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Resumen

Resumen

El sistema dopaminérgico mesocorticolimbico juega un papel fundamental en los
mecanismos cerebrales de reforzamiento y recompensa de la mayoria de las drogas de
abuso, incluido el alcohol (etanol). Numerosos estudios sugieren que los efectos
reforzadores del etanol en el cerebro implican, al menos parcialmente, la activacion del
sistema opioide enddgeno. Por otra parte, se ha postulado que la transmision
dopaminérgica en la via nigroestriatal podria estar relacionada con los mecanismos
implicados en la sensibilidad cerebral al etanol y participar en el proceso de adiccion.
Aunqgue las evidencias muestran que los opioides estan implicados en el reforzamiento de
etanol, el papel de estos péptidos en los procesos de dependencia a la droga no es claro.
El objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos de la administracion cronica de etanol
sobre el contenido de Metionina-encefalina (Met-enk), asi como sobre la unién de un
ligando selectivo del receptor opioide delta (6) en diferentes regiones del sistema
mesocorticolimbico y la via nigroestriatal de la rata. Para ello, ratas Wistar macho fueron
tratadas crénicamente con una solucion de etanol al 10% v/v, sacarosa (solucién
isocaldrica) o agua durante 4 semanas. Los Ultimos dos grupos recibieron alimento y
liquido en forma pareada al grupo de etanol. Ademas, se afiadid un grupo control de
acceso libre a alimento y liquido (ad libitum). El contenido de Met-enk en las areas de
interés se midié por radioinmunoensayo. Las modificaciones inducidas por el etanol sobre
el receptor d se realizaron mediante autoradiografia cuantitativa de receptores, utilizando
un agonista selectivo de este receptor, el [*H] (2-D-pen,5-D-pen)-encefalina ([*H]-DPDPE).
El tratamiento cronico con etanol modifico selectivamente el contenido de Met-enk en el
cerebro de la rata. El etanol incrementd en un 245.5% el contenido de Met-enk en la
corteza prefrontal (Cpf) y en un 25.3% en el area tegmental ventral (VTA). Este tratamiento
no modifico la concentracion del péptido en el nucleo accumbens (NAcc), el caudado-
putamen (CP), la substantia nigra (SN), la amigdala (Amg), el hipocampo (Hp) y el
hipotalamo. En contraste, el tratamiento crénico con sacarosa aument6 61.1% el contenido
del péptido en el NAcc y 55.8% en el hipotdlamo. Por otra parte, el tratamiento crénico con
etanol no modificé la unién del [°*H]-DPDPE en la Cpf, el NAcc (“core” y “shell”) y las
regiones anterior-medial, medial-posterior y posterior el CP (CPam, CPmp y CPp). El

etanol tampoco modificé la unién del ligando radioactivo en la pars reticulata (SNr) y la pars
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Resumen

compacta (SNc) de la SN. En contraste, el tratamiento crénico con sacarosa aumento la
unién del [*H]-DPDPE 126.4% en la Cpf y 120.2% en el CPam. Nuestros resultados indican
gue la exposicién prolongada a alcohol y/o sacarosa induce cambios selectivos en
neuronas encefalinérgicas en &reas discretas del cerebro de la rata. Los efectos
observados sobre el contenido de Met-enk podrian reflejar una inhibicion de la liberacion
del péptido, o bien, modificaciones en la expresion del RNAmM que da origen al péptido
maduro (i.e., la Proencefalina, Pro-enk), cambios en la estabilidad del RNAm de Pro-enk,
y/o alteraciones en el procesamiento post-traduccional del precursor de la Met-enk. El
resultado del tratamiento con etanol y sacarosa sobre la unién de [°H]-DPDPE al receptor 6
sugiere que la exposicion cronica a ambas substancias produce cambios neuroadaptativos
diferenciales que, en el caso del etanol, probablemente enmascaran los efectos iniciales
(agudos) producidos por la droga. Nuestros resultados sugieren que los mecanismos
neurales de reforzamiento del etanol y la sacarosa son distintos y que las areas cerebrales

implicadas son especificas.
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Capitulo I. Introduccion

CAPITULO |. INTRODUCCION

El alcohol es una droga de uso legal y es un agente depresor del Sistema Nervioso Central
(SNC), que tiene efectos conductuales que van desde la activacion psicomotora y la
euforia, hasta la sedacion (Duncan y Baez, 1981; Earleywine, 1994; Gingras y Cools, 1996;
Hernandez y Méndez, 2006; Martin et al., 1993). La adiccion al alcohol se asocia con su
habilidad de actuar como reforzador positivo 0 negativo. Como reforzador positivo, el
alcohol genera efectos de recompensa (placenteros) en el individuo. En contraste, el
reforzamiento negativo se presenta cuando el individuo ingiere la droga en busca de aliviar
una sensacion desagradable, por ejemplo para reducir el estrés (ansiolitico), y ya
instaurada la adiccion, para la eliminaciéon del sindrome de abstinencia. EI consumo
excesivo de alcohol puede deteriorar la salud de una persona, ya que la droga puede
producir pérdida del control del comportamiento, desérdenes neurolégicos vy
cardiovasculares, hepatitis, pancreatitis, cancer, sindrome de alcoholismo fetal (Edwards et
al., 1997; Fadda y Rossetti, 1998; Ramirez et al., 2002), asi como problemas en la vida

familiar y laboral.

El ciclo de uso, abuso y dependencia al alcohol sucede de manera progresiva. Comienza
con el consumo agudo de la substancia; se dan los primeros contactos y el reconocimiento
de los efectos placenteros que produce en el organismo. Después de varios contactos, el
individuo puede generar tolerancia (necesitar una dosis cada vez mayor para obtener el
efecto inicial) y, finalmente, generar dependencia a la droga, lo que se caracteriza
principalmente por el uso compulsivo y crénico de la substancia. Si se pierde el contacto
con la droga se presenta el sindrome de abstinencia, que en el caso del alcohol se
compone de una serie de sensaciones desagradables que van desde temblores y
alucinaciones hasta convulsiones; estos sintomas desaparecen al ingerir nuevamente
alcohol, ya que el individuo necesita consumirlo para sentirse bien. En este momento se

considera al individuo que lo ingiere como adicto a la droga.

Al igual que en la adiccion a opiaceos y otras drogas de abuso, el alcoholismo esta
caracterizado por el fendmeno de tolerancia y dependencia. Sin embargo, en contraste con

los opiaceos (que se unen especificamente a receptores opioides) el alcohol interacttia con
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Capitulo I. Introduccion

componentes de la membrana celular de una manera menos selectiva, sin tener un
receptor especifico, alterando la funciéon de varios receptores de neurotransmisores y

neuromoduladores asi como los mecanismos de transduccién de los mismos.

Antes de la ingesta de alcohol u otra droga, el cerebro se encuentra en un estado de
equilibrio u homeostasis fisiolégica. Con el consumo cronico de alcohol se pueden
presentar cambios en algunos neurotransmisores y en su nimero de receptores con el fin
de conseguir adaptarse (obtener una nueva homeostasis) a la condicién ocasionada por la
presencia continua del alcohol. En el proceso por mantener la homeostasis, multiples
sistemas fisioldgicos tratan de compensar los cambios inducidos por la substancia, estos
mecanismos se desarrollan a la par principalmente en vias excitadoras e inhibidoras
neuronales. Esta homeostasis, paraddjicamente, también es responsable de conducir a la
tolerancia y a las manifestaciones del sindrome de abstinencia, a esto se le conoce en la

actualidad como neuroadaptacion a una droga.

Antecedentes

1 Reforzamiento y recompensa

Las drogas de abuso ejercen sus efectos reforzadores al actuar sobre un conjunto de
regiones cerebrales que estan interconectadas entre si y que recibe el nombre de sistema
de reforzamiento y recompensa. El efecto de los reforzadores positivos sobre el cerebro se
asocia en el circuito de recompensa a un fendmeno afectivo positivo, como el placer. Un
reforzador puede ser definido operacionalmente como cualquier evento que incrementa la
probabilidad de producir una respuesta en particular. Recompensa tiene una definicion
similar, pero con cierto matiz afectivo positivo. En el caso de una droga de abuso, el
reforzamiento positivo implica que el animal ejecute una tarea para obtener una

recompensa (Koob, 1992).

Se conoce la existencia de diversas substancias naturales (agua, azucares) que al incidir
sobre las vias de recompensa muestran propiedades reforzadoras. Estas vias contribuyen
a la supervivencia de los individuos al estar relacionadas con diversas actividades

implicadas en el mantenimiento de la vida. Entre ellas se pueden incluir aquellas que,
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como comer y beber, permiten el mantenimiento diario de los individuos, y otras que,
como el comportamiento sexual (otro reforzador natural) y el maternal, estan mas
relacionadas con la supervivencia a largo plazo. Todas estas actividades han debido dejar
algun tipo de “marca” en el cerebro que sirve para que permanezca en el individuo el
deseo de ingerir de nuevo ese alimento o liquido o de repetir una determinada accion. Por
ejemplo, el que hoy dia comamos algunos alimentos y no otros, o realicemos ciertas
acciones se basa, probablemente, en que al recibir los efectos placenteros (reforzamiento
positivo) o nocivos (reforzamiento negativo) que alguna de estas acciones nos produzca,
adquirimos una “experiencia” sobre el tema, que servira posteriormente para continuar con
el uso o abuso de la correspondiente substancia (alimento, liquido o0 en su caso una
droga). Algo similar ocurre con diversos farmacos, ya que algunos de éstos, ademas de
producir un efecto benéfico, tienen propiedades reforzadoras que contribuyen a la
continuacién de su uso, con lo que se convierten posteriormente en substancias de abuso

para algunos de sus consumidores.

La dependencia a una droga es un sindrome que se manifiesta por un patron de
comportamiento en el que el uso de la substancia tiene prioridad sobre cualquier otra
conducta. Es una necesidad continua y compulsiva, de tal manera que eventualmente se
convierte en un trastorno cronico recurrente (Edwards et al., 1981). En cuanto a su
naturaleza psiquica la dependencia a drogas de abuso se define como una condicién en la
cual la droga produce una sensacion de satisfaccidon y un impulso que requiere la
administracion periodica o continua de la substancia para producir placer o para evitar

malestares (reforzamiento negativo) (Eddy et al., 1965).

1.1  Anatomia y funcién del circuito de reforzamiento y recompensa

La identificacion de las areas cerebrales que forman parte del circuito de reforzamiento se
realiz6 en animales de laboratorio, utilizando inicialmente técnicas de auto-estimulacion
intracraneal. Para ello, se usaron electrodos implantados en ciertas regiones cerebrales. El
animal aprende a autoadministrarse descargas eléctricas, cuando éstas le proporcionan un
estimulo positivo (como un efecto placentero). Los resultados obtenidos indicaron que las

zonas donde la autoestimulacion se repetia mas frecuentemente eran el haz

6



Capitulo I. Introduccion

prosencefalico medial, el area tegmental ventral (ATV), el hipotdlamo lateral y algunas
areas de la corteza cerebral, como la corteza prefrontal (Cpf). Todas ellas configuran el
sistema de recompensa. Se sabe que este circuito se origina en el cerebro medio, en el
ATV, que contiene los somas de las neuronas dopaminérgicas, que proyectan sus axones
hacia zonas corticales y del sistema limbico como el nucleo accumbens (NAcc) y la
amigdala (Amg) (Koob, 1992, Van Ree et al., 1999). Asi, el haz prosencefalico medial
juega un papel fundamental en este circuito, ya que las lesiones en el, alteran severamente

la funcionalidad del sistema de recompensa.

Estas regiones estan relacionadas con otras zonas cerebrales, lo que permite un amplio
intercambio de informacion entre ellas. Asi, el haz prosencefalico medial esta formado por
largas fibras que conectan el tubérculo olfatorio, la banda diagonal de Broca, el septum vy el
NAcc con el hipotalamo y el ATV. Esta ultima region se encuentra a su vez conectada con
otras regiones del cerebro. EI ATV recibe proyecciones de la corteza entorrinal, la Cpf y
otras procedentes de regiones limbicas implicadas en funciones motivacionales y
emocionales como la Amg y el hipotalamo lateral. Ademas, recibe proyecciones de areas
como el locus coeruleus y los nucleos de Rafe. (Carlson, 2010).

En este sistema de recompensa merece una mencion especial el NAcc, que ha sido
considerado como un transductor de informacion entre regiones cerebrales. Convierte
sefiales recibidas del sistema limbico en acciones motivacionales a través de sus
conexiones con el sistema motor. La actividad sobre el sistema de recompensa de algunas
estructuras limbicas, como la Amg, la Cpf y el hipocampo (Hp), puede ser mediante su
conexion con el NAcc. Ademas, la proyeccion al area hipotaldmica lateral permite al NAcc
influir sobre las secreciones neuroenddcrinas (Carlson, 2010). Se considera que las
proyecciones que van del ATV al NAcc y a la Cpf forman el nucleo central del circuito de
reforzamiento y recompensa (sistema dopaminérgico mesocorticolimbico) (Figura 1), y que
la dopamina (DA) es el neurotransmisor fundamental implicado en las propiedades
reforzadoras de las drogas de abuso, aunque varios neurotransmisores Yy
neuromoduladores participan también en el reforzamiento de substancias de abuso
(Gianoulakis, 1993; Koob G.F., 1992; Torregrossa y Kalivas, 2008; Spanagel y Weiss,
1999; Ulm et al., 1995; Van Ree et al., 1999).
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Se ha postulado que el sistema de recompensa se activa por un mecanismo que es comun
para todos los tipos de reforzadores conocidos, tanto los naturales (alimento, agua y sexo)
como las drogas de abuso. (Spanagel and Weiss, 1999). Para ello, sefiales procedentes de
la corteza, el hipotdlamo lateral y otras zonas convergen en las neuronas dopaminérgicas
del ATV (Koob G.F., 1992; Van Ree et al., 1999). Numerosos estudios muestran que
drogas de abuso como los psicoestimulantes (cocaina y anfetamina), la nicotina, el
cannabis, la fenciclidina, los opiaceos y el alcohol aumentan la actividad dopaminérgica del
sistema mesocorticolimbico (Koob, 1992; Koob et al., 1998; Spanagel y Weiss, 1999; Wise
and Bozarth, 1982). Estas substancias estimulan la liberacion de DA en el NAcc, evento
gue se considera primordial en el reforzamiento de estas drogas y que podria ser
determinante en el establecimiento de la conducta adictiva (Koob, 1992; Koob et al., 1998;
Spanagel y Weiss, 1999). Sin embargo, cada tipo de droga tiene acciones especificas

sobre blancos moleculares distintos en la via mesocorticolimbica.

Figura 1. Localizacion cerebral de las regiones que conforman el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico.
El sistema se origina en el area tegmental ventral, que proyecta sus axones al nicleo accumbens y la corteza
prefrontal. Tomado de Siegel y colaboradores (1999).

1.2  Propiedades reforzadoras del alcohol

El alcohol (etanol) es una droga de uso legal socialmente aceptada que tiene efectos
bifasicos dependiendo de la dosis. A bajas dosis produce activacién psicomotora y euforia,
mientras que dosis altas disminuyen la actividad motora y producen sedacién (Duncan y
Baez, 1981; Earleywine, 1994; Gingras y Cools, 1996; Hernandez y Méndez, 2006; Martin

et al., 1993). Ademas, el alcohol en grandes cantidades genera hipotermia (Oscar-Berman,
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1997) y puede producir cierto nivel de anorexia en individuos que la ingieren de manera

cronica.

