (p< 0.0001); mientras que las
neuronas tratadas con bupivacaina tuvieron el didmetro mayor (p< 0.05) con respecto a las tratadas con los

farmacos opioides.




Figura 1. Cultivos de neuronas de médula espinal. (A) Cultivo normal o control; (B) Neuronas
cultivas por 24 h con bupivacaina 100 uM; (C) con Fentanyl a dosis de 0.1 nM; (D) con Morfina 1

Grafica 1A. Diametro del soma neuronal: +=p< 0.0001;
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Grafica 1B. Numero de prolongaciones neuronales: **=p<0.0001; *=p<0.05

Figura 2. Cambios morfologicos en
las neuronas inducidos por los
farmacos bupivacaina 100 pM,
Fentanyl 0.0001 pM, Morfina 100
uM y la Naloxona 100 uM. Aqui
se observa la expresion normal de
MAP2 en neuronas control (&)
donde se observan sinapsis
(flechas); y la sobre—expresion en
las neurona tratadas con
Bupivacaina (b), mientras que en
el Fentanyl (c) y Morfina (d) la
poca expresion de MAP2 se
relaciona con una disminucion en
el tamafio de la neurona.
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Graéficas 2. efecto de farmacos en neuronas:
Cultivo de neuronas de médula espinal y
toxicidad mediada por el receptor opioide p.
En las gréficas se observa el control que son
células estimuladas con agua destilada, donde
su viabilidad representa el 100 %, sin % de muerte, los valores de los compuestos opioides se
calculan en base al control para calcular el % de muerte celular. En la anterior figura se muestra el
porcentaje de activacion de los receptores opioides en porcentaje, equivalente a la muerte neuronal,
partiendo de n=3 por triplicado + 3 desviaciones estandar

0 T
control  0.0001 uM 1 M



Oligodendrocitos
marcados con MTT

La imagen muestra
oligodendrocitos marcados
coen MTT post-estimulacién
con ageonistas de los
receplores opioides. (A)
Control (B) Morfina 100 uM.
(C} Fentanyl 1 uM. (D)
Bupivacaina 10 nM. Las
células presentaron
diferencias morfoldgicas en
el nimero de prolongacicnes
y en el indice de viabilidad
con respecto al contral.
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en oligodendrocitos (p< 0.0001).

Promedio diametro

soma+ SE
-
-
.

Gréfica 3. Andlisis del efecto de farmacos
analgésicos en oligodendrocitos. A) Numero de
prolongaciones, la bupivacaina induce Ia
formacion de mas prolongaciones en
oligodendrocitos (p< 0.0001); B) Se aprecia que
morfina induce un diametro mas grande de los
cuerpos de los oligodendrocitos (P<0.05); C)
resalta el efecto inductor de la bupivacaina en
inducir un mayor diametro de las prolongaciones



Figura 4. Medidas de cuerpo y
prolongaciones de
oligodendrocito control.

Figura 5.- Medidas de cuerpo y
prolongaciones de
oligodendrocitos tratados con
morfina 10 uM.

Figura 6.- Medidas de cuerpo y
prolongaciones de
oligodendrocitos estimulados con
bupivacaina 10 uM.
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de 2 dias in vitro
fueron estimulados durante 24 horas con diferentes agonistas, la viabilidad celular se determiné post-
estimulacion con el método del MTT. Cuantificando el nimero de células teflidas en un microscopio éptico
(A, C, E, G). Las gréficas (E, F, G, H) representan la ECs, de cada agonista. Representaciones cuantitativas
de la viabilidad celular (%) de los oligodendrocitos con respecto al control (100%), oligodendrocitos sin
estimulacion toxicoldgica. Los valores de cada barra representan la media + SEM de 5 experimentos
realizados por triplicado (n=3) bajo las mismas condiciones. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 con una

prueba de T — Student.



Figura 7.- oligodendrocitos tefiidos para la presencia de O4 (molécula especifica de éstas células).
Oligodendrocitos de 2 dias de in vitro estimulados durante 24 h con agonistas de los receptores opioides.
Posteriormente fueron marcados con un Ab anti- O4 unido a una molécula conjugada con fluorocromo
(verde). El nucleo fue marcado con Hoechst 33258 (azul). (A) Control. (B) Morfina (1 mM). (C) Fentanyl (1
pM). (D) Bupivacaina (10 nM). (E) Naloxona (100 uM). Barra de calibracion 30 um.

Figura 8.- Oigodendrocitos de 2 dias in vitro estimulados durante 24 h con agonistas de los receptores
opioides. Las células fueron marcadas con el anticuerpo monoclonal anti-MBP (verde). El nucleo fue
marcado con Hoechst 33258 (azul). (A) Control Negativo. (B) Morfina (1 mM). (C) Fentanyl (1 uM). Barra de
calibracion 50 um.
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