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RESUMEN

Estudios recientes sobre el sistema inmune han demostrado que la respuesta inmune no
seencuentra limitada Unicamente a la preservacion del organismo ante patogenos o dafo,
ademas, esta respuesta es capaz de interactuar y alterar lafuncion de otros sistemas
como lo es el nervioso en el cual modifica conductas y estado de animo.

Enel presente trabajo se evaluaron los efectos de lainteraccion entre el sistemainmune y
el sistema nervioso central (SNC) en la respuesta conductual generada por la activacion del
sistema de recompensa en un modelo de condicionamiento clasico a morfina. Para realizar
este trabajo usamos un modelo animal llamado preferencia de sitio condicionado en el
cual las ratas respondian a la morfina después de la induccion de procesos inflamatorios
de tipo doloroso y nodoloroso.

En lainduccion de inflamacion se administré carragenina intraplantar (250, 500y 750 pL
al 1%) en grupos experimentales con y sin seccion del nervio ciatico derecho. La seccion
delnervio ciatico serealizé paradeterminarsiel estimulo doloroso es necesario para
lamodificacion de larespuesta de recompensa, o esto puede ser logrado Unicamente
conunestimuloinflamatorio en este modelo. Adicionalmente, y con fines comparativos,
utilizamos la administracion intraperitoneal del bacilo de Calmette-Guerin (BCG) como
inductor de la respuesta mediante una via inflamatoria diferente.

Finalmente se cuantifico la concentracion de prostaglandina E2 en sangre periférica con
el objetivo de comprobar si existe relacion entre el cambio conductual y el aumento de
concentracion de esta molécula.



Nuestros resultados mostraron que tanto el modelo de inflamacion por carragenina
como el mediado por BCG son capaces de inhibir la preferencia de sitio condicionada a la
morfina. Ademas, observamos que la administracion de un inhibidor de COX (ibuprofeno
50mg/kg,i.p.)restauralapreferenciadesitioenel primermodelo, sinembargo, noafecta
la respuesta a morfina en ratas con inflamacion inducida por la administracion de BCG.

PALABRAS CLAVE

Morfina, adiccion, recompensa, inflamacion.
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1.LOSOPIOIDES

Usadosdesde tiemposantiguos por culturascomolaegipcia, lagriegaylaarabicapara
el manejo de las enfermedades gastrointestinales por su efecto constipante. Los opioides
son farmacos de origen natural y sintético actualmente empleados en el manejo de dolor
cronicoy severo, y en algunos casos para la induccion del suefio (Fisher & A. Roget, 2009).

DeacuerdoconlaOMS (WHO, 2018) se consideran opioides atodasaquellas sustancias
psicoactivas derivadas de la Amapola real (Papaver somniferum) o de cualquiera de sus
analogos sintéticos con efectos similares. Dentro de este grupo de farmacos encontramos a
lamorfina, laheroina, el tramadol, la oxicodonay la metadona. Estos medicamentos usados
de manera correcta tienen la capacidad de provocar efectos analgésicos, euforizantesy
de recompensa en el paciente. mediante la union a receptores especificos distribuidos a
lo largo del organismo con mayores concentraciones en el encéfalo y la médula espinal
denominados como receptores tipo mu, delta y kappa (Gendron, Cahill, von Zastrow,
Schiller, & Pineyro, 2016).

En México los medicamentos opioides se encuentran dentro de los principales farmacos
para el tratamiento de dolor peri o postoperatorio, dolor por trauma grave asi como para
pacientes bajo condiciones de dolor ocasionado por cancer no maligno (Guevara-Lopez
et al., 2007; Reyes Chiquete, Guillen Nufiez, Alcazar Olan, & Arias Santiago, 2006).

En los Ultimos veinte afos el esquema de administracion de opioides ha sido modificado
drasticamente, desde el plan de administracion de corta duracion al tratamiento de larga
duracion, razon por la cual la dosis diaria por paciente haaumentado considerablemente
con el fin de potenciar su efecto (Gomes, et al., 2011).

Elaumentoenelusodefarmacosopioidessehaconvertidoenunproblemamédicoyde
salud publica significativo. En estudios recientes se hademostrado que el incremento en
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laadministracion de medicamentos de origen opioide esta directamente relacionado con
el aumento en el nimero de muertes ocasionadas por sobredosis de estos farmacos. Asi
como en la combinacion con otras drogas como el alcohol y otros sedantes, incremento
el nimero de casos en un 85% entre los anos 1999 y 2006 solo en los Estados Unidos
(Warner, Chen, & Makuc, 2009, Dunn et al., 2010).

Asimismo, el aumento en la accesibilidad a farmacos de origen opioide y su consecuente
incremento en el esquema de administracion pueden inducir que el paciente desarrolle
tolerancia a dichos farmacos. Esta es una de las mayores desventajas que presentan
estosmedicamentos dado que al perder el efectoanalgésicoaumentael riesgode que
el paciente sufra sobredosis con el fin de obtener el efecto deseado (Trang et al., 2015).

Tan solo en los Estados Unidos de las 28 647 muertes provocadas por sobredosis de
farmacos de abuso el 61% esta relacionada con algun tipo de medicamento de tipo opioide,
siendo los farmacos parael manejo del dolor los mas comunes en este tipo de decesos
solo igualados por las muertes causadas por sobredosis de heroina (Rudd, Aleshire,
Zibbell, & Matthew Gladden, 2016). Dentro de los efectos negativos de la administracion
continua de estos farmacos es el desarrollo de hiperalgesia mediada por opioides (Trang
et al., 2015).

1.1. USOS CLINICOS DE LOSOPIOIDES

Los medicamentos de prescripcion para el alivio del dolor son administrados con la
intencion de mejorar la calidad de vida de pacientes con dolor cronico causado por diversas
enfermedades (Alexander, 2016) Dentro de los mas efectivos actualmente usados son
aquellos de origen opioide (Dowell, Haegerich, & Chou, 2016), razon por la cual en México
y EU son los principales farmacos administrados a pacientes en cuidados paliativos
(Secretaria de Salud de Mexico, 2010) y con dolor crénico no maligno (Dowell et al., 2016).
La prevalencia del dolor crénico a nivel mundial es del 26 al 29% por lo que se sugiere
queenMéxicoalano 2010 (Harstall & Ospina, 2003)al menos 20 millones de individuos
son afectados por dolor cronico (Guevara-Lopez et al., 2007).

Losopioidesson clasificados de acuerdo asupotenciacomo al efecto de tipo agonista
o antagonista que puedan desempenar en el receptor opioide (OR), (Pathan & Williams,
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2012). Se dividen en dos grupos principales: opioides “débiles” para el control de dolor
medio a moderado y opioides “ fuertes” para el control del dolor de moderado a severo
(World Health Organisation, 1996). Dentro de este Gltimo grupo se encuentraalamorfina,
el opioide mas cominmente empleado en el manejo del dolor cronico asociado o no a
metastasis (Klein & Greenfield, 1999; Wang et al., 2018, Glare & Walsh, 2002).

1.2. RECEPTORES OPIOIDES

Ubicados en el Sistema Nervioso Central (SNC) y el Sistema Nervioso Periférico (SNP). En el
SNC estos receptores se encuentran altamente concentrados en las regiones subcorticales
delencéfalocomolosoneltalamo, el locuscertleo (LC), elnucleoaccumbens (NAc)y
la amigdala (Oroszi & Goldman, 2004).

Los receptores opioides (ROs) son codificados por el gen OPRM1 localizado en el cromosoma
6q24-q25, yson miembros de lafamilia de los receptores acoplados aproteinas G. Los
ROs son mediadores fundamentales en el funcionamiento de la mayoria de las hormonas y
neurotransmisores. También se caracterizan por poseer siete dominios transmembranales,
el segmento terminal N extracelulary el segmento intracelular C terminal.

IMAGEN 1.1 Distribucion de los receptres a opioides en el cerebro de rata, tomada de Le Merrer, Becker, Befort, & Kieffer, 2009.
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La existencia de estos sitios de union a opioides fue reconocida en el aino de 1973, (Le
Merrer, Becker, Befort, & Kieffer, 2009). Estas uniones son reconocidas posteriormente como
receptores a opioides (ROs) de los cuales existen 3 tipos principales: los receptores tipo
mu (M), delta (8) y kappa (k) (Gendron et al., 2016). Las concentraciones de los receptores
aopioides en cada area cerebral varian de manera sustancial. En el caso del receptor
tipo p se encuentra mayormente expresado en la amigdala, el talamo y el mesencéfalo.
Elreceptor tipo k tiene mayores concentraciones enel prosencéfalo, incluidos el claustro
y la corteza endopiriforme, el tubérculo olfatorio, el cuerpo estriado (putameny nlcleo
accumbens), el area preoptica, el hipotalamoy la hipo6fisis. Laconcentracion de los
receptoresdetipodesmayoreneltractoolfatorio, elneocértex, enalgunasregiones
delaamigdalayespecialmente enelcuerpoestriado (Le Merreretal.,2009).

La activacion de la proteina G por medio de la union de un péptido opioide al RO provoca
que tanto lasubunidad a, como la By interactuen con diferentes sistemas celulares
inhibiendo la adenil ciclasa y canales de calcio dependientes de voltaje. Asi mismo provoca
lareactivacion de canales de potasio (K+) y de la fosfolipasa CB (PLCB) (Waldhoer, Bartlett,
& Whistler, 2004) lo que finalmente induce lareduccion de laexcitabilidad de lamembrana
celular produciendo una menor liberacion de neurotransmisores como el glutamato y la
sustancia P (Henriksen & Willoch, 2008, Almaraz, Manenschijn, Pena, & Viana, 2014).

El proceso de activacion de los receptores opioides es capaz de provocar diversos efectos
en laconductadelindividuo como la euforia, ansiedad y de manera mas importante
analgesia, siendo el receptor tipo p el principalmente involucrado en este ultimo efecto.
Razon por la cual estos receptores se han convertido en el principal objetivo de diversos
farmacos analgésicos derivados de productos opiaceos (Pecifa, Love, Stohler, Goldman,
& Zubieta, 2015, Streicher & Bilsky, 2017, Gendron et al., 2016).

Apesardequelamayoriadelosefectosbenéficosynocivosdelosmedicamentosopioides
son mediados por los receptores tipo p existe evidencia de que tanto los receptores tipo
d como K generan una respuesta analgésica casiigual de efectiva a la generada por la
activacion de receptores p (Kieffer & Gavériaux-Ruff, 2002).

Sehaobservadoenpacientesbajoel régimendeadministracionalargoplazode medicamentos
opioideseldesarrollo detoleranciaydependencia (World Health Organisation, 1996). Este
proceso es mediado por 3 diferentes mecanismos principalmente la fosforilacion del
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receptor que produce la desensibilizacion de los mismos por medio del desacoplamiento de
las proteinas Gy lainternalizacion o secuestro de los ROs lo que reduce la concentracion
dedichosreceptoresfuncionalesenlamembranacelular. Juntoconelmecanismode
internalizacion de ROs también se presenta la activacion del proceso de inhibicion de la
sintesisdenuevosreceptoresopioides (Keithetal., 1998, Vargaetal.,2003) estos dos
ultimos mecanismos estan implicados directamente en la reduccion de la concentracion de
receptores enlamembrana celular de las neuronas einterneuronas (Droney etal., 2008).

Eldesarrollo de tolerancia aestos farmacos causa que el efecto analgésico del mismo
sea cada vez menor por lo que se vuelve necesario aumentar la dosis.

Sinembargo, laadministracion continua de opioides no causa sélo la disminucion del efecto
analgésicosinotambién el establecimiento del dolor mediado por opioides, hiperalgesia,
alodiniay en algunos pacientes la dependencia psicoldgica a estos medicamentos lo que
limita seriamente sus aplicaciones médicas a largo plazo (Pecifa et al., 2015).