El consumo de alcohol en grandes cantidades, ejerce una accion depresora en el cerebro
al igual que otros depresores del SNC, como los barbitaricos y las benzodiacepinas (Fadda
y Rosetti, 1998). Estudios conductuales sobre el consumo de alcohol, utilizando
tratamientos farmacologicos, implican a diversos neurotransmisores, como noradrenalina
(NA), serotonina (5-HT), acido y-aminobutirico (GABA) y glutamato, asi como a varios
sistemas peptidérgicos (i.e., factor liberador de corticotropina (CRF), hormona liberadora
de tirotropina (TRH) y péptidos opioides) en las acciones reforzadoras del etanol (Cowen y
Lawrence, 2006; Crabbe et al., 2006; Overstreet, 2002; Ulm et al., 1995).

El alcohol actia de forma diferencial sobre las distintas areas del sistema dopaminérgico
(DAérgico) mesolimbico, aumentando la frecuencia de disparo de las neuronas DAérgicas
en el ATV (Gessa et al., 1985), asi como la liberacion y el recambio de DA en el NAcc (Di
Chiara and Imperato 1985, Fadda et al., 1989). Estudios farmacol6gicos usando agonistas
y antagonistas de receptores de DA ha permitido conocer la participacion de éstos en la
conducta de consumo de etanol. En general, la administracion de agonistas del receptor D,
disminuye el consumo de etanol en varios modelos animales (McBride y Li, 1998), mientras
gue la de antagonistas tiene el efecto contrario (Melendez et al., 2005). Por ejemplo, la
administracién de un antipsicético con propiedades de agonista parcial del receptor D,
(aripiprazol, 6g/kg durante 5 dias) disminuye el consumo de etanol al 10% en ratas “ALKO-
alcohol” (AA) (que prefieren alcohol con respecto al agua) (Ingman et al., 2006). Por otra
parte, la administracién bilateral de un antagonista de receptores D, (sulpirida) en el palido
ventral aumenta el consumo de etanol en ratas “alcohol preferring” (P) (Melendez et al.,
2005).

Ademaés de las acciones sobre el circuito de reforzamiento, el alcohol tiene también otros
sustratos neurales. La actividad DAérgica en la via nigroestriatal es afectada por el alcohol,
ya que se ha visto que la administracion de etanol también aumenta la frecuencia de
disparo en las neuronas DAérgicas en la substantia nigra pars compacta (SNc) (Mereu et

al., 1984) y que estimula la liberacion y el metabolismo de la DA en el caudado putamen
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(CP) (Fadda et al., 1989; Widdowson and Holman 1992), por lo que se ha postulado que
esta via tiene un papel crucial en la sensibilidad del cerebro al alcohol, y que podria ser un

aspecto importante en el proceso de adicciéon (Yanai et al., 1995).

La transmision dopaminérgica en el sistema mesocorticolimbico y la via nigroestriatal es
modulada por los péptidos opioides. Esta regulacidon es esencial en los procesos de

reforzamiento y sensibilidad cerebral al etanol (ver mas adelante, seccion 1.3.3).

La exposicion a etanol tiene distintos efectos en el balance de los sistemas excitadores e
inhibidores en el cerebro. EI GABA ha sido asociado con los efectos ansioliticos y sedantes
del alcohol (Vengeliene et al., 2008). Estudios de autoadministracion indican que el etanol
actua sobre el sistema de reforzamiento a través de los receptores GABA,, incrementando
el flujo del ion cloruro, como se ha observado con los barbituricos y las benzodiacepinas.
Estas drogas ayudan al individuo a superar las situaciones conflictivas (reforzamiento
negativo), lo que esta relacionado con su habilidad para actuar como ansioliticos. La
exposicién aguda a etanol facilita la funcion del receptor GABAA (Vengeliene et al., 2008;
de Witte et al., 2005), mientras que la crénica disminuye la funcién de este receptor, lo que
puede ser resultado de una disminucion en el nimero de receptores o por cambios en la
composicion de las subunidades del receptor, reduciendo su sensibilidad (Vengeliene et
al., 2008; de Witte et al., 2005).

Por otro lado, la transmision glutamatérgica ha sido relacionada al deterioro de la memoria
y la falta de coordinacion causada por el consumo prolongado de alcohol (Vengeliene et
al., 2008). La exposicion aguda a etanol ejerce un efecto inhibitorio sobre el receptor
NMDA (N-Metil-D-Aspartato), lo que resulta en una depresion de la excitabilidad del SNC.
Por otro lado, el efecto que el tratamiento crénico con esta substancia ejerce es compensar
la funcién glutamatérgica para restaurar la excitabilidad neuronal normal, lo que esta
asociado a un incremento en la funcion del receptor a NMDA, probablemente a nivel de las
subunidades NR1 y NR2A (Tabakoff and Hoffman, 1996).

En varios casos se ha observado que el tratamiento cronico con alcohol induce

modificaciones opuestas a las producidas durante la exposicion aguda de la droga (Koob
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and Le Moal, 2001). Un claro ejemplo de lo anterior sucede durante el sindrome de
abstinencia al alcohol: algunos de los sintomas que se presentan durante este proceso
estan asociados a la hipofuncién de los receptores GABAA y la hiperfuncion de los
receptores NMDA (Esel E., 2006).

1.3 Péptidos opioides

Los opioides son substancias semejantes al opio (“6pion”, del griego “jugo”) de la
Adormidera (Papaver somniferum, Asia) o amapola. (Asai y Gutiérrez, 1994; Van Ree et
al., 1999). El opio es un extracto de esta planta (aproximadamente el 10% de su peso)
(Solomon, 1996) y probablemente ha sido usado por sus efectos psicoactivos durante mas

tiempo que cualquier otro agente, excepto quizas el alcohol.

En 1803, Federico Serturner aislé y purificd un alcaloide del opio al que llamé morfina (de
Morfeo, el dios griego del suefio). En 1975, Hughes y Kosterlitz reportaron la secuencia de
2 pentapéptidos, las “encefalinas” (del griego “en la cabeza”), que fueron aislados a partir
del cerebro de cerdo y demostraron que actian como agonistas de los receptores opioides.
Se les llam6 Metionina-encefalina y Leucina-encefalina (Met-enk y Leu-enk) y sus
secuencias se muestran en la Figura 2. Estas producen una leve y transitoria analgesia
después de su administracion en los ventriculos cerebrales, asi como por via

intraperitoneal (Vats et al., 2010).

Metionina-encefalina
NH:2 - Tyr1-Gly2-Gly3-Phe4-Met5-COOH

Leucina-encefalina
NH:2 - Tyr1-Gly2-Gly3-Phe4-Leu5-COOH

Figura 2 . Secuencias peptidicas de la Met-enk y la Leu-enk.
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De manera convencional, si estas substancias son enddgenas (encefalinas, endorfinas y
dinorfinas) se les llama opioides, y si son de origen externo al organismo o0 son analogos
sintéticos de estos péptidos se les llama opiaceos (entre los que se incluyen la morfina y la
heroina). En humanos, los opiaceos producen euforia y un comportamiento de busqueda
de la droga. La administracion a largo plazo resulta en el desarrollo de tolerancia y
dependencia fisica. Los opioides y los opiaceos comparten propiedades como ser potentes
analgésicos, entre otras caracteristicas, pero sobre todo, interactian con la misma familia
de receptores, los receptores opioides. Esta familia cuenta con varios subtipos de
receptores, denominados mu (u), delta (8) y kapa (k). Cada péptido opioide presenta

diferente selectividad por estos subtipos de receptores (Tabla 1).

Tabla 1. Precursores de los péptidos opioides, secuencias peptidicas y selectividad por los receptores
opioides.

Precursor Péptido opioide Estructura Selectividad
por receptores
Pro-opiomela- [(-Endorfina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-GIn-Thr-Pro- [ >3 >>K
nocortina (B-end) Leu-Val-Thr-Leu Phe-Lys-Asn-Ala-lle-lle-
(POMC) Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Gly-Glu
Proencefalina [Leu®]Encefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 0> >>K
(Pro-enk) [Met®]Encefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met H=8>>K
Met’]Encefalina-Arg®-  Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Ph
[Met’]Encefalina-Arg yr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Phe L=8>>K
Phe’
Prodinorfina Dinorfina A (1-17) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg- K>U>d
(Pro-dyn) Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gly
Dinorfina A (1-8) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle K>0=|
Dinorfina B (1-29) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gin-Phe- K>8=|

Lys-Val-Val-Thr-Arg-Ser-Gin-Glu-Asp-Pro-
Asn-Ala-Tyr-Tyr-Glu-Glu-Leu-Phe-Asp-Val

Dinorfina B (1-13) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gin-Phe- K>0=q
Lys-Val-Val-Thr

La secuencia Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu y Tyr-Gly-Gly-Phe-Met son comunes para todos los péptidos opioides.
Tomado de Méndez y Morales-Mulia (2008a).
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Ademas de patrticipar en la nocicepcion, los péptidos opioides afectan diferentes funciones
fisiologicas, entre ellas el apetito, la actividad del sistema inmune, las respuestas ante el
estrés, la funcién cardiovascular y gastrointestinal, asi como la regulacién de la
temperatura, la ingesta de alimento y agua y diversas funciones enddcrinas. Ademas,
deprimen el sistema respiratorio e incrementan la actividad locomotora, y participan en los
procesos de aprendizaje. El sistema opioide enddégeno puede ser activado por estrés o
estimulos dolorosos, lo que resulta en la liberacién de estos péptidos (Buisman-Pijlman,
2009). Ademas, los opioides ejercen efectos marcados en el estado de animo y la
motivacion y se les ha implicado de manera importante en los mecanismos de

reforzamiento del alcohol.
1.3.1 Sintesis, procesamiento, liberacion y degradacion de los péptidos opioides

Los péptidos opioides se sintetizan en el soma neuronal a partir de precursores proteicos
de alto peso molecular que son procesados post-traduccionalmente para generar péptidos
de menor tamafio con distinta actividad biolégica. Los precursores son empaquetados en
granulos o vesiculas de secrecién electrodensas y pueden ser procesados durante el
transporte axonal de las mismas hasta la terminal nerviosa (Strand, 1999). El producto final
del procesamiento depende de la estructura del precursor, de la accién de algunas
enzimas, y de modificaciones covalentes de algunos residuos (acetilacién, amidacion,
fosforilacién, metilacion o glicosilacion) (Strand, 1999). En la Tabla 1 se indican los
precursores que dan origen a los péptidos opioides (encefalinas, endorfinas y dinorfinas).
La Pro-opiomelanocortina (POMC) (265 aminoacidos) es hidrolizada para formar la B-
lipotropina (B-LPH, 91 aminoéacidos) y la adrenocorticotropina (ACTH, 39 aminoacidos), y
ésta a su vez se hidroliza para producir y-lipotropina (58 aminoacidos) y B-endorfina (3-end,
31 aminoacidos); este ultimo es el Unico péptido opioide derivado de la POMC que tiene la
secuencia de la Met-enk en su extremo N-terminal (Strand, 1999).

La Pro-encefalina (Pro-enk) (236 aminoacidos) da lugar a la Met-enk y la Leu-enk (cuatro

copias de Met-enk, una de Leu-enk, una de Met-enk-Arg®-Gly’-Leu® y una de Met-enk-Arg®-

Phe’) (Figura 3). Ademas, se ha identificado un fragmento adicional de mayor tamafio que
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tiene propiedades opioides. Se le conoce como péptido E y se encuentra principalmente en
la médula adrenal (Strand, 1999).

Figura 3. Esquema del precursor de la Pro-encefalina. El precursor contiene varias copias de la Met-enk y
una de la Leu-enk, como se ilustra en el esquema. Los principales sitios de corte se indican con lineas
sélidas y corresponden a pares de aminoacidos basicos: K=lisina, R=arginina. Tomado de Méndez y
Morales-Mulia (2008c).

La Pro-dinorfina (Pro-din) (256 aminoacidos) es el precursor de diferentes formas de la
dinorfina (Strand, 1999). Es hidrolizada en cinco fragmentos que contienen la secuencia de
Leu-enk; algunos de éstos pueden posteriormente romperse para producir la Leu-enk. Los

productos mas importantes con actividad opioide se muestran en la Tabla 1.

Los opioides se encuentran distribuidos ampliamente, tanto en el cerebro como en otros
organos (i.e., tracto gastrointestinal, higado, etc) (Strand, 1999). La B-end se sintetiza
principalmente en los ndcleos arcuatos del hipotalamo y el nlcleo de tracto solitario (Akil et
al., 1984). La mayor concentracion de este péptido se encuentra en el lecho nuclear de la
estria terminalis, el nucleo paraventricular (del Talamo y el hipotalamo), el area
hipotalamica lateral, el estriado, el nicleo dorsal de rafé, la substancia gris periacueductal y
la corteza entorrinal (Tabla 2). La Met-enk se distribuye heterogéneamente en el SNC. La
mayor concentracion del péptido se encuentra en el globus pallidus, el caudado putamen,
el hipotalamo y el NAcc (Asai y Gutierrez, 1994, Verhoef et al., 1982) (Tabla 2). Las
dinorfinas se distribuyen principalmente en el globus pallidus, la substantia nigra pars
reticulata (SNr), el Hp y los nucleos supradptico y paraventricular del hipotalamo (Mansour
et al., 1988) (Tabla 2).
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Tabla 2. Distribucion de péptidos opioides y sus receptores en el cerebro de la rata.

Regién del SNC

I. Telencéfalo
Corteza frontal (laminar)
Corteza piriforme (laminar)
Corteza entorrinal (laminar)
Nucleo central de la amigada
Nucleo medial de la amigdala
Nucleo lateral de la amigdala
Hipocampo (laminar)
Giro dentado (hipocampo) (laminar)
Tubérculo olfatorio
Nucleo accumbens
Caudado putamen
Globo palido
Septum medial
Lecho nuclear de la estria terminalis
Area predptica
Il. Diencéfalo
Hipotalamo
Nucleo supraéptico
Nucleo paraventricular
Ndcleo arcuato
Nucleo ventromedial
Nucleo dorsomedial
Area lateral hipotalamica
Talamo
Ndcleo paraventricular
Nucleo central medial
Nicleo Reuniens
Habénula medial
lll. Mesencéfalo
Nucleo interpeduncular (central)
Substantia nigra pars compacta
Substantia nigra pars reticulata
Area tegmental ventral
Substancia gris periacueductal (rostro-
ventral)
Coliculo superior/inferior
Nucleo dorsal de rafé
IV. Puente/Médula oblongada
Nucleo parabraquial
Nucleo magno de rafé
Nucleo reticular gigantocelular
Nucleo del tracto solitario (caudal)
Nucleo lateral reticular
Nucleo espinal del trigémino
V. Médula espinal
Substancia gelatinosa

lParches. 2 Ventral. 3 Ventrolateral. 4 Ventromedial.

