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Resumen.

La adiccién a morfina es una enfermedad cerebral que se caracteriza por la busqueda y consumo
compulsivo de la droga, pérdida de control del consumo y la aparicion de un estado emocional
negativo. En el estudio, se determinaron las variaciones en los niveles de neurotransmisores
agmatina, glutamato y GABA en el palido ventral de cerebro de rata, durante tratamientos agudo y
cronico con morfina, y luego de inducir la abstinencia con el antagonista naloxona. Los
neurotransmisores se recolectaron mediante la técnica de microdialisis intracerebral in vivo,
analizandose a través de electroforesis capilar acoplada a deteccion por fluorescencia inducida por
laser. Durante la fase aguda del tratamiento, no se registraron cambios significativos en los niveles de
agmatina; por el contrario, los niveles de GABA y glutamato experimentaron una disminucién vy
aumento significativos, respectivamente. En la fase cronica del tratamiento, se observé una reduccion
significativa en los niveles de GABA, mientras que, los niveles de agmatina y glutamato no
cambiaron. Posteriormente, al inducir la abstinencia con naloxona, los niveles de agmatina y
glutamato aumentaron significativamente, entretanto, los niveles de GABA no registraron variacion.
Solo se encontré una reduccién significativa en los valores absolutos de agmatina previo a la

inyeccion del antagonista naloxona.

Palabras claves: agmatina, glutamato, GABA, morfina, naloxona, palido ventral, microdialisis

intracerebral, electroforesis capilar, ratas.



ABSTRACT

Morfine adiction is a neural disease characterized by search and compulsive intake of drug,
control loss and ocurrence of negative emotional state. In this study, the variations on agmatine,
GABA and glutamate neurotransmitters levels was determined, during acute and chronic morfine
treatment, and after induce abstinence with naloxone antagonist. The neurotransmitters were obtained
by in vivo intracerebral microdialysis and analyzed by capillary electrophoresis coupled to laser-
induced fluorescence detection. During acute phase of treatment, changes on agmatine levels were
not found; in contrast, the GABA and glutamate levels suffered a significant decrease and increase,
respectively. In chronic phase of treatment, a significant decrease on GABA levels were observed,
while that agmatine and glutamate levels not changing. Later, to the naloxone-induced abstinence, the
agmatine and glutamate levels significantly increased, and GABA levels did not vary. A significant

decrease on agmatine absolute values was found only, before to naloxone antagonist inyection.

Key Words: agmatine, glutamate, GABA, morphine, naloxone, ventral palidum, intracerebral

microdialysis, capillary electrophoresis, EC-LIF, rats.
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Introduccién

Adicciéon

La adiccion es definida como una enfermedad crénica cerebral que se caracteriza por la aparicién
de patrones en el comportamiento de los individuos, destacandose entre estos: la busqueda y
consumo compulsivo de la droga, pérdida de control durante el consumo y la aparicion de un estado
emocional negativo (anhedonia, disforia, irritabilidad, entre otros) cuando hay ausencia de la droga
(Koob y Le Moal, 1997).

Otros autores han sefialado que durante la adiccion se genera un desorden en la motivaciéon y un
aprendizaje asociativo, debido a que el consumo de droga adquiere un alto valor motivacional e
incluso los estimulos asociados con éstas pueden predecir su disponibilidad, y causar la busqueda de
la misma (Di Chiara y col., 1999). Asimismo, han argumentado que el reforzamiento positivo, aunque
no es suficiente, constituye una propiedad clave en la adiccién; ya que los efectos generados por las
drogas como el placer, liberacion de tension, reducciéon de fatiga, rendimiento en las actividades u
otros estados de excitacion incrementa la probabilidad de busqueda y consumo continuo (Di Chiara y
col., 1999).