1.3. LA MORFINA

Nombrada enreferencia al dios griego del sueno Morfeo
por F. Serturner quien la aisl6 a partir de la planta
Pupuver somniferurn a principios de 1805 (Aragon-
Poce et al., 2002). Es un potente farmaco analgésico
empleado de manera comun en procedimientos
quirlrgicos, postoperatorios y en pacientes con dolor
tantoagudo como cronico, desde mediados del siglo XIX
alaactualidad (Ochiaietal.,2016, vanRee, Gerrits, &
Vanderschuren, 1999). Estepotenteagonistaopioidese
uneadiferentesreceptoresopioides especificos (Delta,
muykappa) loqueresultaendiferentes respuestas
IMAGEN 1.2 Estructura quimica de la morfina cerebrales como lo son la analgesia, ansiolisis,

tomada de Christrup, 1997. euforia, sedacion, depresion respiratoria y en el caso
delsistema gastrointestinal, contraccion del musculo
liso (Drugbank, 2005).
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La morfina es un pentamero alcaloide formada de 5 anillos condensados, lo que le
confiere su estructura biolégicamente inactiva. Sin embargo, los grupos funcionales de
estamoléculacomolosonelC3fenolico, elalcohol secundario C6 ylaamina terciaria
formada por el atomo de nitrogeno (N) vuelven quimicamente reactiva a esta molécula.

Lamorfinacuentacondosgrupos OH- hidrofilicos quele confiere lamediana hidrosolubilidad
ylabajaliposolubilidad (Christrup, 1997). Estamolécula es principalmente metabolizada en
el higado, sinembargo existe evidencia de que también sufre modificaciones metabolicas
tanto en el encéfalo como en los rifiones aunque en muy bajas cantidades (Wahlstrom,
Winblad, Bixo, & Rane, 1988).

1.3.1. Farmacologia de lamorfina

En el higado el farmaco sufre el proceso de glucuronidacion que resultara en dos
metabolitos principales: la morfina-3-glucuronido (M3G) que no presenta ningun
tipo de actividad analgésica y de poca a nada actividad excitatoria y la morfina-6-
glucuronido (M6G) que junto con lamorfina permite el desarrollo de larespuesta
analgésica y de recompensa. Este proceso metabolico es mediado por las enzimas
del citocromo P450 asi como por las enzimas UGT2B7 y UGT1A1 mientras que la
primera se encuentra mayormente involucrada en lasintesis de M6G y la segunda
presenta un papel menor en la catalisis la M3G (Smith, 2009).

Elresultado de este proceso metabdlico tiene repercusiones directas en lavida
media de este farmaco, ya lamorfina presenta union aproteinas plasmaticas de
entreel45%y50%, mientrasquelos productos metabélicos de lamisma presentanun
porcentaje de union a proteinas plasmaticas de alrededor del 30% lo que provoca que
unavida media corta de entre 1.8 a 3.4 horas dependiendo de la dosis, posteriormente
elfarmacoesexcretadoatravésdelaorina (Christrup, 1997). Esporestoquesise
opta por la via de administracion subcutanea sera necesaria que su administracion
sea llevada a cabo cada 4 horas con el fin de mantener el efecto analgésico (Guevara-
lopez et al., 2007).

La absorcion de este medicamento varia de acuerdo al método de administracion,
siendo el mas comun laadministracion oral; en esta, la biodisponibilidad del farmaco
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es del 30 al 40%. El efecto analgésico de una sola dosis es bastante reducido, sin
embargo, con laadministracion continua se puede alcanzar el efecto deseado (Glare

& Walsh, 2002).

UGT2B7

Codeina-6-
glucoronido

— _CELUEAHEPATIEA

Morfina-3-
glucoronido

Morfina-6-
glucoronido

Eliminacion 4/

viabiliar

IMAGEN 1.3 Ruta metabolica de la morfina dentro de un hepatocito. Imagen modificada de Thorn et al, 2009

En la administracion sublingual de morfina, la biodisponibilidad del farmaco sera sélo

del 12% (Gong & Middleton, 1992). En contraste, la inhalacion del mismo farmaco
por medio de la nebulizacion la biodisponibilidad de la misma asciende hasta 63%

(Dershwitz et al., 2000).

Otracaracteristica de los farmacos opioides y especialmente de lamorfinay sus
metabolitos essudistribuciony capacidad paraatravesar labarrerahematoencefalica
(BHE). Se ha demostrado que la morfina presenta una amplia vida media cuando se
encuentraentejidocerebral debidoasuredistribucion dentrodedichotejido (Bouw,
Gardmark, & Hammarlund-Udenaes, 2000). Asi mismo se ha encontrado evidencia de
que el metabolito M6G también es sintetizado directamente en el SNCy le confiere

mayor indice de permeabilidad en comparacion con el M6G sintetizado en el higado

(De Gregori et al.,2012).
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1.3.2. Mecanismo de accionde la morfina

Como se tratd en el capitulo anterior en humanos la morfina es mayormente
metabolizada por el higado en dos metabolitos principales: el M3G y el M6G siendo
el primero encontrado en mayores concentraciones debido a que del 90% de la
morfina que es metabolizada el 50% es conjugada en este metabolito mientras que
el segundo corresponde a aproximadamente el 15% de la concentracion total (Yeh,
Gorodetzky, & Krebs, 1977). Dichos metabolitos presentan diferentes rangos de
permeabilidad al atravesarlabarrerahematoencefalica. Sinembargose hademostrado
que estas moléculas presentan elevada afinidad por los receptores opioides, en
especial por los de tipo y, teniendo una mayor afinidad por estos el metabolito M6G
que aun presentandose en menores concentraciones produce el efecto analgésico
mucho mayor debido aque adiferencia del M3G este tiene mayor probabilidad
acumularse en el sistema nervioso central (SNC) al igual que una mayor afinidad por
los receptores tipo pmuy similar ala de lamorfina (Thorn, Klein, & Altman, 2009). Lo
anterior también estarelacionado coneldesarrollode toleranciaydesensibilizacion
de los receptores de tipo p a lamorfina (Christrup, 1997; Shimomura et al., 1971). A
pesar de los posibles efectos perjudiciales del M6G su eficiencia analgésica supera
incluso a la de la morfina debido a lainduccion de la depresion respiratoria es mucho
menor al provocado por el farmaco parental (De Gregori et al., 2012).

Uno de los mecanismos mas aceptados de los farmacos opioides en la generacion
de recompensa es el de la union de M3G y M6G a los receptores tipo p de las
interneuronas ubicadas en la seccion del mesencéfalo. Esto induce la disociacion
de las proteinas G acopladas a dichos receptores en las subunidades Ga y la GBy,
estas eventualmente producirian lainhibicion de la 3’5’ adenilil ciclasa (CAMP) por su
interaccion con diferentes canales ionicos como los canales de K+, Ca2+, (Herlitze
etal., 1996).

La regulacion de los canales idnicos en respuesta generara la disminucion en la
secrecion de GABA en direccion a las neuronas Dopaminérgicas del mesencéfalo lo
que incrementa la liberacion de dopamina en la zona mas exterior del NAc, asi como
enlacortezaprefrontal (DiChiara & Bassareo, 2007; Hnasko, Sotak, & Palmiter, 2005).
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1.4. SISTEMA DE RECOMPENSA

Este sistema consiste en extensas vias neuronales que median la conducta de recompensa,
como el placery la motivacion. Asi mismo sirve para promover que el comportamiento del
organismo se dirija hacia conductas que normalmente son beneficiosas y promueven la
supervivencia delindividuo como por ejemplo el apetito, lased, lareproduccion, asicomo
el evitar estimulos daiinos. El sistema de recompensa es capaz promover el aumento
de la frecuencia de determinadas conductas al provocar sensaciones positivas como el
placery larecompensa, que, cuando se encuentran asociadas al aprendizaje a través de
la experiencia pueden funcionar como promotor de la repeticion de dichas conductas.
Este proceso también se puede denominar como refuerzo positivo (Naranjo, Tremblay, &
Busto, 2001; Salamone, Correa, Farrar, & Mingote, 2007).

IMAGEN 1.4 Esquéma del sistema de recompensa simplificado en humanos. Lineas negras indican sinapsis aferentes
dopaminergicas, lineas azules indican proyecciones GABAergicas desde el NAc a neuronas dopaminergicas; Lineas
amarillas indican proyecciones aferentes glutamatergicas de la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala hacia el NAc.
Imagen modifciada de Swardfager y Rosenblat, 2016.



Para el desarrollo de las conductas anteriormente descritas el sistema de recompensa
necesitade lasecrecion de diferentes neurotransmisores. Entre los cuales destacala
dopamina. Este neurotransmisor esta involucrado en muchos mas procesos neuronales
como la motivacion y el control del movimiento, asi como en numerosas patologias como la
enfermedad de Parkinson la esquizofrenia y la depresion. Ademas es el mas cominmente
citado cuando se quiere hablar del proceso de recompensa dada suimportanciaenel
establecimiento de sensaciones positivas (Salamone et al., 2007).

En el sistema de recompensa la Dopamina (DA) actla naturalmente por medio de la
interaccion con receptores acoplados a proteinas G que una vez activadas inician la
cascadadeactivacion neuronal que desemboca en el reforzamiento de una conducta
especifica por el establecimiento de larecompensa (Cooper, Robison, & Mazei-Robison,
2017; Salamone et al., 2007; Sesack, Carr, Omelchenko, & Pinto, 2003).

Elsistema de recompensa esta constituido por diversas estructuras cerebrales, los
principales componentes de este circuito son el Area Ventral Tegmental (VTA) ubicandose
en dicha zona una gran concentracion de células dopaminérgicas. El NAc, el tubérculo
olfatorio, la amigdala, la corteza insular y frontal, asi como la conexion dopaminérgica
entre el VTAy el prosencéfalo. Este circuito hace uso de diversos neurotransmisores
parainteractuar entre sicomo losonel GABA, el glutamatoy laserotonina (Koob & Le
Moal, 2001). Sinembargo, uno de los principales componentes para la activacion del
sistema de recompensa es el neurotransmisor dopamina. Diversos estudios han indicado
el sistema dopaminérgico proyectado desde el VTA hacia el NAc y otras secciones de
lacortezafrontalylimbicaeselprincipal sustrato de recompensayrefuerzotantode
estimulos de recompensay aversion naturales como de los farmacos de abuso (Hyman
& Malenka, 2001).

Como se menciond anteriormente laactivacion del sistema de recompensa esta mediada por
laaparicion de unestimulo de naturaleza gratificante onociva, yasea este anticipadoono,
en caso de que se presentara un estimulo de esta naturaleza las neuronas dopaminérgicas
ubicadas en el VTA son activadas, y en el caso del estimulo sea repetido de manera
constante, la activacion de dichas neuronas puede ser modificada en orden de anticipar
elestimulo. Asuvez esto promueve el establecimiento de aprendizaje, enel casode
que el estimulo sobre el sistema de recompensa sea de naturaleza nociva las mismas
neuronas pueden ser inhibidas ensuactivacion; lo que establece, al igual que en presencia
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de un estimulo gratificante, anticipacion y posteriormente el proceso y establecimiento
de aprendizaje y memoria (Morales & Margolis, 2017). Sin embargo, el funcionamiento de
este sistema puede seralterado por la presencia de farmacos de abuso como aquellos
de origen opioide.