++ +
++++
++ +
++ +

+4+++1
+4+++1

++ +

+ + ©O O O O

++++
++

Tomado de Mansour y colaboradores, (1988).
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Los opioides se liberan al espacio sinaptico en respuesta a distintos tipos de estimulos y el
proceso es dependiente de calcio. Por ejemplo, el estrés aumenta la liberacion de Met-enk
en la médula adrenal (Strand, 1999). Los opioides son muy inestables y son rapidamente
degradados por endo y exopeptidasas. La “Encefalinasa” es capaz de hidrolizar el enlace
Gly*-Phe” de las encefalinas dejando libre el tripéptido Tyr'-Gly*-Gly?, que es el metabolito
de mayor concentracion de la Met-enk, ademas de Phe-Met; ambos fragmentos son
biologicamente inactivos. Se conoce también como Endopeptidasa 24.11, Endopeptidasa
neutral (NEP) o Neprilisina y dentro de la clasificacion enzimatica como EC 3.4.24.11.
Otras endopeptidasas rompen el enlace Tyr'-Gly?, como la Aminopeptidasa N (APN) (EC
3.4.17.3). Se ha reportado la presencia de una aminopeptidasa con actividad comparable a
la “Encefalinasa”, la enzima convertidora de angiotensina (ACE) (EC 3.4.15.1),
formalmente llamada peptidil dipeptidasa A. Ademas, una carboxipeptidasa rompe el
enlace Phe-Met (Asai y Gutiérrez, 1994). La NEP, APN y ACE son ectopeptidasas que se
encuentran en la membrana plasmatica de las células (Churchill et al., 1987; Fulcher y
Kenny, 1983; Ryan et al., 1975; Solhonne et al., 1987). La actividad de estas enzimas
causa una rapida hidrolisis de los péptidos opioides, cuya vida media en plasma humano
es de segundos s minutos para las encefalinas y aproximadamente cuarenta minutos para

las endorfinas (Lukiw, 2006; Velasco y Alvarez, 1988).

La hidrolisis por péptidas es el mecanismo fundamental de inactivacion de los opioides en
el cerebro. Sin embargo, las encefalinas son también inactivadas por mecanismos de
endocitosis mediada por receptores. Por ejemplo, en neuronas estriatales de embrion de
ratas Sprague-Dawley se ha observado internalizacion del receptor p inducida por DAMGO
(Roman-Vendrell et al., 2012).

1.3.2 Receptores opioides

Como ya se menciond, los opioides enddgenos y exdgenos ejercen sus efectos a través de
la activacion de receptores de membrana plasmatica de los tipos Y, ® y K. Varios estudios
han mostrado que la B-end tiene una alta afinidad por los receptores p (y menor afinidad
por los receptores 0), lo que sugiere que este péptido es probablemente el principal ligando

enddgeno del receptor y. Igualmente, las encefalinas, que muestran mayor afinidad por los
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receptores 9, y la dinorfinas, que son mas afines por el receptor K, son considerados como
los ligandos endogenos de los receptores 8 y K, respectivamente (Tabla 1) (Berman et al.,
1995; Borsodi y Thoth, 1995).

Los receptores opioides se encuentran amplia y heterogéneamente distribuidos en el SNC
y Periférico (Tabla 2). La expresion del receptor p es mayor en la neocorteza, el caudado
putamen (particularmente en los “parches”), el NAcc, el talamo, el Hp, la Amg, los coliculos
superior e inferior en el mesencéfalo, el nucleo del tracto solitario, el nucleo espinal del
trigémino y el asta dorsal de la médula espinal. Representa el 22% de los receptores
opioides en el organismo. Los niveles del receptor & son mayores en la corteza y el
estriado, el NAcc y la Amg, representando el 35% del total de los receptores opioides. El
receptor K se encuentra en mayor concentracion en el tubérculo olfatorio, el NAcc (ventral),
el nacleo lateral de la Amg, el area predptica, el CP (ventral medial), el nacleo del tracto
solitario (caudal), el nacleo de la cama de la estria terminal, los nucleos ventromedial y
dorsomedial del hipotalamo y en varios nucleos del talamo; representa el 42% del total de

receptores opioides (Mansour et al 1988; Strand, 1999).

En 1970 se demostraron los sitios de unidn a opioides. Cada receptor consiste de
aproximadamente 400 residuos de aminoacidos (Mansour et al., 1995) y comparten una
homologia en la secuencia de alrededor del 60% (Strand, 1999). Los receptores opioides
pertenecen a la superfamilia de receptores de siete dominios transmembranales (I-VII)
acoplados a proteinas G. Estos poseen 6 asas de conexion, de las cuales 3 son
intracelulares (IL 1-3) y 3 extracelulares (EL 1-3). El sitio de union de los ligandos del
receptor 1 se encuentra en la primera asa extracelular y la mitad de la regién
transmembranal Ill (TMIII). El fragmento de la TMV-VI que integra las asas extracelulares Il
y Il (EL I 'y 1ll) del receptor & (Figura 4) representa el dominio molecular de reconocimiento
de sus ligandos (Fukuda et al., 1995; Lazarus et al., 1996). Las asas citosdlicas Il y Ill, asi
como parte del extremo C- terminal de los receptores opioides estan implicados en el
reconocimiento de la proteina G. En la figura 4 se muestra la estructura del receptor 0.

17



Capitulo I. Introduccion

Figura 4 . Estructura del receptor opioide & Tomado de (http://www.opioid.umn.edu/).

La unién de opioides a sus receptores lleva a la activacion de proteinas G de membrana
(Gi o Gp) que transmitirdan la sefial a través del sistema de la adenilato ciclasa. La
activacion de estas proteinas G produce una inhibicion de la actividad de la adenilato
ciclasa, disminuyendo los niveles de AMPc, lo que ocasiona una disminucion en la
actividad de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) y, por lo tanto, en la
fosforilacion de proteinas (Figura 5). La activacion de los receptores opioides también
disminuye la conductancia de los canales de calcio dependientes de voltaje e incrementa la
corriente saliente (rectificadora) de potasio (Leff et al., 2000). Estos efectos son modulados
por la PKA y la proteina cinasa C (PKC) (calcio/calmodulina dependiente). En esta via de
sefalizacion se da la estimulacion de inositol trifosfato (IP3) después de la activacion de
receptores |, y la inhibicién de la hidrdlisis de inositol fosfato después de la activacion de
receptores K. La generacion de segundos mensajeros via el acoplamiento de receptores
opioides a proteinas G; activa la degradacién de fosfatidilinositol, la cual es seguida por la
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activacion de proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAP cinasas) (Martin-Kleiner et
al., 2006).

Figura 5. Vias se sefializacion del receptor opioide delta. cAMP=adenosin monofosfato ciclico (AMPc),
PKA=proteina cinasa A, CREB=elemento de unién de respuesta a cAMP (factor de trascripcion). Modificado
de Nestler y colaboradores (1993).

Estudios farmacologicos han permitido caracterizar las propiedades y las funciones de los
distintos tipos de receptores opioides. Estos estudios muestran que los receptores d y [
exhiben cierta similitud, mientras que la activacion de los receptores K resulta en un
espectro diferente de acciones farmacoldgicas. El receptor opioide p esta involucrado en el
procesamiento de la informacion sensorial, el balance hidrico (antidiuresis), la ingesta de
alimento y la funcién endécrina (i.e., efectos de estimulaciéon sobre la prolactina y la ACTH
e inhibicion sobre la hormona luteinizante y la oxitocina), deprime la respiracion y
disminuye la motilidad intestinal (Holaday, 1985; Nestler et al., 2001). El receptor &
participa en la regulacion del apetito, disminuye la motilidad intestinal, esta involucrado en
la integracibn de la informacion sensorial-motora, la funcidon cognitiva, olfativa,
cardiovascular y enddcrina (i.e., efectos estimuladores sobre la hormona de crecimiento).
La estimulacion de los receptores p y © produce analgesia a nivel supraespinal y espinal,
asi como efectos de reforzamiento positivo de drogas de abuso como los opiaceos y el
alcohol (Holaday, 1985; Nestler et al., 2001; Villarejo-Diaz et al., 2000). El receptor K
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participa en el balance hidrico (diuresis), la ingesta de alimento, la percepcion del dolor a
nivel espinal y la funcidon neuroenddcrina (i.e., efectos inhibidores sobre la vasopresina y la
oxitocina, y efectos estimulantes sobre la prolactina). La estimulacién del receptor k
produce efectos aversivos en los procesos de reforzamiento (Holaday, 1985).

Los opiaceos activan la via dopaminérgica mesolimbica a nivel del ATV, produciéndose
una liberacibn de DA en el NAcc. Las neuronas gabaérgicas en el ATV contienen
receptores |, cuya hiperpolarizacion disminuye la liberacion de GABA, lo que contribuye a
aumentar la actividad dopaminérgica de la via. Asi, la activacion del sistema
dopaminérgico mesolimbico por agonistas g y & provoca reforzamiento positivo. En
contraste, la activacion de los receptores Kk provoca un estado de disforia (tristeza,
ansiedad, irritabilidad). Las manifestaciones neuroquimicas de estos efectos opuestos son
el incremento (receptores y y 0) y la disminucion (receptor k) de la liberacion de DA en el

NAcc, respectivamente. (Herz, 1998; Spanagel and Weiss, 1999).

Existe una variedad de modelos animales, incluyendo la autoadministracion, la
autoestimulacion intracraneal y el modelo de preferencia de lugar, que han sido utilizados
para investigar los efectos motivacionales de los opioides y opiaceos (Carr et al., 1989;
Koob and Goeders 1989). En términos generales, estos estudios muestran que la
activacion de receptores p y & por opioides y opiaceos producen autoadministracion,
mientras que la del receptor Kk carece de efecto. El modelo de condicionamiento de
preferencia al lugar en ratas muestra que los opioides y opiaceos tienen efectos
reforzadores o de aversion dependiendo del tipo de receptor con el que interactien: los
agonistas u causan preferencia por el lugar asociado al farmaco en forma dependiente de
la dosis, mientras que agonistas selectivos del receptor k (U 50,488 y U 69593) producen
aversion en el mismo modelo (Mucha and Herz, 1985). Se obtienen efectos similares
cuando los péptidos opioides (administrados icv) son usados como substancias
condicionantes. La administracion de B-end produce preferencia de lugar, mientras que la
de E-2078 (un derivado de la dinorfina) induce aversiéon al lugar. EI D-Pen2-D-Pen5-
encefalina (DPDPE), agonista selectivo del receptor 8, también induce preferencia por el
lugar. Por lo tanto, estos estudios sugieren que la activacion de los receptores p 0 6 es

reforzadora, mientras que los agonistas k inducen estados de aversion. La aversion al
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lugar es causada no solo por agonistas K, sino también por la naloxona, un antagonista no
selectivo de receptores opioides (Mucha and Iversen, 1984). Se obtienen efectos similares
con el uso de CTOP (antagonista selectivo del receptor p). En contraste, la administracion
de ICI 174,864 (antagonista selectivo del receptor d) o de nor-binaltorfimina (norBNI)
(antagonista selectivo del receptor k), no muestra efecto en este modelo (Herz and
Spanagel, 1995). En la tabla 3 se muestran los principales agonistas y antagonistas de los

receptores opioides utilizados en estudios farmacoldgicos.

1.3.3 Papel de los péptidos opioides en el reforzamiento de alcohol

El alcohol afecta la transmision de diversos sistemas de neurotransmisores Yy
neuromoduladores en el cerebro, entre ellos, los sistemas enddgenos de péptidos
opioides. Se ha sugerido que las propiedades reforzadoras del alcohol podrian deberse a
la activacion del sistema opioide endogeno, lo que aumentaria el consumo de la droga
(Froehlich, 1995; Herz, 1997; Ulm et al.,, 1995; Vangeliene et al., 2008). Numerosas
evidencias apoyan este postulado (para revision, Méndez y Cruz, 1999a; Méndez y Cruz,
1999b; Méndez y Morales-Mulia, 2008c). Por ejemplo, la administracion de dosis bajas de
agonistas de receptores py & aumenta la preferencia y el consumo de etanol, mientras que
dosis altas (morfina) (Wild and Reid, 1990), asi como la de antagonistas de receptores
opioides, reduce el consumo de alcohol en varios modelos, tanto en roedores y monos
(Myers et al., 1986; Schaefer et al., 1988; Kornet et al., 1992), como en humanos (O"Malley
et al., 1992, Volpicelli et al., 1992). Dos estudios clinicos doble ciego y placebo-controlado
muestran que la naltrexona (antagonista no selectivo de receptores opioides) reduce
significativamente el consumo de alcohol, la frecuencia de recaidas y la compulsién por
ingerir la substancia en pacientes alcohdlicos (O"Malley et al., 1992, Volpicelli et al., 1992).
Sin embargo, no todos los alcohdlicos responden a la naltrexona (Fillingim et al., 2005; Ray
y Hutchison, 2004) y el tratamiento prolongado con el farmaco produce tolerancia (Mann,
2004).

El papel fundamental de los receptores opioides pu y & en las conductas de consumo de

alcohol es corroborado por estudios que utilizan ratones “knockout” para receptores p
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(KOW) y & (KOJ). Los ratones KO no se autoadministran alcohol y tienen una respuesta

disminuida a los efectos reforzadores de la droga (Ghozland et al., 2005, Hall et al., 2001,

Tabla 3. Agonistas y antagonistas de los receptores opioides

Antagonistas

Tipode Ligandos Agonistas No
receptor endoégenos selectivos Selectivos
mu (M)  B-endorfina Morfina CTOP
DAMGO \ CTAP
TCTAP
B-funaltrexamina
delta (8) Encefalinas DPDPE IC1 174864
[DAla?]deltorfina l y Il Naloxona Naltrindol
DSBULET Naltrexona Naltriben
DADLE > Nalmefeno
DALA
kapa (k) Dinorfinas U 50488 Nor-binaltorfimina
U 69593
E 2078
U62066
Cl1977

Y,

DAMGO: [D-Ala?, N-Me-Phe*, Gly*-ol]-encefalina. DPDPE: [D-Pen2, D-Pen5]-encefalina. [DAla®|deltorfina | : Tyr-DAla-Phe-Asp-Val-Val-
Gly-NH,. [DAIaZ]deItorfina Il : Tyr-DAla-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH,. DSBULET: Tyr-DSer(OtBu)-Gly-Phe-Leu-Thr. DADLE: D-Ala? D-Leu®-
encefalina. DALA: D-Ala-Gly-Phe-Met-NH, .U 50488: trans(z)-3,4-Dicloro-N-metil-N-(2-(1-pirrolidinil)-ciclohexil)-bencenacetamida. U
69593: H-Tyr-D-AllylGly-Gly-Phe-D-AllylGly-OH . E 2078: analogo de la dinorfina-A. U62066: spiradolina. CI977: 2-Cloro-4'-
fluoroacetofenona (enadolina). CTOP: D-Pen-Cys-Tyr-DTrp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH,. CTAP: D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-Pen-Thr-NHo.
TCTAP: DTic-DPhe-Cys-Tyr-DTrp-Arg-Thr-Pen-Thr-NH,. ICI174,864: allyl2-Tyr-Aib-Aib-Phe-Leu-OH.

Modificado de Di Chiara y North (1992).

Roberts et al., 2000). En contraste, los ratones KOd® muestran mayor preferencia por el

etanol y consumen mayores cantidades que los “wild type” (Roberts et al., 2001).

Por otra parte, el uso de lineas de roedores genéticamente seleccionados para preferir
alcohol y con un alto consumo de la droga apoya la participacion de los opioides en el
reforzamiento de alcohol. Por ejemplo, las ratas P y AA muestran una mayor densidad del
receptor opioide p que las ratas NP (“alcohol non-preferring”) y ANA (ALKO non-alcohol) en
varias regiones del cerebro como el NAcc, la Cpf, la SNr, el estriado y la Amg (de Waele et
al., 1995, Gianoulakis, 1996; McBride y Li; 1998; Marinelli, 2000; Soini et al., 1999).
Ademas, las ratas P presentan una densidad menor del receptor & en regiones corticales y
la Amg que las NP (Strother et al., 2001). Por otra parte, las ratas AA tienen niveles

basales mas bajos de Met-enk en el NAcc que las ratas ANA y menos Leu-enk en el ATV
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gue las ANA (Nylander et al., 1994). Los niveles de Met-enk también son mas bajos en el
hipotadlamo de ratones C57BL/6 (cepa que prefiere beber alcohol), que en los DBA/2 (que
evitan la ingesta de alcohol) (Blum y Briggs, 1988). Los niveles de B-end hipotalamica son
mayores en ratones C57BL/6 que en los DBA/2 (Gianoulakis, 1996). Ademas, el contenido
de RNAmM de POMC (nucleo arcuato) y Pro-enk (NAcc y CP) es mayor en los ratones
C57BL/6 que en los DBA/2 (Jamensky y Gianoulakis, 1999). El conjunto de estos estudios
sugiere que modificaciones innatas en el sistema opioide enddgeno en estos animales

podrian estar relacionadas con el alto consumo de alcohol.