Es importante resaltar que el persistente consumo de drogas ocasiona alteraciones en los
circuitos cerebrales, a tal punto, de generarse una dependencia del individuo hacia los efectos de la
misma esto conduce a cambios en el comportamiento. De acuerdo con la Asociacion Americana de
Psicologia (APA), (1995), a través del manual de diagnéstico y estadisticos de los trastornos mentales
(DSM-IV-TR), existen una serie de criterios para diagnésticar la dependencia a una sustancia,

debiéndose presentar al menos tres de los siguientes patrones en los individuos:

v' Aparicion de tolerancia.

v Sintomas de abstinencia.

v' Consumo de una sustancia en mayores cantidades o durante periodos de tiempo mas

largos de lo previsto.

v" Deseo persistente o intentos fallidos de dejar o controlar el consumo.

v' Problemas fisicos y psicoldgicos relacionados con el consumo.



v' Consumo continuado de la sustancia a pesar de los problemas de salud, sociales o

econdmicos que genera su toma.

v" Incumplimientos de actividades familiares, laborales o de ocio por el consumo de la
droga.

Teorias de la adiccion

Con lafinalidad de explicar el inicio y mantenimiento de la adiccion, han surgido diversas hipotesis que
exponen diferentes maneras de explicar dicho proceso. Actualmente las hipotesis mas destacadas o
aceptadas son: 1) teoria de la Sensibilizacion del incentivo; y 2) teoria de la espiral de la
desregulacion.

Sensibilizacién del incentivo (Robinson y Berridge, 1993)

Estos autores proponen que existe una hipersensibilizacion del mecanismo neural que atribuye un
valor incentivo a las drogas (aumento del neurotransmisor dopamina (DA) en el sistema mesolimbico),
es decir, los individuos adictos se encuentran mas sensibilizados a los efectos de las drogas que a
otros estimulos; por esta razén, se incrementa en ellos el deseo patoldgico o “craving” induciendo la
busqueda compulsiva de la droga. Esta hipétesis propone que el placer subjetivo (liking) no esta sujeto
a sensibilizacion, por lo que el consumo de la droga se mantiene, aunque disminuya el efecto
placentero con el tiempo y tras el consumo persistente (Robinson y Berridge, 1993; Robinson y
Berridge, 2008)

Teoria de la espiral de la desregulacién (Koob y Le Moal, 1997)

Basada en la teoria de los procesos oponentes propuesta por Solomon y Corbit en 1974, sugieren
que el cerebro presenta mecanismos de control para regular los estados placenteros o aversivos.
Exponen que, al principio, predominan los efectos placenteros que refuerzan préximos encuentros con
la droga; estos efectos son los responsables del inicio de la adiccién. Cuando el consumo se intensifica
se genera el efecto contrario, surge la aparicion de la tolerancia a los efectos iniciales de las drogas,
produciéndose disforia o la aparicion de un estado que puede ser fisico y emocionalmente negativo,
que pudiera estar asociado con una disminucion en los niveles de dopamina. El hecho de evitar o

aliviar este déficit pudiera ser el causante del mantenimiento de la adiccion (Koob y Le Moal, 1997).
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Koob y Le Moal proponen que la sensibilizacion del sistema de recompensa cerebral no es el unico
factor que influye durante el proceso de adiccién; la aparicion de los efectos negativos contribuye con
el consumo y busqueda de la droga por activacién de mecanismos asociados con estrés, como por
ejemplo, aumento en la liberacion del factor liberador de corticotropina durante la abstinencia (Logrip y
col., 2011). Estos autores concluyen que la anticipacién/preocupacion por la obtencién de la droga
contribuye con la intoxicacion y aparicion de la abstinencia, procesos que influyen en el mantenimiento
de la adiccion (Koob y Le Moal, 1997).

Sustrato neurobioldgico de la adiccién

A través de trabajos realizados por Olds y Milner en el aino 1954 mediante la técnica de
autoestimulacion eléctrica intracerebral, se logré determinar los mecanismos cerebrales responsables
de la recompensa, en donde, la implantacion de electrodos en determinados nucleos del encéfalo de
ratas, promovia que éstas presionaran constantemente una palanca para obtener un estimulo eléctrico
y con ello una “recompensa”; de esta forma se comenzd a estudiar el sustrato neural implicado en la

recompensa y el placer (Olds y Milner, 1954).