1.4.1. Efectos de los opioides en el sistema de recompensa

La dopaminay el VTA son esenciales para la activacion de la respuesta de recompensa
y refuerzo, asi mismo, son de vital importancia para mediar las cualidades de
reforzamiento de los farmacos de origen opioide. La interaccion de la morfina 'y sus
respectivos péptidos opioidesconlosreceptoresdetipoppromueveeldisparode
neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra que a su vezrefuerza la conducta
de recompensa (Bloom, 1988).

Lainteraccion de la morfina con otras secciones del sistema de recompensa provoca
lainhibicion de liberacion del neurotransmisor GABA por medio de lainterrupcion de
la secrecion de Oxido Nitrico (NO) por parte de la neurona receptora, inhibiendo de
esta manera la cascada de sefalizacion que finalizara en la secrecion del inhibidor,
este efecto puede ser observado a partir de las primeras dos horas a partir de la
administracion delfarmacoytiene unaduracionde hasta5dias. Este mecanismo
de interaccion de los opioides con el sistema de recompensa es parte fundamental
para el establecimiento de la adiccion a estos farmacos (Nugent, Niehaus, & Kauer,
2009; Nugent, Penick, & Kauer, 2007).

1.5. ADICCION

La adiccion o dependencia psicologica es definida como la enfermedad neurobiologica
cronicainfluida por factores genéticos, psicosociales yambientales enlaque estan
involucrados laconducta de recompensa, motivaciony memoria (Smith, 2012). Este
proceso bioldgico puede ser simplificado a términos de un agente bioldgico (Farmaco de
abuso) que actla sobre determinado sustrato bioldgico (SNC) durante un periodo definido
de tiempo (Nestler & Aghajanian, 1997).
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Esta afeccion ha sido determinada como un desorden impulsivo compulsivo que funciona
enunciclo de 3 estados por los que pasa el afectado: la anticipacion, intoxicacion reflejada
por la activacion del sistema dopaminérgico y opioide, la abstinencia o efecto negativo
relacionado con el decremento en la funcion de los sistema antes mencionados asi como
la mayor activacion de sistemas relacionados con el estrés como lo es el aumento en
la secrecion de factor liberador de corticotropina (CRF) (Koob & Le Moal, 2001, 2008).

Blsqueda constante PREOCUPACION Y Ningesta mayor
Problema mental o, ANTICIPACION a lorecomendado

EFECTOS Deseolpersistente INTOXICACION

NEGATIVOS
DE LA ABSTINENCIA

ADICCION

IMAGEN 1.4 Diagrama descriptivo del ciclo de la adiccion desde la perspectiva psiquiatrica tomado de Koob, 2001.

Esta enfermedad se caracteriza por laincapacidad de mantener la abstinencia de manera
consistente, el deseo por el objeto/sustancia adictiva, sin importar las consecuencias
negativas que esta conducta acarrea consigo como el deterioro de las relaciones
interpersonales. Igualmente se desarrolla unarespuesta emocional disfuncional (disforia,
ansiedad e irritabilidad) cuando no puede acceder al farmaco, al igual que otras enfermedades
cronicas laadiccion presenta ciclos tanto de remision como de recaida (Statement, 2011).

Los farmacos adictivos son considerados tanto gratificantes (dado que son interpretados
por el cerebro como un estimulo positivo) como reforzadores (las conductas relacionadas
con la toma y uso de estos farmacos suele repetirse) (Hyman & Malenka, 2001). Estas
sustancias pueden ser identificadas por su capacidad de inducir la liberacion de dopamina
enelsistemade recompensa, por loque elconsumo repetitivo de alguna sustanciade
este tipo puede resultar en modificaciones sinapticas y moleculares relacionadas de
manera directa con el proceso de aprendizaje (Berke & Hyman, 2000) lo que provoca que
controlar el consumo del farmaco adictivo en cuestion sea mas dificil de manejar por el
paciente, debido a que desarrolla dependencia al mismo.
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Las alteraciones del correcto funcionamiento de los circuitos neuronales previamente
mencionados resultaran en el desarrollo de adiccion al farmaco de abuso empleado, lo que
a su vez conllevara el establecimiento de conductas como tolerancia, desensibilizacion

y dependencia al farmaco. En el caso de la dependencia. La interrupcion de la toma del
mismo provocara la aparicion de sintomas de abstinencia, de orden tanto fisioldgico como
psicoldgico, dentro de estos sintomas se puede presentar disforia, malestar generalizado,
irritabilidad y modificacion en los patrones de suefio (Koob & Le Moal, 2008).

1.5.1. Fisiopatologia de la adiccion

Eldesarrollo deladependencia por cualquier droga de abuso aunbajo diferentes

mecanismos de accion esta fuertemente ligado con la generacion de diversas
modificaciones estructurales y moleculares en el SNC dentro de las cuales la principal

eselincremento en lasecrecion de dopamina en la via dopaminérgica mesolimbica,

Opioides
Canabinoides

Dopamina

IMAGEN 1.5 Esquema de la interaccion entre farmacos de
abuso y el sistema mesolimbico, en el caso especifico de
los opioides se observa su acitvidad inhibitoria en las
interneuronas GABAergicas. Tomada de Luscher 2011.

especialmente en el NAc (Di Chiara & Imperato,
1988). Asi como modificaciones moleculares
en neuronas dopaminérgicas presentes en
el VTA que a su vez promovera la aparicion
de conductas compulsivas de busqueda y
autoadministracion del farmaco en cuestion
(Nugent, Niehaus, & Kauer, 2009).

Como se menciono anteriormente las modifi-
caciones en la sinapsis de las neuronas del
sistema de recompensa son causadas por
la alteracion de sistemas normales en el
circuitode larecompensa por partedeluso
continuo del farmaco de abuso como es el
caso de la transmision excitatoria. En élse
presenta la modificacion en la proporcion

entre receptores del acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico (AMPA)

y los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA). Los primeros receptores parael

neurotransmisor Glutamatoy los segundos para GABA, lo que induce elaumento
de AMPAy la reduccion en NMDA causando asi una menor regulacion del impulso

excitatorio (Luscher, & Malenka, 2011). Este aumento en laintensidad de las sinapsis
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IMAGEN 1.6. interaccion de farmacos de origen opioide

(morfina) con el LC tomada de Nestler & Aghajanian, 1997.

excitatorias fuerelacionado de manerainicial
con el consumo de cocaina. Sin embargo, se
hademostradoqueelusodeotrosfarmacos
como loson lamorfina, lanicotina, el etanol
y los benzodiacepinas también exhiben este
efectoaunque sean mediados por diferentes
mecanismos de accion (Saal, Dong, Bonci, &
Malenka, 2003).

Una de las modificaciones moleculares
a causa del abuso de farmacos mejor
estudiada es la regulacion positiva de la
expresion de adenosin monofosfato ciclico
(CAMP) causado porelabusodeopioides. En
este proceso la exposicion aguda a opioides
bloquea la expresion de cAMP en diversas
neuronas. Sin embargo, si el paciente es
administrado con opioides de manera
continua esta exposicion cronica provocara
la activacion de sistemas compensatorios de

o« Dopamina

» - Péptido opioide

IMAGEN 1.7. Circuitos clave del sistema de recompensa en la adiccion. Lineas punteadas
indican aferencia del NAc, lineas azules indican eferencia al NAc en cerebro de
raton. Tomada de Nestler, 2001.

24 TESISBIOL O Gi AF A CULT AD DE CIE NCI AS UN AM



[1T/ILOSOPIOIDES|

cAMP, ya que ocurre lasobre expresion de las adenil ciclasas tipo |y VIl que asu
vez promueven la actividad de proteina quinasa A, lo que aumenta la fosforilacion de
diversas moléculas, como el CREB (cAMP response element-binding en inglés) que
causa modificaciones fenotipicas en las neuronas afectadas. En el caso especifico
delasneuronasdelLCestacompensacion decAMP estaligadaalincrementoenel
indice de disparo de la neurona, mediado por canales cationicos no selectivos. Este
aumento en el disparo de impulsos contribuye al establecimiento de la dependencia
y tolerancia al farmaco opioide, una vez retirada la administracion del opioide,
estas modificaciones son consideradas irreversibles (Nestler & Aghajanian, 1997).

En elNAc este mismo mecanismo esta relacionado con la atenuacion del circuito
de recompensa, junto con el aumento de la expresion de cAMP. Este proceso es
mediado también por la sobre expresion de la dinorfina. En condiciones normales
estamolécula tiene comofuncioneldecremento dedopamina liberadaenel NAc
por medio de su interaccion con los RO tipo k. Sin embargo, la exposicion a opioides
produce la sobre expresion de esta molécula lo que aumenta la recaptura de dopamina
libre y en consecuencia la aparicion de sintomas del sindrome de abstinencia como
ladisforia al ser detenida la administracion del farmaco (Nestler, 2001).

Otromecanismo asociado conelaumentoen lasintesisde cAMP eslasecrecionde
prostaglandinasysuinteraccionconelsubgrupodelosreceptoresdelafamiliade
receptores acoplados a proteinas G denominado como receptores de prostaglandinas
(EPRs). Laactivacion del EPR tipo dos por launion con prostaglandina E2 provoca
elaumentode lasintesis de cAMP, especialmente enlasterminales presinapticas
de las células neuronales (Narumiya, Sugimoto, & Ushikubi, 1999).

1.5.2. Adiccion aopioides

Los opioides son considerados como la droga clasica de abuso, dentro de las conductas
clasicas presentadas por los usuarios de estos farmacos podemos encontrar la
autoadministracion intravenosa, parietal y respiratoria. El uso indebido de estos
farmacos se encuentra directamente relacionado al desarrollo de tolerancia, incremento
en ladosis autoadministrada, disforiay al detener el consumo del farmaco el desarrollo
de sindrome de abstinencia.
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Asimismoelabusodeestosfarmacos, enespecialdemorfinaenanosrecientesha
provocado el aumento en la mortalidad causada por sobredosis, principalmente en
América, el este de Europa y Africa del sur (Nielsen et al., 2016).

La administracion continua de medicamentos de origen opioide trae consigo efectos
negativos para el paciente como lo son la desensibilizacion que impide al paciente
poder desarrollar larespuesta analgésica, la depresion respiratoria que limita el uso
de estos farmacos en pacientes con desdrdenes respiratorios como la apnea del
suefioyobstruccion pulmonarcrénica. Ademasdeserdelasprincipales causasde
muerte en pacientes con sobredosis de estos farmacos (Zhang, Xu, Zhang, & Liang,
2007) y la dependencia psicoldgica o adiccion a estos farmacos. Este ultimo efecto
severeflejado alser detenida laadministracion del medicamento y dado que el
sistema opioide enddgeno es parte principal en el control y regulacion del estado de
animoybienestaresjustoasumirquelamodificaciondeestesistemaporpartede
la administracion de medicamentos opioides es una causa principal del desarrollo
de la adiccion (Contet, Kieffer, & Befort, 2004).

Se hademostrado enratas que aquellos individuos adictos amorfina o derivados
presentan alteraciones conductuales importantes como la preferencia porelfarmaco
sobre la interaccion social (Tomek, Stegmann, & Olive, 2018).

Otro efecto negativo ligado alaadministracion cronica de los medicamentos de
origen opioide es la generacion sensaciones dolorosas anormalmente intensas,
caracterizadas por la aparicion de dolor ante estimulos no dolorosos (alodinia) y la
respuesta exagerada a estimulos dolorosos (hiperlagesia). Estos sintomas se hacen
presentes tras repetidos periodos de abstinencia al farmaco (Vanderah, Ossipov, Lai,
Malan, & Porreca, 2001).