Numerosos estudios muestran que el alcohol afecta la transmision de los péptidos opioides
en varias regiones del cerebro (para revision, Méndez y Cruz (1999b; Méndez y Morales-
Mulia, 2008a; Méndez y Morales-Mulia, 2008b; Méndez y Morales-Mulia, 2008c). Sin
embargo, la mayoria de estos estudios se ha realizado en lineas de roedores
seleccionados para preferir alcohol. Por ejemplo, la administracion aguda de etanol (2.5
g/kg i.g.) incrementa la expresion del gen de la POMC en la pituitaria de ratas P (Froehlich,
1995). En ratones C57BL/6 se ha reportado que la administracion aguda de etanol (3.0
g/kg, i.p.) aumenta el contenido de 3-end en el hipotalamo (Gianoulakis y Gupta, 1986). La
administracion aguda de etanol (30 mM) induce una menor liberacion de B-end en el
hipotalmo de ratas AA que de ANA (de Waele et al., 1994). La administracion de 2.5 g/kg
de etanol aumenta los niveles del RNAmM de Pro-enk en el NAcc de las ratas P, pero no en
las NP (Li et al., 1998). Por otra parte, el tratamiento crénico con etanol reduce el RNAm de
POMC en la pituitaria de ratones seleccionados para preferir alcohol (Topel, 1988). En
contraste, el contenido de este RNAm en el hipotalamo, asi como el contenido de B-end en
el ndcleo arcuato y el septum de ratones C57BL/6 incrementan después de la
administracion de etanol al 10% durante 30 dias (de Waele y Gianoulakis, 1994). En
relacion al sistema encefalinérgico, los estudios reportados de exposicion cronica a etanol,
realizados en cepas seleccionadas por su preferencia a la droga, muestran que, en
general, el resultado al término del tratamiento es una disminucion en el contenido de la
Met-enk (o la forma extendida de ésta) (Tabla 4). Sin embargo, algunos estudios han
reportado efectos opuestos 0 ausencia de estos. Por ejemplo, el tratamiento por 7 dias con
etanol al 10% no tiene efecto sobre la expresion del RNAm de Pro-enk, aunque aumenta el
contenido de Met-enk en el CP de ratones C57BL/6J (Ng et al.,, 1996). Nylander y
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colaboradores (1994) mostraron que el tratamiento cronico con etanol al 10% por 4
semanas aumenta el contenido de Met-enk>-Arg®-Phe’ en el NAcc de ratas AA, pero no
tiene efecto en el CP, el hipotalamo y el ATV (Tabla 4). Estos estudios sugieren que,
ademas de las diferencias innatas observadas en estos animales, las respuestas a la
administracion de etanol en los roedores que prefieren alcohol son distintas de las

observadas en los que no prefieren la droga.

En contraste con los estudios mencionados, los efectos agudos y cronicos del etanol han
sido menos estudiados en roedores no seleccionados. En relacion al sistema beta-
endorfinérgico, la mayoria de los estudios se ha centrado en los efectos neuroenddcrinos
del alcohol. Por ejemplo, la administracion aguda de etanol (0.5, 1.0 o 2.5 g/kg) no afecta
los niveles de RNAmM de POMC en el hipotdlamo de ratas (Popp y Erickson, 1998).
Estudios de nuestro laboratorio muestran que la administracién de una dosis alta de etanol
(2.5 g/kg i.g.) disminuye el contenido de B-end en el hipotdlamo de ratas Wistar, sin
modificarlo en el ATV, la SN, el NAcc o la Cpf (Leriche y Méndez, 2010). Por otra parte, el
etanol (2.0 g/kg) aumenta la liberacién de B-end en el NAcc de ratas Long-Evans (Olive et
al., 2001). Dosis de 0.8, 1.6 y 2.4 g/kg de etanol (i.p.) incrementan también la liberacion del

péptido en el “shell™

del NAcc de ratas Sprague-Dawley (Marinelli et al., 2003). Ademas,
una dosis de etanol de 2.8g/kg aumenta la liberacién del péptido en el nucleo central de la

Amg (Lam et al., 2008).

El tratamiento crénico con etanol produce efectos diferenciales sobre el sistema beta-
endorfinérgico. La exposicion continua a alcohol (que produce niveles de etanol en plasma
de 120-150 mg/dl) aumenta la expresion del RNAm de la POMC en el hipotdlamo de ratas
Sprague-Dawley (Rasmussen et al., 1998). Tanto el grupo de Seizinger (1983) como el de
Schulz (1980) encontraron que el tratamiento cronico con alcohol no afecta los niveles del
precursor de la POMC. Otro estudio en ratas Sprague-Dawley mostré que el tratamiento
continuo con alcohol, tal que se alcancen niveles moderados a altos en plasma (de 80 a
110 mg/dl y de 120 a 150 mg/dl) aumenta el contenido de B-end en el ATV, asi como en

esta region y el NAcc, respectivamente (Rasmussen et al., 1998). Ademas, el contenido del

III

1 . , P ’
En el texto se refiere a “shell” como nucleo o parte central del nucleo accumbens y “core” como corteza del nucleo
accumbens (NAcc “core” y “Shell”).
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péptido disminuye después del tratamiento cronico con etanol (7%, 14 dias) en el
hipotadlamo y el estriado de ratas Sprague-Dawley (Seizinger et al., 1983). En contraste con
los efectos agudos del alcohol nuestro grupo mostré que el tratamiento crénico (10%
durante 4 semanas) no modifica el contenido del péptido en el hipotalamo de ratas Wistar;
este tratamiento tampoco modifica los niveles de B-end en el ATV, la SN, el NAcc y la Cpf
(Leriche y Méndez, 2010). Finalmente, se ha reportado que los niveles de $-end en plasma
disminuyen en individuos alcohdlicos, lo que no ocurre con la Met-enk (Vescovi et al.,
1992).

En relacion con el sistema encefalinérgico, trabajos previos de nuestro laboratorio
muestran que la administracion aguda de dosis altas de etanol (2.5 g/kg) modifica la
expresion del RNAm de la Pro-enk en regiones cerebrales de las vias mesocorticolimbica y
nigroestriatal de ratas Wistar con distintos patrones cinéticos (Méndez y Morales-Mulia,
2006; Méndez et al., 2008). Por ejemplo, el etanol aumenta la expresion de este RNAmM en
la Cpf, el NAcc (“core” y “shell) y el CP, y la disminuye en la SNc, la SNry el ATV. Ademas,
una dosis de 2.5 g/kg de etanol disminuye el contenido de Met-enk en el NAcc y el CP de
ratas Wistar (Méndez et al., 2010), aunque otros autores han reportado aumentos en los
niveles del péptido en el hipotalamo, el estriado y el cerebro medio de ratas Sprague-
Dawley (Seizinger et al., 1983; Schulz et al., 1980). Dosis menores de etanol (0.5 g/kg)
disminuyen el contenido de Met-enk en la Cpf de ratas Wistar (Méndez et al., 2010).
Asimismo, el etanol en dosis intermedias a altas (0.5-2.5 g/kg) aumenta la liberacién del
péptido en el NAcc de ratas Sprague-Dawley (Marinelli et al., 2005) y Wistar (Méndez et
al., 2010).

Por otra parte, muy pocos trabajos han examinado los efectos cronicos del etanol en
animales no seleccionados y los reportes existentes no abarcan todas las areas del circuito
de reforzamiento (Tabla 4). Por ejemplo, la exposicion in utero a etanol al 6.6% por 6
semanas aumenta la expresion del RNAm de la Pro-enk en el “core” del NAcc de crias de
5, 12 y 19 dias de edad de ratas Sprague-Dawley (Druse et al., 1999). Sin embargo, el
mismo tratamiento disminuye el contenido de Met-enk en el NAcc 1 h después de la
exposicion a la droga (Druse et al., 1999). Una dosis reto de etanol de 2.5 g/kg en ratas

Sprague-Dawley tratadas crénicamente con etanol por 5 semanas y sometidas a un

25



Capitulo I. Introduccion

periodo de abstinencia de 2 semanas, disminuye el RNAmM de Pro-enk en el estriado, en
comparacion con las ratas tratadas de forma aguda (Yang et al., 1998). Otros trabajos
muestran que la exposicion a etanol al 7% por 14 dias o al 20% por 30 dias disminuye el
contenido de Met enk en el CP y el hipotalamo ratas Sprague-Dawley (Schulz et al., 1980;
Seizinger et al., 1983). Ademas, el primero de estos tratamientos disminuye el contenido
de Leu-enk en el hipotdlamo y el Hp de ratas Sprague-Dawley (Seizinger et al., 1983). En
la Tabla 4 se muestra un resumen de los efectos cronicos de etanol sobre el sistema
encefalinérgico de roedores. Estos estudios indican, como en el caso de los roedores
seleccionados para preferir alcohol, que la exposicién prolongada a etanol disminuye el

contenido de Met-enk en algunas regiones del cerebro de la rata.

En cuanto a los receptores opioides, se han reportado distintos efectos del etanol sobre la
unidn de ligandos selectivos a estos receptores, utilizando fundamentalmente membranas
de tejido nervioso. Por ejemplo, la administracion aguda de dosis bajas de etanol aumenta
la union de dihidromorfina (DHM) al receptor p en membranas del cuerpo estriado de raton
C57B1, aunque dosis mayores de la droga disminuyen la afinidad del ligando a su receptor
(Tabakoff y Hoffman, 1983). Sin embargo, el etanol (0.5-5%) no modifica la union de DHM
en membranas de cerebro de rata (Hiller et al., 1981). Ademas, el etanol (100-1000 mM o
0.1-5%) disminuye la unién de DAGO en membranas de CF de raton C57B1 (Khatami et
al., 1987) y de cerebro de rata (Bhargava et al., 1988). En el caso del receptor 6§, la
mayoria de los estudios muestra que la administracion aguda de etanol (50-1000 mM o
0.5-5%) disminuye la union de diferentes ligandos a este receptor en membranas de
estriado (Tabakoff y Hoffman, 1983) y de CF (Khatami et al., 1987) de raton C57B1, asi
como en membranas de cerebro de rata (Bhargava et al., 1988; Hiller et al., 1981). En
contraste, Pfeiffer y colaboradores (1981) no encontraron efecto de una dosis de etanol de
2.5 g/kg sobre la unién de DADLE al receptor & en membranas de estriado de rata.

Referente a la exposicion crénica a etanol, los efectos reportados son diversos. Para el
caso del receptor y, el tratamiento con etanol (59.6 g/l) durante 7 dias y con un periodo de
abstinencia de 24 h disminuye la afinidad de DHM por su receptor en membranas de
estriado de raton C57B1 (Hoffman et al., 1982; Tabakoff et al., 1981), asi como el nimero

de sitios en membranas de CF cuando se utiliza DAGO como agonista (Khatami et al.,
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1987). Ademas, el etanol (6% durante 3 semanas) disminuye la afinidad de DHM por su

receptor en membranas de estriado de rata y de raton C57B1 (Lucchi et al., 1984). Un

Tabla 4. Efecto del tratamiento crénico con etanol sobre el contenido de Met-enk en distintas regiones del

cerebro de roedores.

Cepaolinea Tratamiento Regién Contenido del Referencias
péptido
Nuacleo 1 Met-enks5- Nylander et al.
o,
Rata AA 10% (4 semanas) accumbens ArgbPhe’ (1994)
Rata Sprage- 6.6 % (/in utero, 6 Nacleo Druse et al.
Dawley semanas) accumbens | Met-enk (1h) (1999)
4 -Arg6-
Rata AA 10% (5 semanas) Amigdala B Ploj et al. (2002)
Caudado -
Rata Sprage- 7% (14 dias) putamen e | Met-enk Seizinger et al.
Dawley S (1983)
hipotalamo
Rata Sprage- 0 . Caudado _ Schulz et al.
Dawley AV U ClES) putamen LAl (1980)
Ratén C57BL/6J 10% (7 dias) Caudado + Met-enk Ng et al. (1992)
putamen
Ratén 10% Caudado | Met-enks-Argé- lukhananov et al.
C57B110/D1 ? putamen Phe? (1993)
A - - 6.

Rata AA 10% (5 semanas)  ‘‘re@tegmental | Met-enkS-Arg Ploj et al. (2002)

ventral Phe?

. Area tegmental | Met-enks-Argé- .
o,

Ratéon C57BL/6J 10% (4 semanas) ventral Phe? (5 dias p.t.) Ploj et al. (2000)
Rata AA 10% (5 semanas)  Substantia nigra  * Met'g'r“g‘”gs' Ploj et al. (2002)

Modificado de Méndez y Morales-Mulia, 2008c.

tratamiento con mayor porcentaje de etanol (15% durante 3 semanas) no afecta la unién
de DHM en membranas de estriado de rata (Pfeiffer et al., 1981). En el caso del receptor 6§,
la exposicion durante 3 semanas a una solucion de etanol al 15% (Pfeiffer et al., 1981) o al
6% (Lucchi et al., 1984) aumenta la afinidad de DADLE por su receptor en membranas de
estriado de rata. Sin embargo, también se ha reportado que el tratamiento con etanol al 6%
durante 3 semanas disminuye la afinidad de la Met-enk por el receptor & (Lucchi et al.,
1984). Estudios en ratones C57B1 muestran que el tratamiento crénico con etanol (59.6
g/l) durante 7 dias y con un periodo de abstinencia de 24 h no tiene efecto sobre la union

de DADLE al receptor & en membranas de CF (Khatami et al., 1987). Ademas, Turchan y
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colaboradores (1999) encontraron que la administracion de etanol (1-6%, por 30 dias)
disminuye la unién de [°*H]-DAMGO al receptor p en el NAcc, sin que este mismo

tratamiento afectara la unién de [°H]-lle®>®deltorfina b al receptor 3.

Los efectos agudos y cronicos del etanol también se han analizado con la técnica de
autoradiografia cuantitativa de receptores. En nuestro laboratorio hemos demostrado que
la administracion de una dosis alta de etanol (2.5 g/kg) modifica selectivamente la unién de
[*H]-DAMGO vy [°H]-DPDPE a los receptores p y 8 en distintas areas cerebrales de las vias
mesocorticolimbica y nigroestriatal de la rata, con distintos patrones cinéticos. En el caso
del receptor p, el etanol aumenta la unién de [°*H]-DAMGO en la Cpf, la disminuye en el
ATV, el “shell” del NAcc y la SNr y no tiene efecto en el CP (Méndez et al., 2001; Méndez
et al., 2003). En contraste, el tratamiento crénico con etanol al 10% por 4 semanas no
modifica la unién de [°*H]-DAMGO en la Cpf, el NAcc (“core” y “shell”) y el ATV de ratas
Wistar (Leriche y Méndez, 2010). Por otro lado, la administracion aguda de etanol (2.5g/kg)
aumenta la unién de [°*H]-DPDPE al receptor & en la Cpf, el NAcc (“core” y “shell”), la SNry
el CP de ratas Wistar (Méndez et al., 2004). El conjunto de estos estudios sugiere que los
receptores opioides p y & muestran una sensibilidad distinta al etanol y que el efecto de la

droga es region-especifica.