A finales de la decada de los 70 Roy Wise sefala la importancia del sistema dopaminérgico en los
mecanismos de recompensa. Wise demuestra que, en ratas que aprenden a presionar una palanca
para obtener comida, la inyeccion de un bloqueador especifico de la dopamina en la sustancia negra
era suficiente para inhibir la conducta de presionar la palanca; y no era por que el animal se enfermara,
ya que si al mismo animal se le colocaba la comida dentro de la jaula, la comia sin problema,

simplemente no presionaba la palanca (Wise y Col., 1978).

Con el tiempo, las drogas proporcionaron un nuevo enfoque para el estudio del placer y
recompensa, y por medio de la técnica de microdialisis intracerebral se determiné que todas las drogas
de adiccién incrementan los niveles de dopamina en el nucleo accumbens (estriado ventral), en
comparacion con el caudado-putamen (estriado dorsal), (Di Chiara y col., 1999; Hernandez y Hoebel,
1987). Actualmente, se conoce que los circuitos de placer y recompensa estan muy asociados al
proceso de adiccién, y que las drogas de abuso, de forma similar a los reforzadores naturales
(comida, agua, sexo), activan la liberacion de dopamina desde el area tegmental ventral (ATV) hacia
una region especifica denominada como “shell” del ndcleo accumbens, corteza prefrontal y nucleo
basolateral de la amigdala, (Di Chiara e Imperato, 1988; Wise, 2002; Wise y col., 1987), incluso se ha
sefialado que la liberacion de dopamina causada por drogas es significativamente mayor que la
provocada por dichos reforzadores (Hernandez y Hoebel, 1988). Es importante destacar que los
reforzadores naturales estan sujetos a un mecanismo de regulacion como habituacion y/o saciedad, es

decir, a medida que se repite la exposicion a dichos reforzadores, disminuye su caracter reforzante o
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su capacidad para generar una recompensa; no ocurre asi, con el repetido consumo de las drogas, el

cual induce la aparicion de tolerancia (Di Chiara y col., 1999).

A pesar de la accion comun de las drogas sobre el sistema mesolimbico, el incremento de
dopamina se puede producir por diversos mecanismos. Los psicoestimulantes, como anfetaminas y
cocaina, bloquean la recaptura de dopamina (Fernandez y col., 2006). Por otra parte, el alcohol y el
cannabis actuan sobre neuronas glutamatérgicas o GABAérgicas que a su vez modulan la activacion
de las neuronas dopaminérgicas del ATV; asimismo, se ha determinado que la morfina y la heroina
se unen sobre los receptores p-opioides de interneuronas GABAérgicas que inhiben neuronas
glutamatérgicas y dopaminérgicas en el ATV, de esta forma, se produce la excitacion de dicha
region y se promueve la liberaciéon de dopamina hacia el nucleo accumbens (Johnson y North, 1992;
Jalabert y col., 2011; Chen y col., 2015), (ver figura 2).