La dependencia alos farmacos de origen opioide se caracteriza por la continua
busqueday administracion de los mismos en dosis cada vez mayores con el fin de
prevenir el desarrollo de los sintomas de abstinencia. Sin embargo se ha encontrado
que existen casos de pacientes que aun superada la dependencia fisica presentan
dependencia emocional a los mismos, por lo que se considera que existen diferentes
areasdel SNCinvolucradaseneldesarrolloyel mantenimiento de laconductade
adiccion y dependencia (Morales & Margolis, 2017; Nestler, 1996).
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A pesas de que el mecanismo del desarrollo de tolerancia a farmacos opioides
permanece sin unadefinicion precisa se encuentrarelacionado con lainternalizacion
y la disminucion en la sintesis de RO's tipo p asi como el aumento en la expresion de
diversas moléculas como el cAMP en estructuras del sistema de recompensa (Varga
etal., 2003; Waldhoer et al., 2004).

1.5.3. Adiccion a opioides: Incidencia a nivel mundial

Como fuemencionado alinicio de este trabajo, el esquema de uso de los opioides
hacambiado drasticamente enla Gltima década aumentando considerablemente su
uso para el manejo del dolor desde moderado a cronico, esto a su vez ha contribuido
al aumento de muertes causadas por sobredosis de estos farmacos (Dunn et al.,
2010; Gomes et al., 2011; Warner et al., 2009).

Durante el ano 2013 el uso de farmacos de origen opioide estuvo involucrado en
la muerte de 16,235 individuos sélo en los E.U. cifra que sobrepaso ese aio a
las muertes ocasionadas por el consumo de cualquier otra droga licita oilicita
del mismo pais (Alexander, 2016). En el afo 2014 se encontro que el numero de
pacientes de ambos sexos hospitalizados por intoxicacion por opioides llegd a
los 53,000 individuos, mientras que las muertes ocasionadas por la sobredosis de
dichosfarmacosalcanzolacifrade 33,091 pacientesdeloscuales 15,281 estaban
bajoelesquemadeusodeopioidesdeprescripcion (Services & Control, 2017). En
este mismo ano se reporto que de cada cuatro casos de sobredosis por farmacos
deprescripcionunoerade pacientesbajounrégimen de usode medicamentos de
origen opioide. En este mismo trabajo se encontrd que pacientes bajo regimenes de
administracion de larga duracion de farmacos opiaceos tienen mayor probabilidad
de sufrir unasobredosis involuntaria en comparacion con pacientes que reciben
tratamientos de corta duracion (Miller et al., 2015).

Asi mismo se reporto en el ano 2015 que los medicamentos opioides son una de
lasprincipalescausasdemuerteenelReinoUnidoestandoimplicadosenel26.7%
de los casos de muerte ocasionados por sobredosis (Corkery et al.,2013). Conun
vertiginoso aumento del 107% entre los anos 2012y 2015 (Middleton, McGrail, &
Stringer, 2016).
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De acuerdo al European Monitoring Centre For Drugs and Drug Addiction enlaUnion
Europea (EMCDDA)enelaino2015existian 1.3 millonesdeindividuos catalogados
como usuarios de opiaceos de alto riesgo asi como el aumento en el nUmero de
victimas, que, de acuerdo con la EMCDDA representan un incremento del 6% con
respecto al ano anterior afectando principalmente aindividuos de 35 a 39 anos
(European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, 2017).

1.5.4. Adiccion a opioides: Incidencia en México

Aligual que en otros paises, en México los farmacos de origen opioide son parte vital
para el tratamiento de pacientes con dolor moderado, agudo o cronico. Incluso para
el manejo del dolor en pacientes infantes, la terapia farmacologica formada por la
administracion de farmaco referente opioide + paracetamol + AINEs es unade las
usadas (Lopez-Guzman, et al.,2013).

Deigual maneraenunestudiorealizado en 2006 (Reyes Chiquete etal., 2006) se
encontro que de la muestra de 952 pacientes hospitalizados en cuidados oncoldgicos
el 40% de ellos fueron tratados con algiin medicamento opioide para el manejo del
dolor por cancer.

De acuerdo con la encuesta nacional de adicciones del 2002 se encontré que los
farmacos de origen opioide se encuentran entre los farmacos vendidos ilegalmente
sin receta médica masusados, principalmente en las zonas urbanas de laseccion
norte del pais, el uso de estos farmacos abarca grandes sectores de la poblacion
tantojovenescomoadultos. Eneste mismotrabajoseindico que lamayoriade los
usuarios de estos farmacos los obtienen de manerailicita en primer lugar através
de los mismos médicos y en segundo lugar por medio de conocidos o familiares
(CONADIC, 2012).

Enlosultimos anos enMéxicoyelconsumo de medicamentos de origen opioide se
ha convertido en un verdadero problema de salud debido a que se estima que cerca
del 37% de los consumidores de estos farmacos a nivel mundial se encuentran en
estaregion, conunaprevalenciadel 1.9%entre lapoblacion que vadelos15alos
64 anos (Villatoro-Velazquez et al., 2012).
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Sin embargo, no existen datos del numero de muerte ocasionadas por la sobredosis
de morfina u otros farmacos de origen opioide.

1.6. INFLAMACION, DOLORY SURELACION CON
EL SISTEMA DERECOMPENSA

Existe evidencia de que la activacion de la respuesta inmune ante procesos tanto de
infeccion como autoinmunes presenta interacciones con procesos neuro-endocrinos,
neurales y de comportamiento (Swardfager et al. 2016). Asi mismo se ha demostrado que
la respuesta inflamatoria caracterizada por la presencia de citocinas pro-inflamatorias
como la interleucina-1a (IL-1a), Interleucina1-B8 (IL-1B), la Interleucina -6 (IL-6), y el
Factor de Necrosis Tumoral (TNF) esta relacionada con el desarrollo y la perpetuacion de
conductas depresivas, de igual manera se ha demostrado en primates no humanos que la
exposicion a estimulos pro-inflamatorios como las interleucinas propician la aparicion de
estados de animo negativos como tristeza, ansiedad y anhedonia a estimulos previamente
gratificantes (Eisenberger etal., 2010; Felger etal., 2016; Yirmiya, 1996).

Estas alteraciones en la funcion del sistema de recompensa como lo es la disminucion en
la secrecion de dopamina inducida por citocinas en hominidos humanos bajo regimenes
de administracion de factores pro inflamatorios, se observaron en experimentos realizados
con macaco Rhesus (Macaca mulatta). La administracion cronica de Interferon a (INF-a)
llevoaestosindividuosapresentarlaconductade “acurrucamiento” o “amontonamiento”
ligada a sintomas depresivos en estos primates, asi como a la reduccion de metabolitos
deladopaminacomoelacido homovanilico (Capuronetal.,2015); porotroladose ha
encontrado que pacientes con depresion exhiben un aumento en las concentraciones de
citocinas pro-inflamatorias en sangre periférica (Felger et al., 2016).

Como se menciond anteriormente la respuesta inflamatoria causada por un proceso de
infeccion también tiene efectos en laconducta y estado de animo del paciente. Se ha
demostrado con multiples modelos en los que al sujeto experimental se le administra
algun polisacarido de origen bacterianos o la directa inoculacion de microorganismos
como es el caso del uso del Bacilo de Calmette-Guerin (BCG) lo que lleva a la activacion del
sistemainmune resultado en el estado de inflamacion sistémica (Swardfager, Rosenblat,
Benlamri, & Mcintyre, 2016).
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Dentro de larespuesta inflamatoria también existen otras moléculas liberadas en respuesta
aestimulosinflamatorios comolas prostaglandinas que pueden alterar el funcionamiento del
sistema de recompensa, como la prostaglandina E2. Estas moléculas han sido relacionadas
con lageneracion de conductas depresivas, modificacion del estado de animoy alteraciones
negativas en lamemoria, estas ultimas observadas en experimentos con ratones en
las que debian realizar tareas especificas como encontrar la plataforma en el laberinto
acuatico de Morris (Hein & O’Banion, 2009).

Aligual quelainflamacion, el dolor también desempefia un papelimportante enlaalteracion
del sistema de recompensa. Se ha demostrado que la presencia de dolor cronico influye
eneldecrementoenlasecrecionyconcentraciones de Dopaminaen el NAc por medio
delaactivaciondelamicrogliaenel VTApor mediodelaalteraciondelaactivacionde
neuronas GABAérgicas localizadas en esta estructura (Taylor etal., 2015).

1.6.1. Mecanismos Neuro inflamatorios

La neuroinflamacion puede ser definida como la infiltracion de células del sistema
inmuneeneltejidodelSNCoSNPenrespuestaaldafo. Laactivaciondeestascélulas
lleva alaliberacion de moléculas pro-inflamatorias en el tejido del area afectada lo
que llevara al aumento de la cascada inflamatoria alin sin la presencia de mas células
inmunes o de infeccion cronica (DelLeo & Yezierski, 2001).

Cuando existe activacion por parte de las células gliales a causa de la infiltracion de
un patogeno o dano tisular estas secretan diferentes moléculas proinflamatorias en
elSNCcomolascitocinas, deigual maneraestimula lasintesisde prostaglandinas
proinflamatorias por parte del tejido endotelial. En el caso del aumento de lasecrecion
delalnterleucina 1 (IL- 1) provocara una mayor activacion de las células gliales.
Elaumentode permeabilidad de laBarreraHematoencefalica (BHE) propiciala
infiltracion de mas células inmunes, esto a su vez provoca la estimulacion de las
células endoteliales en el sistema vascular cerebral lo que desemboca en la secrecion
de prostaglandinas potenciando asi la respuesta inflamatoria (Hein & O’Banion, 2009).
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1.6.2. Citocinas e interleucinas

Lascitocinas son proteinasnoestructurales cuyo pesomolecular variade 8kDaa
40kDa. Involucradas principalmente en la respuesta del individuo a patogenos o
dafo tisular, asi mismo su expresion es especifica a estos eventos (Dinarello, 2000).

Las citocinas son clasificadas de acuerdo a su actividad bioldgica, dado que existen
dos grupos principales: las citocinas proinflamatorias y las anti-inflamatorias.
Dentro de este primer grupo podemos encontrar ala IL-1, la Interleucina-2 (IL-2),
alalL-6, laInterleucina-7 (IL-7), elIFN-yyel TNF-a. Enelgrupo de las citocinas
antiinflamatorias encontramos a la Interleucina-4 (IL-4), a la Interleucina-10 (IL-
10), laInterleucina-13 (IL-13) y al Factor Transformador de Crecimiento B (TGFB).
Ambos grupos son necesarios para mediar la respuesta inflamatoria en las regiones
afectadas ya sea por dafo tisular o por infeccion de patégenos asi como para la
correcta cicatrizacion del tejido (Oliveira, Kimiko Sakata, Machado Issy, Roberto
Gerola, & Salomao, 2011).

1.6.3. Dolor

Eldoloresta definidocomo unaexperiencia desagradable sensorial yemocional
asociada a dafio tisular real o potencial y descrito en términos del mismo dafo
(Loeser et al.,2011).

En el caso de larelacion entre el uso de los medicamentos de origen opioide y el
manejo del dolor estos farmacos son administrados principalmente a pacientes
que sufren de dolor crénico que de acuerdo alalnternational Association for the
Study of Pain esta definido como aquel dolor que persiste pasado el tiempo normal
de recuperacion del tejido dafado, siendo el mismo de aproximadamente 3 meses
(International Association for the Study of Pain, 1986).

Al experimentar dolor de tipo cronico causado por dafio o inflamacion diversos

mecanismos quimicos y neurales del paciente sufren de alteraciones lo que resulta
en cambios en su funcionamiento, como es el caso de modificaciones en conductas
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relacionadas al sistema de recompensa. Existe evidencia en experimentos con roedores
que indica que el dolor neuropatico esta relacionado con una disminucion de la sintesis
y liberacion de dopamina en el area ventral tegmental lo que lleva al desarrollo de
sintomas depresivos y disminucion en lamotivacion (Mitsi & Zachariou, 2016).