Las discrepancias observadas entre los trabajos que han examinado los efectos agudos y
cronicos del etanol sobre sistemas opioidérgicos podrian deberse a diferencias en los
protocolos de tratamiento, particularmente la dosis de etanol utilizada y el tiempo de
exposicion a la droga, asi como a la cepa o linea de roedores utilizadas para el estudio. En
términos generales, se puede observar que los efectos del tratamiento agudo y crénico con
etanol son opuestos.

El conjunto de datos presentados indican que los sistemas encefalinérgico y B-
endorfinérgico contribuyen de manera fundamental en el reforzamiento positivo de alcohol.
Ademas, la Met-enk y la B-end, asi como los receptores 6 y | podrian desempeifiar un

papel importante en el desarrollo y el mantenimiento de la dependencia a la droga.
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Justificacion

Como se menciond, la propiedad del alcohol de ejercer reforzamiento positivo esta
relacionada con su capacidad de modificar la transmision de los péptidos opioides. El
etanol produce efectos conductuales distintos y modifica la transmisién de estos péptidos
en forma diferencial, dependiendo de la dosis y el tiempo de exposicion a la substancia, la
cepa de roedor o el ciclo luz-oscuridad (Koob G.F., 1992; Li et al., 1998; Milton et al., 1995;
Hernandez y Méndez, 2006). En general, las dosis bajas de alcohol estimulan la actividad
motora, mientras que las dosis altas la deprimen. La administracion aguda de alcohol
afecta la transmisién opioidérgica en varias regiones del circuito de recompensa, y estos
péptidos participan de manera importante en los mecanismos de reforzamiento de la droga
(Froehlich, 1995; Herz, 1997; Ulm et al., 1995). La exposicién prolongada a diversas
substancias de abuso induce cambios neuroadaptativos opuestos a los efectos agudos de
la droga, que podrian estar relacionados con el establecimiento de la dependencia a las
mismas (de Witte et al., 2005; Koob and Le Moal, 1997). Aunque las evidencias indican
gue los sistemas enddgenos de péptidos opioides funcionan como mediadores de los
efectos reforzadores positivos del alcohol en el cerebro, no se conoce su papel en los
mecanismos de dependencia a la droga. Los estudios realizados con lineas de roedores
seleccionados genéticamente para preferir alcohol y consumir cantidades elevadas de ésta
substancia sugieren que los opioides desempeiian un papel importante en el alto consumo
de la droga. Sin embargo, existen pocos estudios en los que se hayan abordado estos
aspectos en animales no seleccionados. Por lo tanto, nuestro interés es estudiar los
cambios que se generan en los sistemas opioides cerebrales después de una exposicion
prolongada a alcohol, en particular en el sistema encefalinérgico (Met-enk). Estos estudios
podrian contribuir a entender los mecanismos de neuroadaptacion que se desencadenan
ante la exposicion prolongada al alcohol. Si el sistema opioide encefalinérgico participa en
estos mecanismos, los cambios inducidos durante el tratamiento cronico con alcohol se
podrian presentar en forma opuesta a la inducida por la exposicién aguda a la droga, como
se ha mostrado en otros sistemas de neurotransmisores (i.e., GABA y glutamato).
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Hipotesis
1. EIl tratamiento cronico con etanol aumentara el contenido de Met-enk en areas
cerebrales del circuito de reforzamiento y recompensa (i.e., sistema

mesocorticolimbico), asi como de la via nigroestriatal.

2. El tratamiento crénico con etanol disminuira la unién del [°*H]-DPDPE al receptor

opioide & en regiones de las vias mesocorticolimbica y nigroestriatal.
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Objetivos

Objetivo general

Estudiar los efectos del tratamiento crénico con etanol sobre la neurotransmision de

encefalinas en las vias mesocorticolimbica y nigroestriatal de la rata.

Objetivos particulares

1. Estudiar los efectos de la exposicion crénica al alcohol sobre el contenido de Met-
enk en regiones del sistema mesocorticolimbico (ATV, NAcc, y CpF) y de la via

nigroestriatal (SN, CP) de ratas Wistar.

2. Estudiar los efectos de la exposicién crénica al alcohol sobre la unién de [*H]-

DPDPE al receptor opioide & en regiones del sistema mesocorticolimbico y de la via

nigroestriatal de ratas Wistar.
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CAPITULO 1l. METODOLOGIA

2.1  Tratamiento cronico con etanol

Ratas Wistar macho (180-200 g) (alojadas individualmente) fueron sometidas a un ciclo de
luz-oscuridad de 12 x 12 h (de 7:00 am a 7:00 pm) y recibieron alimento Purina Chow. Se
formaron cuatro grupos, donde el primero recibié 100 ml de una solucion de etanol al 10%
(v/v) y acceso ad libitum de alimento diariamente. El segundo y tercer grupos recibieron
sacarosa (14.14%, control isocaldrico) (Whilney & Rolfes, 1996) y agua respectivamente, y
fueron tratados en forma pareada con respecto al consumo de liquido y alimento (del dia
anterior) del grupo de etanol. El cuarto grupo recibi6 agua y alimento ad libitum. El
tratamiento tuvo una duracion de 4 semanas, durante el cual se registré el consumo diario
de liquido y alimento, asi como el incremento de peso cada tercer dia. Al término del
tratamiento, los animales se sacrificaron por decapitacién, se obtuvieron los cerebros, se
congelaron y se almacenaron a —70C. Para los experimentos de cuantificacion de
contenido de Met-enk (n=10 por grupo), se disectaron en congelado las areas cerebrales
de interés de ambos hemisferios, de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1998). Para los
experimentos de autoradiografia cuantitativa de receptores (n=8 por grupo), se obtuvieron
cortes coronales de 20 pm a -20C en un criostato (CM 3050, LEICA) y fueron mantenidos

a —70<T hasta realizar los analisis.

Ademas, se obtuvieron aproximadamente 10 ml de sangre troncal de los animales para
determinar la concentracion de alcohol en sangre. Para separar el plasma del paquete
celular, las muestras sanguineas se centrifugaron a 3000 rpm a 4C durante 30 min (Pitt,

2008). El plasma obtenido se desproteinizé con acido tricloroacético al 6.25%.

2.2  Extraccion de Met-enk de regiones cerebrales

Ademas de las regiones de las vias mesocorticolimbica (ATV: -5.20 a -6.80 mm de
Bregma, NAcc: 2.7 a 0.48 mm de Bregma y Cpf: 5.2 a 2.7 mm de Bregma) y nigroestriatal
(SN: -5.20 a -6.80 mm de Bregma y caudado-putamen anterior-medial, CPam: 0.45 a -1.60
y caudado-putamen medial-posterior, CPmp: -1.60 a -3.60 mm de Bregma), incluimos en
este estudio otras areas del cerebro (Amg: -1.6 a -5.2 mm de Bregma, hipotalamo: -1.6 a -

5.2 mm de Bregma e Hp: -3.60 a -6.80 mm de Bregma), ya que como se mencioné en la
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introduccion, son también blanco de los efectos del alcohol. La extraccion de Met-enk de
las areas cerebrales de interés se llevd a cabo de acuerdo al método descrito por
Rasmussen y colaboradores (1998). Se afiadio el volumen apropiado de acido acético 1 N
de la siguiente manera: 200 pl (VTA), 300 pl (SN), 400 pl (Cpf y Amg), 500 pl (NAcc e
hipotalamo), 800 pl (CPam y CPmp), 1000 ul (Hp). Las muestras se hirvieron durante 20
min en bafilo maria y se prepararon homogenados por sonicacion. Se tomaron alicuotas
para la determinacion de proteinas totales (10% del volumen total del homogenado) y el
resto se proceso para radioinmunoensayo (RIA) de Met-enk. Las alicuotas se almacenaron
a -20C. Las alicuotas para RIA se centrifugaron a 15 000 rpm (12000 g) en microfuga
(Laborzentrifugen 1 K15, SIGMA) por 20 min a 4C y se recupero el sobrenadante, el cual
se evapor0 a sequedad en un concentrador de muestras (Speed Vac® Plus SC110A.
UVv400, Thermo Savant) a temperatura ambiente. El residuo seco se mantuvo a -20C

hasta realizar el RIA.

2.3 Radioinmunoensayo de Met-enk

Para llevar a cabo el RIA de Met-enk, se llevaron a cabo los siguientes procedimientos:
Marcaje de Met-enk con Na'?l, el cual se utiliz6 como trazador ([**I]-Met-enk).
Purificacion del trazador por cromatografia (filtracion en gel).

Determinacioén de la inmunoreactividad de [*?°I]-Met-enk.
RIA de Met-enk.

P w0 Dd P

2.3.1 Marcaje de Met-enk con Na *?|

El marcaje de Met-enk (Peninsula Laboratories) con Na'®| (PerkinElmer Life and Analytical
Sciences) se llevo a cabo por el método de cloramina T (Deby-Dupont et al., 1983; Rees et
al., 1971), segun lo descrito por Greenwood y colaboradores (1963) y Hunter y Greenwood
(1962 a,b), con algunas modificaciones. En un tubo eppendorf estéril de 500 pl se
pipetearon 25 pl de Met-enk (stock 80 pg/ml, en H,O estéril) (2 pg) y 4 pl Na*?®l (103
mCi/ml, Amersham) (400 uCi). La reaccién se inicioé con la adicion de 4 ul de cloramina T (1

mg/ml, en buffer fosfatos 0.05 M, pH 7.4) (4 pg) a temperatura ambiente. Se agito
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ligeramente, se permitio la oxidacion durante 20 seg, al cabo de los cuales se detuvo la
reaccion por la adicion de 4 pl de metabisulfito de sodio (5 mg/ml, en buffer fosfatos 0.05
M, pH 7.4) (20 ug). Inmediatamente después se agregaron 67 ul de buffer fosfatos 0.05 M,
pH 7.4, conteniendo albamina sérica bovina (BSA) (Sigma, fraccién V, grado RIA) al 0.01%
(2 mg/10 ml). Se agité suavemente la mezcla de reaccion y se tomaron 2 alicuotas de 2 pl
para contar la radioactividad presente antes de la purificacion del trazador (determinacion
del porcentaje de recuperacion). La mezcla de reaccion se transfirio inmediatamente a una
columna de filtracidbn en gel de Sephadex G-10 (Pharmacia) previamente equilibrada.
(Sephadex, Gel filtration in theory and practice, 1977).

2.3.2 Purificacion del trazador por filtracion en gel

Para separar el trazador obtenido ([**I]-Met-enk) del **°l libre, se equilibré la columna (30
cm) con la resina hidratada y se permitié equilibrar con el buffer de elucion (buffer de
fosfatos 0.05 M, pH 7.4, con BSA al 0.01 %) durante 12 h a temperatura ambiente a un
flujo lento. Se transfirio la mezcla de reaccion de iodacion a la columna y se permitié su
absorcion en la resina. Inmediatamente se reanudo el flujo y la elucion se llevé a cabo con
buffer fosfatos 0.05 M, pH 7.4, conteniendo BSA 0.01%, a un flujo de 3-5 gotas/min. Se
colectaron de 60 a 80 fracciones de 1 ml (aprox. 20 gotas/tubo) en tubos de poliestireno
con ayuda de un colector de fracciones (Fraction Collector 2110, Biorad). Se tomd una
alicuota de 5 pl de cada fraccion y se midié la radioactividad de las alicuotas en un
contador gamma (Wizard Wallac 1470, Perkin Elmer) para construir el perfil cromatografico
e identificar los picos radioactivos ([**°]-Met-enk y el *?| libre). Se guardaron las fracciones
de la cromatografia a 4C y se procedié a determinar la inmunoreactividad de las mismas.

2.3.3 Determinacion de la inmunoreactividad de [ **°I]-Met-enk

Una vez obtenido el perfil cromatografico, se determiné la inmunoreactividad de algunas de
las fracciones de cada uno de ellos. Para ello, se adicionaron los volimenes necesarios y
se hicieron las diluciones correspondientes con buffer RIA (buffer de fosfatos 0.05M, pH
7.4, NaCl 140 mM, BSA 0.01% (grado RIA) y azida de sodio (NaN3) 0.02%) hasta obtener
10 000 cpm/tubo. El anticuerpo utilizado E-8 es una donacion del Dr. Asai (Laboratorio de
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Analisis Quimicos, Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente) y es un
anticuerpo policlonal (preparado en conejo) contra la Met-enk en su forma oxidada, cuyo
titulo es de 1/1800 (Vindrola et al., 1981; Asai et al., 1988). Sus caracteristicas de
reactividad cruzada se han reportado previamente (Asai et al., 1998, Rodriguez-Manzo et

al., 2002) y se presentan en el anexo I. E-8 se diluyo con buffer RIA.

Para cada fraccion a analizar de la cromatografia, se prepararon los tubos indicados en la
Tabla 5 (por triplicado). Los parametros a determinar en cada fraccién fueron: las cpm
totales (total), la union inespecifica (en ausencia de anticuerpo) (NSB, por sus siglas en
inglés “non specific binding”) y la union total (en presencia del anticuerpo y en ausencia de

Met-enk no radioactiva) (Bo).

Volimenes (pl)

Ab E-8 Buffer RIA 12_Met-enk Vol. Total
Total — — 100 100
NSB — 150 100 250
Bo 100 50 100 250

Tabla 5. Preparacién de tubos para determinacion de inmunoreactividad.

Una vez agregados los voliumenes indicados, se agitdé con ayuda de un vortex. Se incubd a
4<C durante 24 h, después de lo cual el complejo antigeno-anticuerpo (excepto los tubos
de los totales) se precipité con 1 ml de etanol absoluto mantenido a -20C. Se agit6
vigorosamente con un vortex y se sometio a centrifugacion (Centrifuga refrigerada
Multifuge 1 L-R, Heraeus) a 3500 rpm durante 30 min a 4<C. Finalmente, el sob renadante
se aspiré y la radioactividad en el precipitado se midié con un contador gama. Para obtener
los porcentajes de inmunoreactividad, se restaron las cpm del NSB a las del By y se
calcularon el % de NSB/T y el % de Bo/T de cada una de las fracciones probadas. Los
valores promedio obtenidos en los ensayos de RIA donde se corrieron las muestras
problema son: NSB/T= 3.7% y Bo/T= 26.9 %. Las fracciones de [**’l]-Met-enk obtenidas
con alta inmunoreactividad se almacenaron a -20C y fueron utilizadas como trazador en el
RIA de Met-enk.
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2.3.4 RIA de Met-enk

El RIA de Met-enk se llevé a cabo segun lo descrito por Asai y colaboradores (1988), con
algunas modificaciones. Todo el procedimiento se llevo a cabo a 4.

2.3.4.1 Preparacion de la curva estandar de Met-enk

Se preparé un estandar de Met-enk (Peninsula Laboratories) (“stock” 4ug/ml, en agua
destilada estéril), el cual fue utilizado para la curva estandar.

La curva estandar de Met-enk se prepard partiendo de 100 pl/del estandar preparado, al
cual se le afadieron 100 pl de H,O, al 30% diluida 250 veces con agua destilada estéril
[concentracidn final 2 ng/ul]. Después de permitir la oxidacion durante al menos 18 horas a
temperatura ambiente, se tomaron las alicuotas convenientes de esta solucion oxidada y
se prepararon diluciones seriadas para obtener las concentraciones indicadas en la Tabla
6.