Opioids

GHB
~ Benzodiazepines
Cannabinoids

Cocaine

Amphetamines

Ecstasy
|

Nicotine

Figura 1. Representacion esquematica del sistema mesocorticolimbico en la adiccién. Se
puede visualizar el area tegmental ventral (ATV), nucleo accumbens (Nac) y corteza prefrontal (CPF).
El esquema ilustra el mecanismo cerebral mediante el cual las drogas incrementan la liberacion de
dopamina en el Nac y CPF. Los psicoestimulantes como la cocaina bloquean la recaptura de
dopamina en terminales presinapticos y en dendritas, la nicotina actia al unirse sobre los receptores
colinérgicos despolarizando directamente las neuronas dopaminérgicas. Los opioides,
cannabinoides, benzodiacepinas se unen sobre sus receptores a nivel pre y postsinapticos de
interneuronas GABAérgicas desinhibiendo la liberacién de DA en el ATV (LGscher y Malenka, 2011).
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Por otro lado, es necesario mencionar que el palido ventral recibe GABA y péptidos opioides del
nucleo accumbens a través de la neurona espinosa media (Napier y Mitrovic, 1999), proyecciones
glutamatérgicas desde el nucleo basolateral de la amigdala, nucleo subtalamico y corteza prefrontal
(Fuller y col., 1987; Carnes y col., 1990), y dopaminérgicas desde la sustancia negra y el area
tegmental ventral (Napier, 1991). El palido ventral, conjuntamente con otras regiones cerebrales como
el estriado dorsal (caudado-putamen) y ventral (ndcleo accumbens), nucleo subtalamico y sustancia
negra, forma parte de los ganglios basales, un conjunto de nucleos de sustancia gris cuya funcién
principal es la planificacion y ejecucion de los movimientos corporales complejos (Purves, 2001). Es
importante destacar, que el palido ventral se encuentra estructurado en dos regiones, cada una con
funciones especificas: la regién ventromedial (VPvm) y dorsolateral (VPdI), las cuales reciben
aferencias desde el nucleo accumbens shell y core, respectivamente. La primera subregién se ha
asociado con la adquisicién de recompensas naturales y generadas por las drogas de abuso, y la

region dorsolateral con el comportamiento de busqueda de la droga (Root y col., 2015)

La conexién del palido ventral con el sistema mesocorticolimbico ha llevado a inferir su posible
papel en la recompensa generada por las drogas; estudios han hallado que la estimulacion del PV
incrementa la autoestimulacién en las ratas (Pannagis y col., 1995) mientras que lesiones en dicha
region (con acido iboténico) bloquea la autoadministraciéon de heroina y cocaina (Hubner y Koob,
1990); asimismo, se ha resaltado su funciéon de “puente” debido a que comunica la informacion
limbica, como estimulos asociados a las emociones, con el circuito motor, de manera que se genera
una respuesta motora apropiada para dicho estimulo (ver figura 2), (Kalivas y col, 1999; Mogeson y
col., 1980); por esta razon, ha sido una estructura blanco para el estudio del comportamiento motivado
por drogas de abuso; se ha determinado que inyecciones de morfina en el palido ventral causa
activacion motora en ratas (Dallimore y col., 2006), lo que pudiera relacionarse con el estado

motivacional positivo que induce.
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Subcircuit___

Circuitry
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Figura 2. Representacion de las conexiones entre diferentes nucleos cerebrales del
circuito limbico y motor. En la ilustracion se aprecia el tdlamo mediodorsal (MD), nucleo
accumbens (NA), core (NAc) y Shell (NAs), substancia negra (SN), corteza prefrontal (CPF), palido
ventral dorsolateral (VPI) y ventromedial (VPm) y area tegmental ventral (ATV). Se puede apreciar la
conexién entre el denominado subcircuito limbico con el circuito motor. El primero es clave en la
integracion de la informacién limbica y esta conformado por el shell del accumbens, area tegmental
ventral y palido ventral ventromedial. Este ultimo conecta con el circuito talamo-cortical donde se
evalla la informacion hasta ser transmitida al subcircuito motor (core del accumbens, sustancia negra

y palido ventral ventrolateral) el cual inicia una respuesta motora (Kalivas y col., 1999).

Actualmente se conoce que la proyeccion GABAérgica que sale del nucleo accumbens, inhibe de
forma transitoria el palido ventral, de esta manera, se revierte la inhibicion que éste ejerce sobre el
nucleo subtalamico logrando ser excitado por otras aferencias y enviar sefales hacia la corteza

prefrontal (ver figura 2), (Purves, 2007).

Fases de la adiccion

La adiccion es un proceso dependiente del tiempo (o curso temporal), es decir, se requieren
sucesivos consumos en un periodo determinado para la aparicién de la enfermedad; sin embargo,
durante el transcurso del consumo se ha observado la aparicion de diferentes etapas que surgen
como resultados de los cambios intrinsecos que ocurren en el organismo. La adiccion se ha dividido
en cuatro fases: fase aguda, fase cronica, abstinencia a corto plazo y abstinencia a largo plazo
(Nestler y Aghajanian, 1997).
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Fase aguda: consiste en los primeros contactos del individuo con la droga, cuyo uso puede ser
controlado. Se caracteriza porque sus propiedades reforzantes facilitan la fuerte exposicion al
consumo. Como se menciono anteriormente, se generan variaciones en los niveles de dopamina u

otros neurotransmisores (Di Chiara e Imperato, 1988; Nestler y Aghajanian, 1997).