1.7. MODELOS DE ADICCIONES:
PREFERENCIA DE SITIO CONDICIONADO

Cuando se habla de recompensa y adiccion en humanos el individuo usualmente asocia
estos estimulos con sentimientos agradables ode felicidad. Sinembargo, altrabajar
con otros modelos animales determinar estas sensaciones no es posible por lo que es
necesario basarse en la respuesta motriz y conductual del mismo. Asi mismo, al igual que
en los humanos, diferentes estimulos sociales o ambientales se encuentran asociados
con el desarrollo de esta enfermedad (Ciccocioppo, Sanna, & Weiss, 2001).

Sinembargo, no existe modelo que sea capaz de representar el extenso abanico de
sintomasy conductas presentadas por los seres humanos por lo que se hace necesario
el uso de diversos modelos especificos para hacer posible la evaluacion de cada fase,
conductay respuesta del proceso de adiccion. Uno de los modelos mas cominmente
usados paraelanalisisdelarespuestaderecompensaafarmacosdeabusoeselde
preferencia de sitio condicionado (Suzuki, Kishimoto, & Misawa, 1996).

El modelo de Preferencia de Sitio Condicionada o CPP (Conditioned Place Preference por
sussiglaseninglés) eselmodelocominmente usado paralaevaluaciondelaconducta
de recompensay aversion adiversos farmacos. En este modelo se parea un ambiente
particular con el farmaco evaluado y un ambiente distinto con solucion salina, dado que
esta Ultima no produce efecto alguno de recompensa.

Estemodelocuentacondiferentesventajascomounaelevadasensibilidad pueselusode una
concentracion baja del farmaco de abuso es capaz de generar la respuesta de recompensa,
asi mismo, este modelo también es Gtil para evaluar conductas de aversion. Este modelo es
adaptable adiferentesespeciesdeusoenlaboratorio yesdegranutilidad paraanalizar
conductas dosis dependiente con el farmaco de abuso. Igualmente, este modelo permite
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IMAGEN 1.9 Modelo de preferencia de sitio condicionada. Modelo de CPP modificado de 3 compartimientos.

el analisis de conducta motriz asociada con la respuesta de recompensa, como lo es, el
desplazamiento a la zona pareada al farmaco de abuso. (Bardo & Bevins, 2000)

En el protocolo estandar se hace uso de un equipo de dos compartimentos, cada uno
exhibiendo caracteristicas diferentes (paredes blancas vs negras, suelo liso vs suelo
texturizado). Enelmodelo modificado se hace uso de 3compartimentos, enelque los
compartimentos laterales acondicionados con caracteristicas especiales mientras que
el compartimento medio no cuenta con caracteristicas distintivas. En cuanto al método
empleado se puede hacer uso de un protocolo con o sin bias (tendencia basal) en este
ultimo es tomado a consideracion la preferencia basal del sujeto para definir cual sera el
compartimento pareado al farmaco de abuso siendo este aquel compartimento menos
preferido. Considerado como un modelo de condicionamiento clasico nos provee de valiosa
informacion acercade los efectos tanto de recompensa como de aversion producto de
la administracion del farmaco de abuso.



2. JUSTIFICACION

Los farmacos de origen opioide son vitales para el manejo del dolor a nivel mundial
dentro de los cuales la morfina es clasificada como el analgésico por excelencia por parte
de la OMS, y uno de los principales medicamentos usados para cuidados paliativos en
México. Sin embargo, sus efectos adictivos igualan en complicaciones a sus cualidades
beneficiosas dado que su abuso es una de las principales causas de muerte en paises
desarrollados. Sehareportadoen 2014 tansoloen los Estados Unidos 15,281 muertes
acausadesobredosis de farmacos opioides, el abuso de estos medicamentos también
fuereportadocomolaterceracausademuerteenreinoUnidoparaelano2015.

Elaumento en la mortalidad por abuso de un farmaco de primera necesidad para el manejo
deldolor crdonico hace necesaria larealizacion de estudios sobre el principal sistema
encargado del establecimiento de laadiccion aeste farmaco: el sistema de recompensa.

Existe evidencia experimental que sugiere que la presencia de un estado inflamatorio
cronico junto a un estimulo doloroso es capaz de modificar la percepcion de la respuesta de
recompensa (Suzukietal., 1996; Borsook et al., 2007; Walter Swardfager etal., 2016). Sin
embargo, sisetienecomoobjetivoeldesarrollodeunaposible terapiaapartirdelmodeloque
seproponeenestetrabajoesesencial determinarsielfactordoloresestrictamentenecesario
para la modificacion de la respuesta de recompensa. De igual manera, determinar cuales
moléculas de la cascada inflamatoria periférica se encuentran mayormente expresadas
en este sistema nos permitiria sentar las bases para la investigacion de nuevas terapias
para individuos bajo regimenes de administracion de farmacos opioides mejorandola
efectividad de los mismos, asi como la calidad de vida de los pacientes.
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3. HIPOTESIS

Lapresencia deinflamacion periféricanoinfecciosa no dolorosa modificarala preferencia
de sitio condicionada a la morfina en ratas.

La presencia de inflamacion periférica infecciosa no dolorosa modificara la preferencia
de sitio condicionada a la morfina en ratas.

Retirar el estimulo doloroso no reinstaurara la preferencia de sitio basal si se mantiene
el estimulo inflamatorio periférico.

La eliminacion del estimulo inflamatorio por medio de la administracion de un farmaco
antiinflamatorio restituira la preferencia de sitio condicionada a morfina.

La administracion de carragenina como modelo inflamatorio no doloroso presentara un
aumento de Prostaglandina E2 en suero de sangre periférica.



4. OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto de inflamacion periférica dolorosa y no dolorosa sobre un modelo
de preferencia de sitio condicionada a morfina en ratas.

Particulares

+ Determinar si el componente de dolor es esencial en la modificacion de la conducta
de preferencia de sitio.

+ Evaluar el efecto de un estimulo inflamatorio periférico no infeccioso mediado
por dano tisular causado por la administracion de carragenina en la conducta de
recompensa.

+ Evaluarelefectodeunestimuloinflamatorioinfecciosoenlaconductaderecompensa
mediado por BCG.

+ Determinar el efecto de la administracion de un farmaco antiinflamatorio en la
conducta de preferencia de sitio condicionada a morfina.

+ Cuantificar laconcentracion de prostaglandinas pro inflamatorias en la cascada de
inflamacion periférica por dafo tisular mediado por laadministracion de carragenina
en un modelo de inflamacion no infeccioso no doloroso.
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5. METODO

Los experimentos conductuales y de toma de muestra sanguinea fueron realizados en el
Laboratoriode Biomembranas del DepartamentodeFarmacologiaenlaFacultaddeMedicina
de la UNAM a cargo de la Dra Claudia Gomez Acevedo bajo los lineamientos establecidos
por la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Los experimentos de identificacion
de Prostaglandinas y citocinas se realizaron en el Laboratorio de psicoinmunologia en el
Instituto de Psiquiatria a cargo del Dr. Lenin Pavon Romero.

Parael protocolo de prueba conductual se usaron 81 ratas macho de laespecie Rattus
norvegicus cepa Wistar de 250 a 300 g de peso con comida y agua ad libitum en cajas
habitacion de unmaximo de 5individuos encicloinvertido luz/oscuridad 12:12 (encendido
de las luces a las 18hrs y apagado a las 6 hrs) con el fin de realizar la evaluacion de
preferenciadesitioduranteelperiodonocturnonatural delossujetos de experimentacion.

Las pruebas conductuales fueron realizadas en un cuarto iluminado con luz roja durante
el periodo nocturno de los sujetos y atenuacion de los ruidos externos.

Para la cuantificacion de la concentracion de PGE2 en sangre periférica se usaron 8 ratas

macho de laespecie Rattus norvegicus cepa Wistar de 250 a 300 g de peso con comida
y agua ad libitum.

E2



5.1. DISENO EXPERIMENTAL

, PRIMERA SEGUNDA
HABITUACION  cpapycion CONDICIONAMIENTO oo - o
I | b | |
DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA8

IMAGEN 1.9 Disefio experimental. Se muestra los periodos de habituacion y condicionamiento inducido por administracion de
morfina, la forma triangular indica la administracion del estimulo inflamatorio al finalizar la primera grabacion 24 horas
previas al inicio del condicionamiento

La denervacion del nervio ciatico derecho es realizada una semana previa al inicio de la habituacion.

TOMADE ~ ADMINISTRACION

DENERVACION  RECUPERACION MUESTRA DE ESTiMULO TOMA DE MUESTRA POST ADMINISTRACION
BASAL INFLAMATORIO

DIA 1 DIA3 DIA4 DIA 6 DIA 8 DIA10 DIA12

IMAGEN 2.0 Disefio experimental de toma de muestra sanguinea por medio de puncion retro orbital para analisis de
prostaglandinas. Se realiza la denervacion del nervio ciatico de la pata derecha trasera para retirar el estimulo doloroso a
causa del dafo tisular ocasionado por la administracion de carragenina.
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5.2. CONDICIONAMIENTO DESITIO

Para los experimentos conductuales se utilizo un modelo de CPP de 3 compartimentos.
Dos compartimentos mayores con las mismas dimensiones, pero de color diferente; uno
de color negro y base con textura de papel lija (A) y elotroiluminado con luzblancay
contexturadesuelolisa (B), mientrasque elcompartimento medio (C) esde color gris
con una textura suave cuya funcion sera la de unir a los dos compartimentos de mayor
tamano. Se hizo uso de un protocolo con bias semejante al descrito en la literatura (Wang
et al., 2015) con modificaciones, en el cual se utilizo la preferencia de compartimiento
inicial de larata (bias). Este procedimiento se desarrollo alo largo de 8 dias en 4 fases
distintas: habituacion al aparato de CPP, prueba de preferencia precondicionamiento,
condicionamiento y prueba de preferencia postcondicionamiento.

5.3. HABITUACION

Esta fase se realizd con el fin de disminuir el estrés del sujeto al nuevo entorno del aparato
de CPP.

De los dias 1 a 3 cada individuo fue colocado en el compartimento Cy se le concedio
acceso total al aparato de preferencia desitio paralibre exploracion durante 30 minutos.

Este procesose llevo acaboencondicionesde atenuacion de ruido eiluminacion roja
dado que no es visible para los sujetos.

5.4. PRUEBADE PREFERENCIA PRE-CONDICIONAMIENTO

En el cuarto dia del procedimiento el animal fue colocado en el compartimento Cy le fue
otorgado libre acceso al aparato completo con el fin de determinar la preferencia basal. Su
actividad fue video grabada durante 15 minutos. Para este protocolo se consideraron como
aptos solo a los individuos que presentaran preferencia basal por el compartimiento oscuro
(B) reflejada en una diferencia de al menos 700 segundos con respecto al compartimiento
iluminado.
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5.5. CONDICIONAMIENTO

Fue usado un protocolo de condicionamiento semejante al descrito enla literatura (Bals-
Kubik, Ableitner, Herz, & Shippenberg, 1993) con modificaciones. En este protocolo el
condicionamiento fue llevado acabo durante 3 dias condos sesiones diariasenlas que
seadministro elfarmaco deabusoysolucionsalinaalternadamente con un minimode
6 horas entre cada sesion.