Diluciones Met-enk Tubo Curva
“stocks” (ng/100 pl) Estandar RIA

20 10

10

5

2.5

1.25

0.625
0.3125
0.15625
0.078125
0.0390625

=
©

© 00 N O O b WN

PN WS OO N
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Tabla 6. Preparacién de tubos para curva estandar de Met-enk.

2.3.4.2 Preparacion del estandar interno

Se preparé un estandar interno de Met-enk a partir de 36 estriados de rata, ya que es una
region que contiene altas concentraciones del péptido (procedimiento descrito en el Anexo
Il). Este estandar se utiliz6 para corregir la variabilidad entre ensayos. Se tomdé una
alicuota de 100 pl del extracto total de estandar interno y se oxidd como se indico
anteriormente para la curva estandar. De esta solucion oxidada se tomaron las alicuotas

de 75, 50, 25, 12y 6 pl y se procesaron a la par de las muestras en cada RIA.
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2.3.4.3 Tratamiento de las muestras experimentales

El residuo seco obtenido de las areas cerebrales de interés se resuspendié en agua
destilada estéril de la siguiente manera: 200 ul (VTA y SN), 350 pl (Cpf y NAcc) y 500 pl
(CPam, CPmp, hipotdlamo e Hp). Se centrifugd brevemente y del sobrenadante se
tomaron alicuotas (100 pl de cada region, excepto VTA y SN, que fueron de 200 ul) y se
oxidaron con 100 pl de H,O, al 30% diluida 250 veces (10 pl para VTA y SN), como se
indicé anteriormente. Terminado el tiempo de oxidacion, las alicuotas de CPam, CPmp,
hipotalamo e Hp fueron diluidas con 200 pl méas de agua destilada estéril. Se tomaron
alicuotas de 25, 50 y 100 ul (Cpf, NAcc, CPam, CPmp, hipotalamo e Hp), 50 y 100 ul (Amg
y SN) 0 30, 60 y 80 pl (VTA) y se sometieron a RIA de Met-enk.

2.3.4.4 Dilucién del anticuerpo E-8 contra Met-enk
La dilucion del anticuerpo fue la misma descrita en la seccidbn de determinacion de

inmunoreactividad.

2.3.4.5 Dilucién del trazador ([ **°I] Met-enk)

El trazador se diluyé de manera que al tomar 50 pl/tubo se obtuvieran 5 000 cpm/tubo.

2.3.4.6 Cuantificacion de Met-enk por RIA

Una vez preparados los tubos, la reaccion se incub6 a 4C por 24 h. El complejo antigeno-
anticuerpo se precipitdo con 1 ml de etanol absoluto a -20C, se agito y se centrifugé a 3500
rpm durante 30 min a 4C. El sobrenadante se aspiré con vacio y se midio la radioactividad
presente en el precipitado en un contador gama. Se construyé0 una grafica de
concentracion de Met-enk (pg) versus union (Bo/T% o B/Bo%) y se hizo una transformacion
Logit-Log (Rodbard and Lewald, 1970) de los datos para calcular la concentracion de Met-
enk presente en las muestras experimentales. El porcentaje de variabilidad intra-ensayo e
inter-ensayo fue de 5.2 y 5.3, respectivamente. Los datos que se presentan se corrigieron

por estandar interno.

Se trabajo a 4<C, por triplicado, de acuerdo a las especificaciones indicadas en la Tabla 7.
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Tabla 7. Preparacion de tubos para RIA de Met-enk.

RIA Met-enk
Volumenes (ul)
Tubo Met-enk/control interno o Ab E- [**1]-Met- Buffer  Vol. Total
muestras experimentales 8 enk RIA

Total — — 50 — 50
NSB — — 50 250 300
Bo — 100 50 150 300
Curva estandar 100 100 50 50 300
(Tubos 1-10)

Estandar interno 100 100 50 50 300
Muestras 100* 100 50 50 300

* Si el volumen de la muestra es menor, completar a 100 pl con H,0 d.

2.4  Determinacion de proteinas

La cuantificacion de la cantidad de proteinas en las muestras se llevo a cabo mediante el
método de Lowry (Lowry et al., 1951). Las alicuotas de los homogenados totales de las
regiones cerebrales de interés se digirieron durante una noche a temperatura ambiente con
NaOH 6 N (final 0.5 N). Se centrifugaron brevemente para tomar del sobrenadante las
alicuotas para el ensayo: 20 y 40 pl (Cpf), 2 de 100 pl (NAcc y Amg), 15y 30 ul (CPam y
CPmp), 10y 20 pl (Hp), 80 y 100 pl (hipotalamo) y 200 ul (VTA y SN).

Se utilizé una curva estandar de albumina sérica bovina (Sigma, fraccion V) preparada a
partir de una solucion acuosa con una concentracion de 1 mg/ml. Las concentraciones y la
secuencia en la que se afadieron los reactivos se indican en la Tabla 8. La preparacion de

los reactivos se detalla en el anexo lIl.
La determinacion se llevé a cabo a 700 nm en un espectrofotometro (Biomate 3, Thermo

Electron Corporation).La curva estandar en presencia de NaOH tiene un comportamiento

similar a una curva en ausencia de dicho reactivo.
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Tabla 8. Preparacién de tubos para el ensayo de determinacién de proteinas.

BSA React.
Tubo ug m H-O NaOH 0.5 N de T|empc_)’de Folin 1:1 Tlempc_),de
ul ul Cobre reaccion ul reaccion
ml
1 0.0 0.0 150.0 50.0 1.0 Agitar 100.0 Agitar
2 5.0 5.0 145.0 50.0 1.0 y 100.0 y
3 10.0 | 10.0 140.0 50.0 1.0 dejar 100.0 dejar
4 150 | 15.0 135.0 50.0 1.0 reposar 100.0 reposar
5 200 | 200 | 130.0 50.0 1.0 durante 100.0 durante
6 40.0 | 40.0 110.0 50.0 1.0 n1“5n 100.0 n?;ion
7 60.0 | 60.0 90.0 50.0 1.0 100.0
8 80.0 | 80.0 70.0 50.0 1.0 100.0
9 100.0 | 100.0 50.0 50.0 1.0 100.0
Volumen total en los tubos: 1.3 ml

2.5 Autoradiografia cuantitativa de receptor opioide delta

Los efectos de la administraciéon cronica de etanol sobre el receptor opioide delta () se
estudiaron mediante autoradiografia cuantitativa de receptores, analizando la union de un
ligando selectivo de este receptor, la [*H] (D-Pen2-D-Pen5-encefalina) (*H-DPDPE), a
secciones de cerebro de rata (Méndez et al., 2001, 2003 y 2004).

Las secciones de cerebro fueron montadas en portaobjetos gelatinizados y mantenidas a -
70<C. Las secciones se llevaron gradualmente a temp eratura ambiente (de -70C a -20TC,
2 h; de -20C a 4T, 2 h; de 4T a temperatura ambi ente, 5 min). Se elimino el exceso de
agua de los portaobjetos con papel filtro y se construyé una “camara” haciendo un anillo
alrededor de las secciones con pegamento tipo Elmers. Se dej0 secar. Las secciones se
preincubaron en buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7.4 (500 pl/“camara”), a 25T por 30 min y
posteriormente se incubaron en buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7.4, conteniendo 8 nM [*H]-
DPDPE (36 Ci/mmol, NEN-DuPont) (250 pl/laminilla) a 4C por 1 h en cdmara humeda
(Union total). En una serie paralela de secciones se determind la unidn inespecifica,
utilizando 10 pM de naloxona (antagonista de los receptores opioides). Al término de la
incubacion, se lavaron las secciones con buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7.4, a 4C (6 veces, 20
seg cada uno) en cajas Copling horizontales y se secaron inmediatamente con una
corriente ligera de aire frio. Las secciones se colocaron en cassettes de autoradiografia en

presencia de estandares de tritio (ARC) (ART-123) y en aposicion con un film sensible a
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tritio (Amersham Hyperfilm-®H). Las secciones se expusieron durante 14-16 semanas a

temperatura ambiente y en obscuridad.

Una vez terminado el periodo de exposicién, los films se precesaron con revelador y fijador
(D-19 y “Rapid Fixer” respectivamente, ambos de Kodak) a 20C. Se lavaron en agua

corriente y finalmente se secaron a temperatura ambiente.

La cuantificacién de los autoradiogramas se llevé a cabo por densitometria, utilizando un
sistema computarizado para el andlisis de imagenes (Image-Pro® Plus. Version 4.1 for
Windows. Media Cybernetics). Para cada estructura cerebral, se registraron
aproximadamente 5 lecturas de densidad Optica de al menos 8 secciones del cerebro de
cada animal, y se promediaron. Las lecturas de densidad Optica se convirtieron a fmol/mg
de tejido, haciendo referencia a los estandares de tritio y teniendo en cuenta la actividad
especifica del ligando radioactivo utilizado. Con estas lecturas se construyé una curva
estandar, se realizé una regresion lineal y los valores de densidad 6ptica de las areas

cerebrales se interpolaron en la curva.

2.6  Determinacion de la concentracion de alcohol en sangre

La determinacion del contenido de alcohol se llevo a cabo mediante la modificacion del
meétodo enzimatico de la alcohol deshidrogenasa reportado por Bucher and Redetzki
(1951). Este método se basa en la reaccion de oxidacion de etanol a acetaldehido
catalizada por la alcohol deshidrogenasa (ADH) en presencia de dinucleétido de
nicotinamida y adenina (NAD), con el resultante incremento en la absorbancia a 340 nm. El
aumento en absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de alcohol en la
muestra (en mg/dl). 300 pl de plasma se desproteinizaron con 400 pl de &acido
tricloroacético, se agitd y permitié reposar por 4 min a temperatura ambiente. Se centrifugo
a 2000 rpm durante 5 minutos a 4C. Se construyé un a curva estandar de etanol (5-320
mg/dL), en la que se interpolaron los resultados obtenidos a partir de 10 pl de las muestras
de plasma de los animales tratados, a los que se le agreg6 100 ul de NAD, 100 pl de ADH

y 2.7 ml de buffer de glicina-hidrazina.
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Se determind la absorbancia de las muestras y la curva patron 35 minutos después del
inicio de reaccion (Bucher and Redetzki, 1951; Poklis and Mackell, 1982).

Etanol (CH;COOH) + NAD — 22", Acetaldehido (CH;CHO) + NADH
2.7  Analisis estadistico
Para determinar los efectos del alcohol sobre el contenido de Met-enk y la union del
ligando radioactivo al receptor opioide delta se utilizé6 un analisis de varianza de una via

(ANOVA), seguido de la prueba post hoc de Tukey-HSD, utilizando el programa SigmaStat

(SigmaPlot 11.0). El valor de la significancia utilizada en este trabajo fue de p<0.05.
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CAPITULO lIl. RESULTADOS

3.1 Variaciones en el peso y el consumo de alimento y agua durante el tratamiento

cronico

El incremento en peso, asi como el consumo de alimento y liquido en los animales tratados
cronicamente durante 30 dias fue registrado a lo largo del experimento. El peso de los
animales incremento progresivamente a lo largo del tratamiento (Figura 6). Aunque los
animales del grupo ad libitum iniciaron con un peso menor al de los otros grupos, al final
del tratamiento el incremento en peso en éste fue mayor que en el grupo de etanol y que el
de los grupos pareados de sacarosa y agua (Figura 6, inserto). Los grupos de etanol y
sacarosa mostraron un incremento similar en peso, mientras que el de agua pareado al de
etanol mostré el menor incremento en peso (Figura 6, inserto). Esto puede deberse a la

restriccién calérica de estos animales en comparacion con los de etanol y/o sacarosa.
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Figura 6. Registro del peso de los animales a lo largo del tratamiento crénico. Inserto: incremento en peso
calculado con respecto a su peso inicial. Cada punto representa el promedio + EEM de 10 ratas.
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El incremento en el consumo de alimento fue moderado a lo largo del tratamiento (Figura
7). Los animales del grupo ad libitum mostraron un mayor consumo de alimento, mientras
gue la ingesta en el resto de los grupos fue similar. Por otra parte, el patrén de consumo de
liguidos muestra que la ingesta aumentd progresivamente a lo largo del tratamiento en
todos los grupos, observandose el mayor consumo en el grupo ad libitum (Figura 8). El
consumo de liquidos en los grupos de sacarosa y agua fue semejante al del grupo de
etanol. Cabe recordar que los grupos de sacarosa y agua fueron pareados al grupo de
etanol (liquido y alimento restringidos). La ingesta caldrica en los grupos de etanol y
sacarosa fue equivalente a lo largo del tratamiento (Tabla 9). Este perfil de consumo de
liquidos es similar al previamente observado en nuestro laboratorio (Leriche y Méndez,
2010).
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Figura 7. Consumo de alimento a lo largo del tratamiento crénico. Cada punto representa el promedio + EEM
de 10 ratas.

43



Capitulo Ill. Resultados

150
—0— Ad libitum
Sacarosa
125 4| —#— Agua
—&— Etanol
100 - ‘

Consumo de liquido (ml)
o

r f
50 4 1\ ‘ 1 3 !
[ =
e X 5
25 | ¥
0 L L L ) L L L L ) HL L AL L R L L L R S EEL R B AL B
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)
Figura 8. Consumo de liquidos a lo largo del tratamiento crénico. Cada punto representa el promedio + EEM
de 10 ratas.

Tabla 9. Consumo promedio de liquidos durante 4 semanas de tratamiento crénico.

Grupo etanol Grupo sacarosa
Etanol Sacarosa
Semana | ml (9) (g/kg) Kcal mi (9) (g/kg) Kcal
1 25 20 9.0 141 29 41 18.0 16.4
2 38 3.0 12.0 21.0 49 6.9 28.0 27.7
3 42 34 125 23.5 46 6.6 245 26.3
4 48 3.8 13.0 26.8 51 7.2 26.0 28.8

Se muestra el consumo de liquidos promedio por semana para los grupos de etanol y sacarosa (ml), la
ingesta de etanol y sacarosa promedio (g), la dosis de etanol o sacarosa (g/kg) y el equivalente calérico en
ambos grupos (Kcal).
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3.2 Efecto del tratamiento créonico con etanol o sacarosa sobre el contenido de

Met-enk en diferentes regiones del cerebro de la rata.

3.2.1 Sistema mesocorticolimbico

El analisis estadistico (ANOVA de una via) mostré un efecto significativo del tratamiento
sobre la concentracion de Met-enk en el ATV (F333=7.472, p<0.001), la Cpf, (F,36=7.403,
p<0.001) y el NAcc (F(31)=4.943, p<0.006). El tratamiento cronico con etanol aumento
25.3% el contenido de Met-enk en el ATV y 245.5% en la Cpf con respecto al grupo ad
libitum (Figura 9). Por otra parte, el tratamiento cronico con sacarosa aumento el contenido
del péptido en un 61.1% en el NAcc versus el grupo ad libitum (Figura 9).
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Figura 9. Efecto del tratamiento cronico con etanol y sacarosa sobre el contenido de Met-enk en regiones del
sistema mesocorticolimbico de la rata. Los animales fueron tratados cronicamente con etanol 10%, sacarosa
0 agua, o bien mantenidos ad libitum por 4 semanas. El contenido de Met-enk en las regiones fue
cuantificado por RIA. Los datos se expresan como el promedio £+ EEM del nimero de animales indicado.
VTA=éarea tegmental ventral: n=8, ad libitum; n=10, sacarosa; n=10, agua y n=9, etanol. Cpf=corteza
prefrontal: n=10, cada grupo. NAcc=nUcleo accumbens: n=9, ad libitum, sacarosa y agua; n=8, etanol. En la
VTA y la Cpf se encontraron ademas diferencias significativas entre el grupo de etanol y los grupos de
sacarosa y agua pareados, mientras que en el NAcc el grupo de sacarosa mostro diferencias significativas
con respecto al grupo de etanol. **** p<0.001, *** p<0.003, ** p<0.010, * p<0.030.
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3.2.2 Via nigroestriatal

El andlisis estadistico mostro un efecto significativo del tratamiento en la SN (F(z,32)=3.073,
p<0.042). Sin embargo, el tratamiento crénico con etanol o sacarosa no modifico el
contenido de Met-enk en esta region (Figura 10). En contraste, obtuvimos una diferencia
entre los grupos de sacarosa y agua pareados. Por otra parte, el tratamiento crénico con
etanol o sacarosa no tuvo efecto sobre el contenido del péptido en el CPam y el CPmp
(Figura 10).
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Figura 10 . Efecto del tratamiento cronico con etanol y sacarosa sobre el contenido de Met-enk en regiones
de la via nigroestriatal de la rata. Los animales fueron tratados como se indica en la Figura 9. Los datos se
expresan como el promedio + EEM del nimero de animales indicado. SN=substantia nigra: n=8, ad libitum;
n=10, sacarosa; n=8, agua y n=10, etanol. CPam=caudado putamen anterior-medial: n=9, ad libitum; n=8,
sacarosa, agua y etanol. CPmp=caudado putamen medial-posterior: n=9, ad libitum; n=8, sacarosa, agua y
etanol. En la SN, se encontraron diferencias significativas entre los grupos de sacarosa y agua pareados. *
p<0.027.

3.2.3 Otras regiones

Ademas, se incluyé también en el estudio al Hp, el hipotalamo y la Amg, ya que se ha visto
gue estas areas pueden ser afectadas por el uso de drogas de abuso como el alcohol (de
Waele et al., 1992; Lam et al., 2008; Leriche y Méndez, 2010; Saland et al., 2004; Sarkar et
al., 2007). El tratamiento cronico con etanol o sacarosa no modifico el contenido de Met-
enk en el Hp y la Amg (Figura 11 A y C). En contraste, el analisis estadistico revel6 un
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efecto significativo del tratamiento en el hipotalamo (F 33=4.425, p<0.010). El tratamiento

con sacarosa aumento 55.8% el contenido del péptido en esta region (Figura 11 B).
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Figura 11 . Efecto del tratamiento crénico con etanol o sacarosa en contenido de Met-enk en el hipocampo, el
hipotalamo y la amigdala de la rata. Los animales fueron tratados como se indica en la Figura 9. Los datos se
expresan como el promedio + EEM del nimero de animales indicado. Hipocampo (Hp): n=10 cada grupo;
Hipotalamo: n=9, ad libitum, sacarosa y etanol; n=10, agua. Amigdala (Amg): n=10, ad libitum, sacarosa y
agua; n=9, etanol. En el hipotdlamo, se encontré también una diferencia significativa entre los grupos de
sacarosa y agua pareados (p<0.018). * p<0.031 versus ad libitum.
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3.3 Efecto del tratamiento créonico con etanol o sacarosa sobre la unién de 3H-

DPDPE al receptor delta en diferentes regiones del cerebro de rata

3.3.1 Sistema mesocorticolimbico

Ad libitum Sacarosa Etanol Unidn inespecifica

Figura 12. Unién de [3H]-DPDPE al receptor opioide delta en la corteza prefrontal y el ndcleo accumbens de
ratas Wistar. Los animales fueron tratados crénicamente con etanol al 10% o sacarosa, o mantenidas ad
libitum durante 4 semanas. Los experimentos de union de [3H]-DPDPE se realizaron en cortes coronales de
los cerebros de los animales y los andlisis se llevaron a cabo por densitometria. La unién inespecifica se
determind en cortes paralelos en presencia de 10 uM de naloxona. A) Corteza frontal (CF) y prefrontal (Cpf).
B) Nucleo accumbens “core” (Naccc) y nucleo accumbens “shell” (Naccsh).

El ANOVA mostré un efecto significativo del tratamiento en la Cpf (F(21)=4.394, p<0.015).
En esta regién, la exposicidén crénica a etanol no tuvo efecto. Sin embargo, el tratamiento
con sacarosa aumenté 126.4% la unién del [*H]-DPDPE (Figura 13). El anélisis estadistico
realizado en la corteza frontal (CF) mostr6 resultados similares a los obtenidos en la Cpf
(F(,21y=4.037, p<0.021), donde el tratamiento cronico con etanol no modificé la union de
[*H]-DPDPE, pero el de sacarosa aumentd 122% la unién del ligando al receptor &, versus
el grupo ad libitum (p<0.019). Los valores de unién de [°*H]-DPDPE al receptor (en fmol
ligando unido/mg de tejido) fueron los siguientes: 38.9 +9.9 (ad libitum, n=6), 86.3 +16.2
(sacarosa, n=6), 68.8 £3.4 (agua, n=6), 51.8 +7.4 (etanol, n=7). En el NAcc, el tratamiento
crénico con etanol o sacarosa no modificé la unién del [°H]-DPDPE ni en el “core” ni en el

“shell” (Figura 13). Sin embargo, observamos que la sacarosa tiende a aumentar la unién
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del ligando al receptor 6, en ambas subregiones del NAcc. Estos resultados se

corroborardn en estudios posteriores.
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Figura 13 . Efecto del tratamiento cronico con etanol y sacarosa sobre la unién del [3H]-DPDPE al receptor
delta en regiones del sistema mesocorticolimbico de la rata. Los animales fueron tratados crénicamente con
etanol 10%, sacarosa 0 agua, o bien mantenidos ad libitum por 4 semanas. La unién de [°*H]-DPDPE al
receptor delta fue determinada por autoradiografia cuantitativa de receptores. Los datos se expresan como el
promedio + EEM del nimero de animales indicado. Cpf: n=6, ad libitum, sacarosa y agua; n=7, etanol. NAcc
core y NAcc Shell: n=6, ad libitum, agua y etanol; n=5, sacarosa. * p<0.012 versus ad libitum.
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3.3.2 Via nigroestriatal

Ad libitum Sacarosa Etanol Uniodn inespecifica

Figura 14. Unlon de [ H] DPDPE al receptor opioide delta en el caudado-putamen y la substantia nigra de
ratas Wistar. Los animales fueron tratados crénicamente con etanol al 10% o sacarosa, o0 mantenidas ad
libitum durante 4 semanas. Los experimentos de unién de [3H]-DPDPE se realizaron en cortes coronales de
los cerebros de los animales y los analisis se llevaron a cabo por densitometria. La unién inespecifica se
determind en cortes paralelos en presencia de 10 uM de naloxona. A) Caudado-putamen anterior-medial
(CPam) y region lateral del CPam (rl CPam). B) Caudado-putamen medial-posterior (CPmp) y region lateral
del CPmp (rl CPmp). C) Caudado-putamen posterior (CPp). D) Substantia nigra pars compacta (SNc) y
substantia nigra pars reticulata (SNr).

El tratamiento crénico con etanol o sacarosa no modificé la unién de [*H]-DPDPE en la
pars reticulata (SNr) y la pars compacta (SNc) de la SN (Figura 15). Sin embargo,
observamos una tendencia del etanol a disminuir la union del ligando en la SNc y una
tendencia de la sacarosa a aumentarla en la SNr. Cabe sefialar que en estas areas de la
SN la variabilidad en los datos fue muy alta. En las autoradiografias las densidades épticas
obtenidas fueron muy bajas y al hacer el analisis de los datos un niumero importante de
animales estuvo en el limite de sensibilidad del ensayo o por debajo del mismo, por lo que

tuvimos que eliminar muchas de las lecturas recabadas en los andlisis de densitometria de
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imagenes. Esto fue particularmente evidente en los animales tratados con etanol.
Probablemente esto se debe a la baja densidad del receptor delta en la SN (Mansour et al.,
1988). Consideramos importante investigar a profundidad estos efectos en estudios

posteriores.

En el CPam, el ANOVA revel6 un efecto significativo del tratamiento (F20=3.658,
p<0.030). En esta region, el tratamiento cronico con sacarosa aumentd 120.2% la unién de
[*H]-DPDPE al receptor delta, mientras que la exposicién a etanol no tuvo efecto (Figura
15). El tratamiento con etanol y sacarosa no modificé la unién de [°*H]-DPDPE en el CPmp
y el CPp (Figura 15).
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Figura 15 . Efecto del tratamiento crénico con etanol y sacarosa sobre la unién de [°*H]-DPDPE al receptor
delta en regiones de la via nigroestriatal de la rata. Los animales fueron tratados como se describié en la
figura 13. Los datos se expresan como el promedio + EEM del nimero de animales indicado. Substantia
nigra pars compacta=SNc: n=4, ad libitum y sacarosa; n=5, agua y n=3, etanol. Substantia nigra pars
reticulata=SNr: n=5, ad libitum; n=6, sacarosa y agua; n=4, etanol. Caudado putamen anterior-medial=-CPam:
n=6 para cada grupo. Caudado putamen medial-posterior=CPmp: n=5, ad libitum y sacarosa; n=6, agua y
etanol. Caudado putamen posterior=CPp: n=5, ad libitum y sacarosa; n=6, agua y etanol. *p< 0.030 versus ad
libitum.

Dado que la region lateral del CPam y el CPmp contiene la mayor densidad de receptor 6

(Mansour et al., 1998), analizamos el efecto cronico de etanol y sacarosa en estas
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subregiones. EI ANOVA mostré un efecto significativo del tratamiento en la region lateral
del CPam (F3,18=4.836, p<0.012). El tratamiento crénico con sacarosa aumento 117.0% la
unién de [*H]-DPDPE, pero el etanol no tuvo efecto (Figura 16). En la region lateral del
CPmp, la exposicion a etanol o sacarosa no modificé la union del ligando al receptor delta

(Figura 16), aunque se observo una tendencia del etanol a disminuir la union del ligando.
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Figura 16 . Efecto del tratamiento cronico con etanol y sacarosa sobre la union de [3H]-DPDPE al receptor
delta en la regién lateral del caudado putamen anterior-medial y medial-posterior. Los animales fueron
tratados como se describid en la figura 13. Los datos se expresan como el promedio + EEM de 5 (ad libitum y
sacarosa) 0 6 (agua y etanol) animales. En la rl CPam también se encontrd una diferencia significativa entre
el grupo de sacarosa y etanol (p<0.023). *p< 0.018 versus ad libitum.

3.4  Niveles de etanol en plasma en animales tratados cronicamente con alcohol
La concentracion de etanol en el plasma de los animales al término del tratamiento crénico

con alcohol fue de 68.6 £ 4.5 mg/l (n=8) versus 54.0 = 5.0 mg/l (n=10) del grupo ad libitum,

lo que indica que la mayor parte del alcohol ingerido ha sido metabolizada.
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CAPITULO IV. DISCUSION DE RESULTADOS

Numerosos estudios han implicado al sistema opioide enddégeno en los mecanismos de
reforzamiento y recompensa del etanol (Froehlich, 1995; Herz, 1997; Ulm et al., 1995). Sin
embargo, el papel de los péptidos opioides en los mecanismos de dependencia al alcohol
no ha sido claramente establecido. La mayoria de los estudios que reportan haber
manejado tratamientos cronicos con alcohol se han realizado primordialmente en animales
seleccionados para preferir alcohol y que consumen grandes cantidades de la droga. En
contraste, pocos estudios han evaluado los efectos de la exposicién prolongada a alcohol
en animales no seleccionados. Ademas, estos estudios abarcan un numero limitado de
regiones cerebrales, particularmente del circuito de reforzamiento. Por lo tanto, en este
trabajo estudiamos el efecto del tratamiento crénico con alcohol sobre el contenido de Met-
enk y la unién de [°H]-DPDPE al receptor & en regiones de las vias mesocorticolimbica y

nigroestriatal de ratas Wistar.

Nuestros resultados muestran que la exposicion prolongada a etanol aumenta
significativamente el contenido de Met-enk en el ATV y la Cpf, sin afectar la unién de [°H]-
DPDPE al receptor delta en ninguna de las areas estudiadas. Sin embargo, observamos
una tendencia del etanol a disminuir la union del ligando en la SNc y en la regién lateral del
CPmp, efectos que consideramos importante evaluar con mas detalle en estudios

posteriores.

Los estudios realizados sobre el sistema encefalinérgico en respuesta a la exposicion
prolongada de etanol han arrojado resultados inconsistentes. Los que han analizado la via
mesocorticolimbica muestran una disminuciéon en el contenido de una de las formas
extendidas de la Met-enk (i.e., Met-enk®>-Arg®-Phe’) en el ATV de ratas AA en respuesta a
un tratamiento crénico con etanol al 10% durante 5 semanas (Ploj et al., 2002), asi como
en ratones C57BL/6J por 4 semanas (Ploj et al., 2000). Este ultimo cambio solo se observa
5 dias después del tratamiento. Sin embargo, el grupo de Nylander y colaboradores (1994)
mostré que el tratamiento crénico con una solucién de etanol al 10% por 4 semanas no
modifica el contenido de Met-enk®>-Arg®Phe’ en el ATV de ratas AA. En el caso de la Cpf,
no existen reportes de efectos cronicos de etanol sobre el contenido de Met-enk. Por otra
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parte, el tratamiento crénico con etanol (10% por 4 semanas) aumenta el contenido de
Met-enk®-Arg®-Phe’ en el NAcc de ratas AA (Nylander et al., 1994), mientras que la
exposicion in utero a etanol (6.6% por 6 semanas) disminuye el contenido de Met-enk en el

NAcc de ratas Sprague-Dawley 1 h después del tratamiento (Druse et al., 1999).

En relaciéon a la via nigroestriatal, el tratamiento con etanol al 10% por 5 semanas
disminuye el contenido de Met-enk®-Arg®-Phe’ en la SN de ratas AA (Ploj et al., 2002). En
estas ratas también se ha demostrado que el tratamiento crénico con etanol (10% por 4
semanas) no modifica el contenido de Met-enk>-Arg®-Phe’ en el CP (Nylander et al., 1994).
La exposicion a etanol al 7% por 14 dias (Seizinger et al., 1983) o al 20% por 30 dias

(Schulz et al., 1980) disminuye el contenido de Met enk en el CP de ratas Sprague-Dawley.

En otras areas del cerebro, el tratamiento con etanol al 10% por 5 semanas disminuye el
contenido de Met-enk>-Arg®-Phe’ en la Amg de ratas AA (Ploj et al., 2002). Un tratamiento
similar (10% por 4 semanas) no modifica el contenido de Met-enk®-Arg®-Phe’ en el
hipotdlamo de estos animales (Nylander et al., 1994). Ademas, el etanol (7% por 14 dias)
disminuye el contenido de Met-enk y Leu-enk en el hipotadlamo de ratas Sprague-Dawley
(Seizinger et al., 1983). El mismo tratamiento disminuye el contenido de Leu-enk pero no
modifica los niveles de Met-enk en el Hp de ratas Sprague-Dawley (Seizinger et al., 1983).
El conjunto de estos datos indica que existen diferencias importantes en la respuesta del
sistema encefalinérgico a la exposicion prolongada de alcohol, particularmente cuando se
comparan animales seleccionados para preferir alcohol y roedores no seleccionados. Estas
discrepancias pueden explicarse como diferencias en los protocolos utilizados,
particularmente en lo que se refiere a la dosis de etanol utilizada y al tiempo de exposicion
a la droga, asi como a la cepa o linea de roedores estudiada.