Del dia 5 al dia 7 se llevo a cabo el condicionamiento de los individuos que consistio
en 2 sesiones diarias durante 3 dias dejando un lapso de 6 horas entre cada una de las
dos sesiones por dia. En la primera sesion se realizd laadministracion del farmaco via
subcutanea (morfina5mg/kg), inmediatamente traslacual, elindividuo fue aislado en el
compartimiento iluminado (B) con la finalidad de que asociara el estimulo de recompensa
producido por el farmaco de abuso a este compartimento, transcurridos 15 min el sujeto
fue retirado a su respectiva caja - habitacion.

Durante la segunda sesion se realizo la administracion de solucion salina y posteriormente
delfarmaco (morfina 5mg/kg), laviaadministracion tanto del vehiculo como del farmaco
fue subcutanea. En seguida de laadministracion del vehiculo larata fue aislada en el
compartimento preferido durante 45 miny posteriormente regresd asu caja - habitacion,
6 hrsdespués almismo individuo se le administroé la dosis de morfina correspondiente
y fue aislado en el compartimento no preferido durante el mismo tiempo tras el cual
regreso a su caja -habitacion. Esquema de administracion representado en la tabla 1.1.

DiA 6 DiA 7

Compartimento Compartimento Compartimento Farmaco

TABLA 1.1 Esquema de condicionamiento con morfina indicando horarios de administracion

Morfina Solucion salina No preferido Morfina

17:00 Solucion salina Morfina Preferido Solucion salina
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5.6. PRUEBA DEPREFERENCIAPOST-CONDICIONAMIENTO

Eneldianiumero 8 cada sujeto fue colocado en el compartimento (C) con libre acceso
atodoelaparato, sevideograbo suconductadurante 900segundos. Transcurrido este
tiempo el individuo fue retirado a su caja - habitacion.

Sehizolacomparaciénconlaconductabasaldecadaindividuoysoéloseconsider6como
cambio de preferencia de sitio a aquellos individuos que presentaron preferencia por el
compartimiento condicionado o basal de acuerdo al grupo evaluado.

5.7. INTERVENCION QUIRURGICA

Este protocolo se realizo Unicamente en la extremidad anterior derecha de los sujetos
pertenecientes a los grupos experimentales sometidos al modelo de inflamacion por
carragenina no dolorosa.

Para esta operacion las ratas fueron sedadas con pentobarbital sodico 30 mg/kg via i.p.
de acuerdo con los lineamientos de analgesia y anestesia en animales de laboratorio
(Kiessling, Pichler, & Hau, 2017).

Parainhibirlasensaciondolorosaenelareaintervenida se administro lidocaina (PiSA
20mg/mL)subcutanea (0.3 mL)enlazonadeltrocanter superior, posteriormente se
administro el volumen restante (0.7 mL) en tejido muscular profundo de la misma zona.

Se uso Antibenzil 1:100 como antiséptico sobre lazona de la articulacion pélvica - femoral
anterioralaincision. Seefectuéunaincisionde2cmsobrelaarticulacion pélvicapara
profundizar a través de la fascia muscular entre el musculo vasto lateral de los cuadriceps
y la cabeza larga del biceps femoral para exponer el nervio ciatico.

Una vez expuesto el nervio fue bafiado en lidocaina (0.2 mL) con el fin de inhibir la
activacion del mismo, transcurridos 30 seg se evalud la eficacia del bloqueo con lidocaina
al comparar la retraccion de la extremidad intervenida contra la extremidad opuesta en
respuesta a lacompresion del cojinete por una pinza de piel, en ausencia de la respuesta
deretraccion se consideré comobloqueointenso de laactividad del nervio ciatico.
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Comprobado el bloqueado exitoso del nervio se removio un segmento de 2 mm del mismo
cercade labifurcacion ennervios tibial y peroneal, se realizé el primer corte enzona mas
distal de la pata y el segundo corte a la derecha del primero.

Finalmente, laincision fue suturada con hilo 100 % algodon Guttermany limpiada con
antibenzil 1:100.

Completada laintervencion el sujeto fue puesto en reposo para su recuperacion durante
un periodo de 7 dias.

5.8. GRUPOS EXPERIMENTALES

Prueba conductual
En este experimento fueron utilizados 9 grupos animales: 1 grupo control y 8
experimentales.

Elprotocolodeinduccion delarespuestainflamatoria por carragenina (zona de
administracion y dosis empleada) usado en este trabajo se llevo a cabo siguiendo
los lineamientos reportados anteriormente (Suzuki et al., 1996).

Grupo control n=9

Se siguio el mismo procedimiento de condicionamiento de sitio con la diferencia de
que se administro NaCl 0.9% tanto en el compartimento iluminado como en el oscuro
dado que esta solucion no genera respuesta de recompensa.

No fue administrado ningn farmaco ni se llevd a cabo el protocolo de induccion

inflamatoria.

Grupo farmaco (Mor 5 mg/kg) n=9
Los sujetos del grupo farmaco fueron sometidos al mismo procedimiento de
condicionamiento mencionado anteriormente pareando el compartimiento iluminado
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con laadministracion de la dosis de morfina correspondiente (mor 5mg/kg) mientras
que el compartimiento obscuro fue pareado a la administracion de solucion salina.

Inflamacion no infecciosa dolorosa (INID)

(Carr 250 + Mor 5 mg/kg) n=9

Con el fin de determinar si la presencia del componente dolor junto con el estimulo
inflamatorio esencial de la modificacion de preferencia de sitio condicionada la
intervencion quirdrgica no fue llevada a cabo.

En este grupo los sujetos experimentales recibieron una inyeccion de 250 pL de
carragenina al 1% intraplantar en la extremidad anterior derecha 24 horas antes de
iniciar el condicionamiento.

Transcurrido este tiempo se llevo a cabo el condicionamiento y las respectivas
grabaciones de manera normal.

Inflamacion no infecciosa no dolorosa (ININD250)

(Den+Carr 250 + Mor 5 mg/kg) n=9

Los sujetos de este grupo fueron sometidos a denervacion no dolorosa del nervio
ciaticoderecho con el finde eliminar el componente dolor. Al término de una semana
de recuperacion se les administro 250 pL de carragenina al 1% intraplantar (Aplicada
al cojinete de la misma extremidad) 24 hrs antes del condicionamiento.

Terminado este periodo de tiempose llevo a cabo el condicionamientoy las respectivas
grabaciones de maneranormal.

Inflamacion no infecciosa no dolorosa (ININD500)

(Den+Carr 500 + Mor 5 mg/kg) n=9

Los sujetos de este grupo fueron sometidos a denervacion no dolorosa del nervio
ciatico derecho con el finde eliminar el componente dolor, transcurrida unasemana
de recuperacion se les administro 500 pL de carragenina al 1% intraplantar (Aplicada
al cojinete de la misma extremidad) 24 hrs antes del condicionamiento.
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Transcurrido este tiempo se llevo a cabo el condicionamiento y las respectivas
videograbaciones de manera normal.

Inflamacion no infecciosa no dolorosa (ININD750)

(Den+Carr 750 + Mor 5 mg/kg) n=9

Los sujetos de este grupo fueron sometidos a la denervacion no dolorosa del nervio
ciaticoderecho conel finde eliminar el componente dolor, transcurrida unasemana
de recuperacion se les administrd 750 pL de carragenina al 1% intraplantar (Aplicada
al cojinete de la misma extremidad) 24 hrs antes del condicionamiento.

Pasado este tiempo se llevo a cabo el condicionamiento y las respectivas grabaciones
de manera normal.

Inflamacion infecciosa no dolorosa (IIND)

(BCG 1x107 UFC + Mor 5 mg/kg) n=9

Alos sujetos de este grupo les fueron administrados intraperitonealmente 1x107 UFCs
del Bacilo de Calmette-Guerin cepa danesa 24 horas antes del condicionamiento, asi
mismo no fueron intervenidos quirtrgicamente.

Transcurrido este tiempo se llevo a cabo el condicionamiento y las respectivas
grabaciones de maneranormal.

5.9. ADMINISTRACION DE FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS

Para determinar si existian diferencias en la cascada de activacion de larespuesta
inflamatoria se empleo uninhibidor de la prostaglandina E2 (ibuprofeno SIGMA-ALDRICH)
los sujetos solo tuvieron acceso a ibuprofeno disuelto en agua 0.6mg/mL en un periodo
de 24hrs previas a la primera sesion de condicionamiento hasta la Gltima sesion de
grabacion, asimismo este farmaco les fue administrado viai.p. enunadosis de 50mg/
kg 15 minutos previo a cada sesion de condicionamiento.
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ININD + Ibu (Carr 750 + Mor 5 mg/kg +lbu 0.6mg/ml) n=9

Los sujetos de este grupo fueron sometidos al mismo procedimiento del grupo ININD
750 con la diferencia de la administracion de ibuprofeno (SIGMA-ALDRICH Ibuprofen)
viaoralpormediode laingestadeaguaconibuprofeno0.6mg/ml24horas previas
al proceso de condicionamiento y hasta finalizar el protocolo, asi mismo a cada
individuo de este grupo se lesadministro el mismo farmacovia l.P. enunadosis de
50mg/kg 15 minutos antes de cada sesion de condicionamiento.

lIND + Ibu (BCG 1x107 UFC + Mor 5 mg/kg + Ibu 0.6mg/ml n=9

En este grupo se llevo a cabo el mismo procedimiento que con los individuos del
grupo [IND adicionando la administracion de ibuprofeno (SIGMA-ALDRICH Ibuprofen)
viaoral pormediodelaingestadeaguaconibuprofeno0.6mg/ml24horasprevias
al proceso de condicionamiento y hasta finalizar el protocolo. Asi mismo a cada
individuode este grupo se lesadministroelmismofarmacoviai.p. enunadosisde
50mg/kg 15 minutos antes de cada sesion de condicionamiento.

Medicion de PGE2 en suero de sangre periférica

Se analizo suero de sangre periférica en el mismo modelo de inflamacion por
administracion de carragenina usado en la prueba conductual con el fin de determinar
lapresenciade PGE2 enlacascadainflamatoriacomounode losfactoresclaveen
la modificacion de la conducta de recompensa.

Para este proceso se optd por un método de toma de muestra de sangre via retro
orbital por limitaciones de material como del mismo modelo proinflamatorio, latoma
desangre através de unapuncion enlacoladel sujeto provocanecrosis del tejido
por acumulacion de cristales de carragenina.

5.10. TOMA DE MUESTRA SANGUINEA RETRO ORBITAL
Latomademuestrafuerealizadacada48hrs. duranteunperiodode5diasalternadoel

ojo de muestra con el fin de disminuir la posibilidad de dano ocular al individuo y permitir
una mayor recuperacion entremuestreos.
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Paralarealizacion de esta técnica los sujetos fueron sedados de manera general mediante
el uso de éter, una vez que la rata no presentara tono muscular se sujeté el cuello de
manera firme de manera que el ojo del sujeto sobresaliera de la cuenca ocular, hidratandolo
constantemente con solucion salina. Posteriormente con sumo cuidado se inserto un
tubo capilar de cristal de 1.15 mm de diametro en la zona dorsal de la cuenca ocular
con unainclinacion de 45° al mismo tiempo que se realizaba un movimiento de rotacion
lenta para ocasionar una incision en el tejido. Este procedimiento permite que el flujo
de sangre sea constante por medio de lacapilaridad del fluido. La toma de muestra se
detiene al recolectar el volumen de .5 mL. de tejido sanguineo tras lo cual el capilar fue
retiradoyelojohidratadoconaguasalinaconelfinderetirarcualquier remanentede
sangre evitando dafos porcoagulacion.

La toma fue realizada durante 8 dias cada 48 hrs alternando ojo izquierdo y derecho con
el fin de disminuir el dafo causado en la recoleccion sanguinea. Nunca se recolectd mas
de 5mL de volumen sanguineo de acuerdo alineamientos anteriormente reportados
(Sharma et al., 2014).