El aumento en el contenido de Met-enk en el ATV y la Cpf encontrado en este trabajo
podria explicarse por un efecto inhibitorio del etanol sobre la liberacién del péptido. De esta
manera, una reduccién en la liberacion de Met-enk mantendria mas tiempo al péptido
dentro de las vesiculas secretoras. Esta hipdtesis seria consistente con una inhibicion de
esta via opioidérgica por etanol, dado que el tratamiento crénico con la droga no modificé

la unién de [°*H]-DPDPE al receptor & en estas areas (ver mas adelante). Anteriormente se
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ha reportado que la administraciéon aguda de etanol aumenta la liberacion de Met-enk en el
NAcc (Marinelli et al., 2005; Méndez et al., 2010), pero no tiene efecto en el cerebro
medio/ATV o el nucleo central de la amigdala (Jarjour et al., 2009; Lam et al., 2008), lo que
indica que los efectos del etanol son especificos dependiendo del area cerebral.
Desafortunadamente, no existen estudios de la administracion cronica de etanol sobre la
liberacion de péptidos opioides. Por lo tanto, queda por determinar si la exposicion
prolongada a la droga induce cambios neuroadaptativos en los sistemas opioidérgicos a
nivel de la liberacién, los cuales podrian ser opuestos a los inducidos por la administracion

aguda de la substancia.

Por otra parte, existe la posibilidad de que el tratamiento crénico con alcohol induzca
incrementos en la expresion del RNAm de la Pro-enk, aumente la estabilidad del RNAm y/o
alteraciones en el procesamiento post-traduccional del precursor. Esta propuesta
concuerda con resultados de otros autores, quienes han reportado incrementos en la
expresion del RNAm de la Pro-enk en respuesta a distintos tratamientos cronicos con la
droga. Por ejemplo, la exposicion a etanol al 5% por 8 semanas aumenta los niveles del
RNAm de la Pro-enk o Pre-proenk en el nucleo central de la Amg de ratas Fawn Hooded
(FH) (Cowen y Lawrence, 2001). Ademas, la exposicién in utero a etanol al 6.6% por 6
semanas aumenta la expresion de este RNAm en el “core” del NAcc de crias de 5, 12y 19
dias de edad en ratas Sprague-Dawley (Druse et al., 1999). La expresion de otros RNAm
de precursores de péptidos opioides también es afectada por el tratamiento crénico con
etanol. EI RNAmM de Pro-din en el hipotalamo, el Hp, el NAcc, el estriado, el septum y el
tubérculo olfatorio de ratones C57BL/6 aumenta en respuesta a la exposicion cronica de
etanol (Guly et al.,, 1993). Sin embargo, algunos estudios también han reportado
disminuciones en la expresion de los RNAm de los precursores de los péptidos opioides. El
tratamiento cronico con etanol (5% por 8 semanas) disminuye los niveles de RNAm de Pro-
enk en el NAcc y el estriado de ratas FH en comparacion con las Wistar-Kyoto (Cowen et
al 1998). Una dosis reto de etanol de 2.5 g/kg en ratas Sprague-Dawley tratadas
cronicamente con alcohol por 5 semanas y sometidas a un periodo de abstinencia de 2
semanas, disminuye el RNAmM de Pro-enk en el CP, en comparacion con las ratas tratadas
de forma aguda (Yang et al., 1998). El conjunto de estos datos indica que, como en el caso

del contenido de Met-enk, la respuesta a la exposicibn a etanol puede ser alterada
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dependiendo de la dosis y el tiempo de duracion, asi como de la cepa o linea de roedor.
Asi, nuestros resultados sugieren que una inhibicion de la liberacién y/o cambios en la
expresion de encefalinas podrian ser parte de las neuroadaptaciones desencadenadas por
la exposicion prolongada a alcohol. Ademas, el sistema mesocortical (i.e., ATV y Cpf)
parece ser mas susceptible a los efectos cronicos del etanol que las areas de la via

nigroestriatal.

El tratamiento crénico con etanol no modificé la unién de [°H]-DPDPE al receptor & en
ninguna de las regiones estudiadas en este trabajo. Se han reportado distintos efectos del
etanol sobre la union de ligandos selectivos del receptor 8. Por ejemplo, la exposicion
cronica a etanol al 15% (3 semanas) (Pfeiffer et al., 1981) o al 6% (3 semanas) (Lucchi et
al., 1984) aumenta la afinidad de DADLE por su receptor en membranas de estriado de
rata. Sin embargo, también se ha reportado que el tratamiento con etanol al 6% durante 3
semanas disminuye la afinidad de la Met-enk por el receptor & (Lucchi et al., 1984).
Estudios en ratones C57B1 muestran que el tratamiento cronico con etanol (59.6 g/l)
durante 7 dias y con un periodo de abstinencia de 24 h no tiene efecto sobre la unién de
DADLE al receptor 8 en membranas de corteza frontal (Khatami et al., 1987). Estos datos

indican que la activacion de receptores opioides participa en el alto consumo de alcohol.

Nuestros resultados indican que el etanol crénico no altera ni la afinidad del ligando ni el
namero de receptores & en las regiones estudiadas. Probablemente, los cambios sobre la
unién de [*H]-DPDPE se producen solo al inicio del periodo de ingesta de la droga
(después de la exposicion aguda a etanol), como se ha reportado previamente (Méndez et
al., 2004). De esta manera, es posible que se produzcan cambios neuroadaptativos en el
sistema a lo largo del tiempo que busquen compensar los efectos de la exposicion continua
a la droga. Por otra parte, es posible que el etanol tenga un efecto inhibitorio sobre el
acoplamiento del receptor & a las proteinas G en algunas areas cerebrales, como se ha
reportado en el Hp (giro dentado y CA1l), el cerebelo y el coliculo inferior de ratas Sprague-
Dawley después de 16 dias de tratamiento con etanol al 6.7 % (Saland et al., 2004). Estos
autores utilizan un analogo no hidrolizable de GTP ([**S]yGTP) que permite investigar el

estado del acoplamiento del receptor a la proteina G. Consideramos que este aspecto
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debe ser investigado en un futuro, con el objeto de determinar si la exposicidon crénica a

etanol afecta la funcionalidad del receptor 8.

A diferencia de los resultados obtenidos en este trabajo, el mismo tratamiento con alcohol
no afecté el contenido de la B-end en el ATV, la SN, el NAcc, la Cpf o el hipotdlamo.
(Leriche y Méndez, 2010). La unién de [°H]-DAMGO al receptor opioide p en el ATV, el
NAcc (“core” y “shell”) o la Cpf tampoco se ve alterada por la exposicion crénica a alcohol
(Leriche y Méndez, 2010). Por lo tanto, los sistemas encefalinérgico y B-endorfinérgico
parecen tener una sensibilidad distinta a la droga. Nuestros resultados sugieren que la
administracion crénica de etanol produce efectos selectivos sobre la via encefalinérgica.

Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que la administracion aguda de etanol
(2.5 g/kg) disminuye el contenido de B-end en el hipotalamo (Leriche y Méndez, 2010), asi
como los niveles de Met-enk en el NAcc y el CP de ratas Wistar (Méndez et al., 2010). Una
dosis menor de etanol (0.5 g/kg) disminuye el contenido de Met-enk en la Cpf (Méndez et
al., 2010). Por otra parte, el tratamiento agudo con una dosis alta de etanol (2.5 g/kg)
modifica selectivamente la unién de [*H]-DAMGO vy [*H]-DPDPE a los receptores p y &
respectivamente, en distintas areas cerebrales y con distintos patrones cinéticos. El etanol
aumenta la unién de [°*H]-DAMGO en la Cpf, la disminuye en la VTA, el “shell” del NAcc y la
SNr y no tiene efecto en el CP (Méndez et al., 2001; Méndez et al., 2003).En contraste, la
administracion aguda de etanol (2.5 g/kg) aumenta la unién de [°H]-DPDPE en la Cpf, el
NAcc (“core” y “shell”), la SNr y el CP (Méndez et al., 2004). En general, nuestros
resultados muestran que los efectos del tratamiento cronico con etanol sobre el contenido
de encefalinas y la unién de [*H]-DPDPE al receptor & son opuestos (o no tienen efecto) a
los observados en respuesta a la exposicién aguda de la droga, como se ha reportado en
el caso de algunos neurotransmisores (i.e., GABA y glutamato) (de Witte et al., 2005). Asi,
los cambios inducidos por la exposicion prolongada a etanol sobre los sistemas
encefalinérgicos podrian constituir neuroadaptaciones del cerebro a la presencia continua
de la droga. Estos cambios podrian desempefiar un papel importante en el desarrollo y el
mantenimiento de la dependencia a etanol. Es importante mencionar que en este trabajo
solo estudiamos los efectos del etanol al término del tratamiento cronico, por lo que es

necesario investigar los cambios que podrian producirse después de un periodo de
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abstinencia de la droga, ya que es en esta etapa cuando se presentan las alteraciones mas
pronunciadas (de Witte et al., 2005).

En contraste con los efectos del etanol reportados en este trabajo, el tratamiento crénico
con sacarosa aumento el contenido del péptido en el NAcc y el hipotdlamo, asi como la
unién de [*H]-DPDPE a su receptor en la Cpf y el CPam. De manera interesante,
observamos que la sacarosa tiende a aumentar la unién del ligando en el NAcc, tanto en el
“core” como en el “shell”, efecto que debe ser corroborado en estudios posteriores.

Es ampliamente conocido que los azucares son substancias que ejercen reforzamiento
positivo (Wheeler y Carelli, 2009; Herz 1997). Los aumentos observados en este trabajo en
el contenido de Met-enk y de unién de [*H]-DPDPE al receptor & inducidos por la sacarosa
podrian estar relacionados con mecanismos de palatabilidad. Algunos estudios han
reportado que el alimento con alta palatabilidad altera la expresion de encefalinas y
dinorfinas en el estriado y el nucleo arcuato del hipotalamo, respectivamente (Kelley et al.,
2003; Welch et al., 1996). Nuestros resultados sugieren, ademas, que la Met-enk juega un
papel importante en las propiedades reforzadoras de la sacarosa. En este sentido, Kelley y
colaboradores (2002) reportaron que los mecanismos de palatabilidad estan bajo
regulacion opioidérgica en el NAcc. Por otra parte, los efectos diferenciales del etanol y la
sacarosa observados en este trabajo concuerdan con estudios en los que se muestra que
las drogas de abuso (i.e., cocaina y etanol) y los reforzadores naturales (i.e., alimento y
agua) producen una activacion diferencial de distintas poblaciones de neuronas en el NAcc
(Wheeler y Carelli, 2009; Robinson y Carelli, 2008). Por lo tanto, los mecanismos
implicados en los efectos de las drogas de abuso y los reforzadores naturales en el NAcc
(y probablemente en otras regiones cerebrales, como el ATV, la Cpf, el hipotalamo y el CP)
podrian ser distintos. De la misma manera, el papel de los sistemas opioidérgicos en los
mecanismos de accién del etanol y la sacarosa podria ser distinto e implicar diferentes
areas cerebrales. Los resultados de este trabajo, asi como datos previos de nuestro
laboratorio apoyan esta hipotesis, ya que la exposicidon cronica a sacarosa aumenta el
contenido de B-end en el NAcc y la SN de ratas Wistar, pero no modifica la unién de [°H]-
DAMGO al receptor p en la VTA, la Cpf y el NAcc (“core” y “shell”) (Leriche y Méndez,
2010).
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CAPITULO V. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

Nuestros resultados muestran que la exposicion prolongada a alcohol y/o sacarosa induce
cambios selectivos en neuronas encefalinérgicas de las vias mesocorticolimbica y
nigroestriatal, asi como del hipotalamo. Estos datos sugieren que los mecanismos neurales
de reforzamiento del etanol y la sacarosa son distintos e implican la activacion diferencial
de neuronas opioidérgicas en areas cerebrales especificas. Asi, los mecanismos de accion
del etanol parecen implicar la activacién de neuronas encefalinérgicas en el ATV y la Cpf,
mientras que los efectos de la sacarosa se producen en un mayor niamero de regiones
(Cpf, NAcc, CP e hipotdlamo). Quedan por confirmar los efectos del etanol sobre la union
de [*H]-DPDPE en la SNc y la regi6n lateral del CPmp, y de la sacarosa sobre la unién del
ligando en el NAcc. Seria importante realizar estudios enfocados a determinar la
funcionalidad del receptor 5 en animales tratados crénicamente con etanol, asi como
investigar las alteraciones que podrian producirse en el sistema encefalinérgico durante la
abstinencia a la droga. Ademas, este trabajo deberia completarse con estudios de los
efectos del etanol sobre la expresion del RNAm de la Pro-enk, asi como sobre la liberacion
de la Met-enk Finalmente, creemos que seria interesante explorar con mayor detalle los

efectos producidos por la sacarosa sobre los sistemas encefalinérgicos.
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ANEXO |

Reactividad cruzada del anticuerpo E-8 contra Met-enk (Asai et al., 1998)

Anticuerpo realizado en conejo New Zealand, que esta dirigido contra la secuencia de Met-

enk en rata.

ANEXO I

Péptido % Reactividad cruzada
Anti-ME E-8

Met-(0)-encefalina 100.00
Met-encefalina 2.90

Leu-encefalina 0.01

Met-encefalina-Arg 0.76

Leu-encefalina-Arg <0.01
Met-encefalina-Arg-Phe <0.01
Met-encefalina-Arg-Gly-Leu <0.01
Dinorfina 1-8 <0.01
a-endorfina <0.01
B-endorfina <0.01
y-endorfina <0.01

Preparacion del estandar interno

Se prepar6 un estandar interno de Met-enk a partir de estriado de rata de la siguiente

manera:

1. Se obtuvieron los estriados (36) (regiéon anterior-medial) de 18 ratas Wistar & (250-

300g).

2. Se afadi6 acido acético 1N en hielo (2 estriados/500 pl) y se hirvié por 20 min en bafio

maria.

3. Se preparé un homogenado por sonicacion.

4. Se centrifug6 a 15000 rpm durante 20 min a 4C. Se recuperaron los sobrenadantes de
cada tubo, se juntaron y se hicieron alicuotas de 500 pl, las cuales se evaporaron a
sequedad y se almacenaron a -20C hasta su uso.

5. El extracto seco se resuspendié en un total de 25 ml de H,O estéril y se hicieron
alicuotas de 100 pl para usar en cada RIA. Se mantuvieron a -20C hasta su uso.
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ANEXO I
Preparacion de soluciones para la determinacion de proteinas (Lowry et al., 1951).

A) Carbonato de Sodio al 2 % en NaOH 0.10 N.
Se guarda a 4.

B) Sulfato Cuprico al 1 %.
Se protege de la luz y se guarda a 4.

C) Tartrato de Sodio y Potasio (C 4H4sKNaO,4 e 4H,0) al 2 %.
Se prepara en H,O desionizada y se guarda a 4<C.

D) Reactivo de Folin-Ciocalteu, dilucion 1:1 en H ,0 desionizada.
1 ml del reactivo + 1 ml de H,O desionizada.
Se prepara inmediatamente antes de usar, protegiendo de la luz.

E) Reactivo de Cobre.
Tomar 50 ml de la solucion A + 0.5 ml de la solucion B + 0.5 ml de la solucion C.
Se prepara inmediatamente antes de usar.

F) Albumina Sérica Bovina (BSA) (Sigma, fraccion V)

Se prepara a una concentracion de 1 mg/ml en H,O desionizada, se hacen alicuotas y
se congelan.
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