Las muestras fueron almacenadas en un ultracongelador a-196 ° en el departamento de
Biomembranas.

5.11. GRUPOS ANALISIS SANGUINEO DE PGE2

Paraeste protocolo se hizo uso de 3 grupos, 1 grupo experimental, 1 grupo controly1
grupo Sham.

Control n=3
Este grupo no fue sometido a ningln tipo de protocolo quirdrgico ni administracion
de ningln agente pro inflamatorio
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Inflamacion no infecciosa no dolorosa (ININD500)
(Den+Carr 500) n=3

Los sujetos de este grupo fueron sometidos al mismo protocolo de denervacion
delnervio ciatico derecho, con unasemanaderecuperacion tras laque se les fue
administrados 500 pL de carragenina al 1% intraplantar (Aplicada al cojinete de la
misma extremidad) inmediatamente antes de la primera recoleccion sanguinea.

Sham n= 2

Enestegrupolossujetosfueronsometidosalmismo protocolodedenervaciondel
nervio ciatico derecho con la Unica diferencia de que no fue realizada la seccion
del nervio. Al finalizar la manipulacion del nervio ciatico el sujeto fue suturado y se
procedié inmediatamente a la toma de la muestra sanguinea.

5.12. ANALISIS SANGUINEO DE PGE2 - ELISA

ParaesteprotocolosehizousodelkitdeELISAab133021- ProstaglandinE2deabcam®
y se siguio el manual de uso incluido en el mismo.

De acuerdo a las instrucciones del kit tanto las muestras como los agentes reactivos
fueron mantenidas a una temperatura ambiente (18 a 25 °C).

Preparacion del agente reactivo

Elconjugado de fosfatasa alcalina PGE2 fue equilibrado a temperatura ambiente para
serusado. Posteriormente fue preparada la primera concentracion del buffer de lavado
aldiluir 5Mldel concentrado de buffer de lavado en 95 mL. de agua desionizada.
Acontinuacion, se llevo a cabo la preparacion de las disoluciones estandar para
lo cual el volumen total (5000 pg/mL) de la solucion stock de PGE2 se mantuvo a
temperatura ambiente.
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Para realizar las diluciones correspondientes de la solucion estandar se siguieron
las instrucciones y tabla adjuntas por el fabricante.

Volumen a diluir Volumen del Concentracion Concentracion final
(uL) diluyente (pL) inicial (pg/mL) (pg/mL)

Estandar Solucién a diluir

Estandar 2 2500 1250

Estandar 4

Estandar 6

Ninguno

TABLA 1.2, Instrucciones de dilucion. Tomadas de manual de usuario de kit ab133021 - Prostaglandin E2 ELISA Kit abcam®
Preparacion de muestras de suero de sangre periférica

Paralapreparacion de lossueros se realizo unadilucion 1:10diluyendo 100 pyL del
sueroen 900 pL de lasolucion de buffer de ensayo. De acuerdo alasinstrucciones
delfabricante lasmuestrasfueronmantenidasatemperaturaambiente.
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Ensayo ELISA

El protocolo de ELISA fue llevado a cabo de acuerdo a los lineamientos proporcionados
porelfabricante, loscualessonlistadosacontinuacion. Serealizounatablaesquematica
para determinar la posicion de los pozos de estandarizacion de lecturay de muestras
a analizar. A continuacion, se ejemplifica dicha tabla.

Cada una de los pozos fue realizado por duplicado para dar validez estadistica.
lﬂﬂllﬂn

EST1 EST5 Sham 1.2 Sham 2.2 Car1.2 Car2.2 Car3.2

EST2 EST6 Sham 1.3 Sham 2.3 Car1.3 Car2.3 Car3.3

EST3 EST7 Sham 1.4 Sham2.4 Car1.4 Car2.4 Car3.4

EST4 Sham 1.1 Sham 2.1 Car1.1 Car2.1 Car 3.1

1. Seanadieron 100 pL de buffer de ensayo a los pozos denominados como NSB
(non-specific bending por sus siglas en inglés).

2. Se anadieron 100 pL en los pozos BO.

3. Seanadieron 100 uLde las soluciones estandar alos pozos correspondientes
en sucesion verticaldescendente.

4, Se anadieron 50 pL de buffer de ensayo en los pozos NSB.



10.

11.

12.

13.

Se anadieron las muestras a analizar en los pozos correspondientes.

Seanadio 50 yLde conjugadoalcalinode PGE2 entodos los pozos excluyendo
a los pozos BOy TA (Total Activity por sus siglas en inglés)

Se anadieron 50 pL de anti cuerpo anti PGE2 en todos los pozos exceptuando
Bs, TA yNSB.

Posteriormente seincubo laplacaatemperaturaambiente enagitacion continua
de500rpmdurante2horascubiertaporelsticker provistoporelfabricante.

Traslaincubacionserealizaron 3lavadosanadiendo400uLdebufferdelavado.
Se anadieron 5 pL de conjugado alcalino de PGE2 a los pozos TA.

Seagregaron 200 pyLde solucion de sustrato pNpp a todos los pozosy se incubo
durante 45 minutos en oscuridad sin agitacion.

Se agregaron 50 pL de solucion de STOP a todos los pozos. Inmediatamente
después la placa de ELISA fue analizada en espectrofotometro con una longitud
de onda de 405 nm

Se determino la curva estandar con la ayuda del software Skanlt Software 5.0
for Microplate Readers RE, ver. 5.0.0.42 con un analisis de 4L recomendado por
el fabricante del kit
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5.13. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico y graficas fueron realizados en el programa GraphPad 8.

Protocolo conductual

Se calculo la CPP como la diferencia de tiempo en la permanencia del sujeto en
cada compartimento del aparto de Preferencia de Sitio pre y post condicionamiento
CPPpreferencia = Tiempo total en el compartimento no preferido postcondicionamiento-
Tiempo total en el compartimento no preferido pre-condicionamiento.

Para poder calcular la distribucion normal de los datos de CPP se utilizo la prueba de
normalidad D’ Agostino & Pearson, paraaquellos datos que presentaban distribucion
estandar se aplicé el analisis de varianza (ANOVA) de una via (Preferencia) para
determinar si existian diferencias significativas.

Posteriormente se realiz6 la comparacion entre grupos utilizando el analisis post
hocDunnett, asimismosereportaronlosintervalosdeconfianzaal 95%. Enelcaso
de la comparacion entre grupos se realizo la prueba post hoc de Tukey.

Analisis sanguineo de PGE2 - ELISA

Para el analisis de concentracion de PGE2 en suero se aplico la prueba de normalidad
de Shapiro Wilk, determinada la normalidad de los datos fue aplicada una ANOVA de
dos vias (Tiempo x Concentracion) conel finde comparar tanto las diferenciasen
los tiempos de muestra como entre grupos.

Se establecié como valor critico de p < 0.05.
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6. RESULTADOS

Inflamacion dolorosa por carragenina inhibe la preferencia de sitio
condicionado a morfina
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GRAFICA 2.1 Un estimulo doloroso inflamatorio es capaz de inhibir el CPP a morfina presentando una diferencia
significativa con respeto a las ratas carentes del estimulo doloroso inflamatorio. N=9 F (2,24) =8.550 p<
0.01. Las barras representan la desviacion estandar. ***p<0.0005.

En el grupo control no se aprecia preferencia condicionada provocada por la
administracion de solucionsalina. Asimismo se determino que laadministracion
de carrageninaintraplantar 24 horas previas al condicionamiento en sujetos del grupo
INID750 aunsiguiendoelesquemade condicionamientoescapazdeinhibirel CPP
amorfina.Enlagrafica2.1sepuedeapreciar quelaadministracion de morfinaen
el grupo Mor causa CCP.

52 TESISBIOLOGIAFACULT AD DE CIE NCI AS UN AM



Sinembargo, al administrar carragenina en la dosis de 750 pL al 1% intraplantar
podemos observar una drastica reduccion del CCP (63.5) de manera que no se
presentan diferencias significativas conrespectodel grupo control.

Inflamacion no dolorosa por carragenina inhibe preferencia de sitio
condicionado a morfina
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GRAFICA 2.2 Cada barra representa la media con el error estandar para 9 ratas. *p<0.05. N=9 F (4,44) =5.376 p< 0.01.
Las barras denotan desviacion estandar. *p< 0.05 ** p< 0.005

Paradeterminarladosisdecarrageninaausarenesteprotocolosecomparosi
existian diferencias significativas entre laadministracion de 250 L, 500 Ly 750 yL de
carragenina, sinembargo, seencontroque noexistierondiferenciassignificativasentre
lasdosismasaltascontrael grupo control enausenciadel estimulodoloroso por lo
queseoptoporladosismasaltaparaaplicaralmodeloconductualdadoqueredujo
enun93%elCPP presentado (180.5vs 11.6) conrespecto al grupoMor lasiguiente
dosismasbajaparaelmodelodecuantificacionde prostaglandinasensangre
periférica. Igualmente se encontro que en ausencia de dolor al administrar la dosis de
250 yL de carragenina al 1% intraplantar no se encontraban diferencias significativas
con respeto al grupo Mor ni con respecto al grupo control.



Inflamacion no dolorosa Inducida por BCG Inhibe la CCP por morfina
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GRAFICA 2.3 La administracion de BCG como estimulo inflamatorio en ausencia de dolor provoco la reduccion del CPP
con respecto al grupo MOR y no presenta diferencias significativas contra el grupo control. N=9 F(2,24) = 9.733 p<
0.001. Las barras denotan la desviacion estandar. *p< 0.005

Se hizo uso del Bacillus Calmette-Guérin para administracion del estimulo inflamatorio
diferente no doloroso, se siguio el mismo protocolo de administracion 24 horas antes
delprocesode condicionamiento. SeadministroBCGenladosisde 1x107 UFCvia
i.p. Enlagrafica 2.3 se puede apreciar que el grupo control no muestra referencia
desitiocondicionada, igualmente se observalareduccion del CPP por este perfil
inflamatorio con respecto al grupo MOR con una reduccion del 97.9% (180.5 vs 3.9),
esteultimogruponopresentadiferenciassignificativasconrespectoalcontrol.
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Administracion de Ibuprofeno modula el efecto
de la inflamaciéon en CPP a morfina
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GRAFICA 2.1 La administracion de BCG como estimulo inflamatorio en ausencia de dolor provoco la reduccion del CPP
con respecto al grupo MOR y no presenta diferencias significativas contra el grupo control. N=9 F(2,24) = 9.733 p<

0.001. Las barras denotan la desviacion estandar. *p< 0.005

Para determinar siambos modelos de inflamacion pueden ser modulados por la
administracion de un farmaco inhibidor de COX se us6 Ibuprofeno, dado que ambos
perfiles inflamatorios difieren en las citocinas, interleucinas y prostaglandinas
sintetizadas en cada respuesta. Asi mismo se realizo la administracion de ibuprofeno
en el segundo grupo MOR con el fin de descartar la interaccion farmacologica entre
el farmaco de abuso y el farmaco antiinflamatorio, no se presentaron diferencias
significativas en este grupo respecto al grupo Mor.

Serealizo el protocolo de CPP con el grupo ININD 750 +ibuy se observo que el CPP
delossujetosdeeste grupofuerecuperadoyqueexcediadegranmaneraalgrupo
ININD 750 p<0.0005 sobrepasando igual el CPP del grupo MOR p< 0.0005. Deigual
manera se observo que en el grupo de IIND + Ibu presento diferencias significativas
con respecto al grupo IIND p< 0.005.
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Analisis de concentracion de prostaglandina E2 en suero periférico en un
modelo de inflamacién no dolorosa por carragenina
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GRAFICA 2.1 La administracion de BCG como estimulo inflamatorio en ausencia de dolor provoco la reduccion del CPP
con respecto al grupo MOR y no presenta diferencias significativas contra el grupo control. N=9 F(2,24) = 9.733 p<

3

F (3, 23) = 1.672

Se realizo un analisis de ELISA con el fin de determinar si la administracion de carragenina
enelmodelonodoloroso produce unaumento enlasintesis de PGE2 y si este estimulo
proinflamatorio se mantiene durante laduracion del protocolo. Sinembargo, nose
encontraron diferencias significativas entre grupos ni dias.
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Eneste trabajoseanalizo lainteraccion que existe entre sistemainmuneysistemade
recompensa, especificamente el papel de larespuestainmune aun estimulo proinflamatorio
enlaalteracion de la respuesta de recompensa a un farmaco de abuso especifico (morfina).

Evidenciaexperimental obtenidaen este protocolo apoya los hallazgos previos en los
quese indicaquetantoeldolor comolainflamacionsonvitalesenlainhibiciondel CPP
inducida por la administracion de morfina, (Narita et al., 2005). Sin embargo, uno de los
objetivos de este estudio era determinar si la presencia de un estimulo inflamatorio no
dolorosoescapazdeinhibirlarespuestaamorfinaenel CPP, paralocualserealizouna
intervencion quirtgica a los sujetos de este estudio, en la cual se extrajo un segmento del
nerviociatico derecho conel fin de separar el estimulo doloroso del estimulo inflamatorio.

En aquellos sujetos con perfil inflamatorio sin dolor (grupo ININD) se encontré que si
elagente proinflamatorio (Carragenina) esadministrado enunadosisbaja (250 L) el
estimulo por sisolo no es capaz de modificar el CPP amorfina, esto arrojo resultados
sin diferencias significativas contra los sujetos del grupo solo administrado con morfina
(Grupo MOR). Sin embargo como se puede apreciar en la grafica 2.2 al duplicar (500
uL )y triplicar la dosis (750 pL ) se presenta una reduccion en la preferencia por el
compartimento pareado amorfinaarrojando datos nosignificativos conrespectoal
control, esto nos indica que aunque el dolor como la inflamacion son necesarios para la
modificacion del CPP, el estimulo inflamatorio administrado es suficiente para provocar
una disminucion importante en el CPP a morfina. Esto puede estar relacionado a que el
perfil inflamatorio ocasionado por la administracion de carragenina genera dafo tisular
liberando asi DAMPs al ambiente lo que promueve de esta manera que la respuesta
inmunologica sea potenciada. Asi mismo, al provocar la formacion de un edema mayor que
el formado por la administracion de una baja dosis ligado a la pobre absorcion cutanea de
estamoléculallevaal establecimientoy mantenimiento de unarespuestainflamatoria mas
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duradera. De igual manera, lainduccion del edema por la administracion de carragenina
es un modelo comUnmente usado en la investigacion de nuevos antiinflamatorios debido
aque larespuesta inflamatoria ocasionada por este protocolo se encuentra ampliamente
reportada (Cong, Khaziakhmetova, & Zigashina, 2015; DI ROSA, 1972).

Como se menciond anteriormente, el estado inflamatorio es capaz de alterar el correcto
funcionamiento del sistema de recompensa, tal es el caso del aumento en la concentracion
de Prostaglandina E2 (PEG2) y su interaccion con los receptores de prostaglandinas
E2 0 EPR tipo 2 entejidos del SNC que esta directamente ligada con la generacion de
conductas depresivas independiente de citocinas (de Paiva, Lima, et al., 2010; Hein
& O’Banion, 2009). Ya que el estado inflamatorio producido por la administracion de
carragenina esta mediado principalmente por el aumento de la sintesis de Prostaglandina
E2 (Guay, Bateman, Gordon, Mancini, & Riendeau, 2004) esto podria explicar el que los
sujetos sometidos a este modelo inflamatorio presentaron una reduccion significactiva
en el CPP amorfina dado que elaumento de PEG2 y el subsecuente aumento de cAMP
que provoca la reduccion en la activacion de neuronas dopaminérgicas del NAC mediada
por labaja en lasintesis de GABA (Di Chiara & Bassareo, 2007; Hnasko, Robinson, Kremer,
Palmiter., 2005). Sinembargo para determinar siestamolécula se encuentrarelacionada
con la modificacion conductual en este modelo particular es necesario la realizacion de
futuros experimentos.

Asi mismo, la alteracion del sistema de recompensa puede ser provocada por diferentes
cascadasinflamatorias, tal eselcasodeaumentodelaconcentraciondellL-1enelSNC
elcualescapazdeprovocarcambiosenelestadodeanimoysintomasdepresivos (Hein
& O’Banion, 2009). De igual manera el aumento de diferentes citocinas pro inflamatorias
comolalL-1B, lL-6 yel TNFaeneste tejido son capaces de provocar disrupcionesenel
sistema de recompensa asi como el desarrollo y perpetuamiento de conductas depresivas
(Eisenberger et al., 2010; Yirmiya, 1996).

Por lo anteriormente mencionado se decidio hacer uso bacilo de Calmette-Guerin (BCG)
como segundo modelo inflamatorio ya que este modelo inflamatorio esta caracterizado
principalmente porelaumentoenlasintesisde citocinas comolalL-1, lalL-5yel TNF
aasicomode lareduccionen lasintesis de prostaglandinas especialmente de laPGE2
(De Reijke, 1993; Yamashita, 2007) excluyendo de esta manera la cascada inflamatoria
provocada por el modelo de administracion de carragenina al mismo tiempo que se
mantenia el estimulo inflamatorio en la ausencia de dolor.
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En los grupos experimentales sometidos al modelo inflamatorio de BCG fue posible
observar una reduccion importante en el CPP pues estos grupos no presentaron diferencias
significativas respecto al control, lo que sugiere que si cada modelo difiere en la cascada
inflamatoria provocada, ambos se caracterizan por generar un efecto agudo similar al nivel
delsistemaderecompensa, loqueprovocaunestadodeestrésqueasuvezdesencadena
la aparicion de sintomas relacionados con el comportamiento depresivo confirmando lo
que se ha propuesto anteriormente en la literatura (Chrousos, 2009).

Con el fin de determinar si estos modelos inflamatorios pueden ser farmacoldgicamente
modulados se recurrio a la administracion de un antiinflamatorio inhibidor de la ciclooxigenasa
COX-2. En este estudio se determino que la administracion de ibuprofeno no tiene efecto en
conjuntoconlamorfinaporloque nomodific el CPP de los sujetos condicionados aeste
farmaco. Sinembargo, esposibleobservarenlagrafica2.4quelaadministraciondeibuprofeno
enlossujetos delgrupo ININD 750 presenta recuperacion eincluso unincrementoimportante
del CPP, esto apoya la hipotesis inicial de que la respuesta inflamatoria por PGE2 provoca la
alteracion del sistema de recompensa pues se esta inhibiendo al principal sustrato para la
sintesis de estamolécula. Asimismo este aumento en el CPP podria encontrarse relacionado
con anterior evidencia experimental en relacion al ibuprofeno en la cual es usado como un
neuroprotector de células dopaminérgicas en condiciones de excitotoxicidad y en pacientes
con enfermedades neurodegenerativas como Parkinson o Alzheimer (Casper, Yaparpalvi,
Rempel, & Werner, 2000; Gao, Chen, Schwarzschild, & Ascherio, 2011) mientras que en el
casodelossujetosdelgrupolINDlaconductadel CPPnoesreinstauradadesarrollandose
en su lugar un comportamiento de evitacion al compartimento asociado con la morfina,
dicha conducta podriaserinterpretada como aversion hacia el farmaco de abuso, sin
embargo es necesario realizar estudios mas profundos para determinar si en efecto puede
ser considerada como una conducta de aversion.

Finalmente se llevo a cabo el analisis de concentracion de PGE2 en suero de sangre
periférica para determinar si existe un aumento consistente con la literatura de esta
molécula en el modelo inflamatorio no infeccioso no doloroso propuesto en este protocolo
el que se obtuvieron muestras sanguineas de los individuos cada 48 horas durante 8
dias después de ser administrados con carragenina. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en la concentracion de esta molécula. Esto puede deberse a
diferentes factores como el método de toma de muestra sanguinea ya que el dano tisular
constante en la puncion retro orbital puede provocar el establecimiento de unarespuesta
inflamatoria constante afectando los resultados de concentracion de PGE2, igualmente
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se ha reportado que la muestra tomada por este método no es representativa de sangre
venosa pues por la naturaleza de mismo método de muestra esta puede llevar consigo
remanente de tejido (Sharmaetal.,2014) sin embargo por razones de presupuestoy
material disponible se opt6 por este método. Igualmente, esto se pudo deber al tiempo de
almacenaje del kit de ELISA para la medicion de PGE2 dando como resultado sensibilidad
elevada lo que pudo provocar la lectura de falsos positivos.

Los resultados de este trabajo nos llevan a concluir que efectivamente la presencia de
inflamacion periférica no infecciosa no dolorosa modifica la preferencia de sitio condicionada
alamorfinaenratas, aligual que lapresencia deinflamacion periféricainfecciosa no
dolorosa. Igualmente se comprobo que, retirar el estimulo doloroso, pero mantener el
inflamatorio, noreinstaura la preferencia de sitio basal de los sujetos experimentales lo que
sugiere que para la modificacion de la conducta de recompensa el estimulo doloroso no
es fundamental lo que da pie a futuras investigaciones respecto a la cascada inflamatoria
periféricaysurelacion con el sistema de recompensay la transmision del estimulo
inflamatorio periférico al SNC. Dilucidar este mecanismo sera un primer paso en el
desarrollo de futuras terapias parael manejo de las adiccionesy mejoramiento de la
calidad de vida de pacientes bajo cuidados paliativos.

Finalmente, no se pudo comprobar que la administracion de carragenina como modelo

inflamatorio no doloroso presenta un aumento de Prostaglandina E2 en suero de sangre
periférica.
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8. PERSPECTIVA A FUTURO

La realizacion de futuros estudios sobre este topico es necesaria para poder determinar
puntualmente tanto a la molécula o grupo de moléculas involucradas en el cambio conductual,
asicomolaviaporelcualcadamodeloinflamatorioescapazde modificarlarespuesta
derecompensaparaasipodersentarlasbasesdeldesarrollodenuevasymasefectivas
terapias en el manejo del dolor cronicoy cuidados paliativos de la poblacion. Igualmente,
paradesarrollo de terapias para el manejo de adicciones a estos mismos farmacos en
sujetos adictos lo que idealmente mejorara la calidad de vida de los afectados.

En cuanto a la determinacion de las moléculas participantes en la cascada inflamatoria

del modelo propuesto se pretende realizar de nuevo bajo condiciones mas estrictas
empleando un método de muestreo mas eficiente como la puncion cardiaca.
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9. GLOSARIO

SNC: Sistema Nervioso Central
SNP: Sistema Nervioso Periférico
Ros: Receptores Opioides
BHE: Barrera hematoencefalica
DA: Dopamina
NAc: Nucleo Accumbens
NO:  Oxido Nitrico
VTA: Area Ventral Tegmental (Ventral
Tegmental Area por sus siglas en ingles)
AINEs: Farmacos Antiinflamatorios no Esteroideos
TNF: Factor de Necrosis Tumoral
PGE2: Prostaglandina E2
BCG: Bacilo de Calmette yGuérin
CPP: Preferencia de Sitio Condicionada
(Conditioned Place Preference por sus siglas en ingles)
Bias:  Error sistematico introducido como constante en un protocolo experimental.
Via i.p.: Via de administracion intraperitoneal
Viai.v.: Via de administracion intravenosa
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