Fase crdnica: surge cuando el consumo de la droga es continuo (en el transcurso de dias hasta
afnos), y se genera una pérdida de control, incluso en ausencia de estimulos asociados con el
consumo de droga. Se ha determinado que durante esta etapa, se anticipa la liberacion de dopamina
ocasionado por la presencia de estimulos asociados con las drogas. No obstante, en presencia de
sefiales (como jeringas, reencuentro con individuos consumidores o lugar de consumo, entre otros)
también se induce la busqueda y consumo compulsiva de la droga (Nestler y Aghajanian, 1997,
Volkow y col., 2016).

En esta fase se generan cambios plasticos en el cerebro, resaltdndose la alteracion en las
estructuras de las dendritas, en la cantidad de los receptores y sus funciones; por ejemplo, el consumo
cronico de cocaina incrementa los receptores dopaminérgicos y receptores p-opioides en el nucleo
accumbens (Unterwald y col., 1992; Unterwald, 2001), asimismo, el consumo crénico de morfina
mantiene incrementado los niveles de dopamina (Pothos y col., 1991) lo que indica la aparicién de
sensibilizacién, el cual es un proceso caracterizado por el aumento de los efectos de la droga incluso
cuando su consumo es persistente (Di Chiara y col., 1999). Otras alteraciones, como incremento de
factores de transcripcion como CREB (cAMP response element binding protein), 6-fos, y la expresion
de genes se han asociado con la aparicion de tolerancia (Luscher y Malenka, 2011; Olive y Gass,
2015); caracterizada por la disminucion del efecto de la droga a medida que el consumo es continuo,
hecho por el cual, los individuos incrementan la cantidad de drogas con la finalidad de alcanzar un
efecto similar al obtenido en la primera dosis (Nestler y Aghajanian, 1997).

Fase de abstinencia aguda (sindrome de abstinencia): se define como el conjunto de
signos y sintomas (que pueden ser emocionales o fisicos), que aparecen cuando se suprime o se
reduce la concentracion de la droga en sangre y tejidos en individuos que han mantenido un uso
prolongado y en altas concentraciones de la droga (APA, 1995). En el caso de adictos a opiaceos, el
sindrome de abstinencia se caracteriza por la aparicion de un estado disférico acompafnado por
sintomas depresivos y de ansiedad; ademas de molestias periféricas como escalofrios, temblores,
pupilas dilatadas, anorexia, nauseas, diarrea, insomnio, pérdida de peso, deshidratacion, elevaciones

de la temperatura y de la presién arterial y alteraciones del pulso.

Fase de abstinencia a largo plazo (recaidas): cuando la abstinencia aguda logra ser
superada, se genera una etapa de “abstinencia asintomatica”. Sin embargo, el deseo intenso por

consumir drogas (craving) puede conducir a una recaida. Por otro lado, tras la aparicién de estimulos
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asociados con las drogas, nuevos contactos con la misma, incluso el estrés, promueve la aparicion de

una abstinencia sintomatica (Moral y Fernandez, 2009).

Morfina

La morfina es una alcaloide derivado del opio 0 exudado de la planta Papaver somniferum mejor
conocida como amapola real o adormidera, cuyo efecto analgésico se conoce desde hace 3400 anos
A.C. Se extrajo por primera vez en 1806, nombrandola como “morfina” en honor al dios griego del
suefo “Morpheus”, por su efecto sedante. El exudado es una mezcla de azucares, grasas, proteinas,
acido lactico, ademas de 20 alcaloides activos entre los que destacan papaverina, codeina, noscapina
y la morfina, la cual constituye el 10% del opio. Es importante resaltar que todos los compuestos del
opio, incluso farmacos semisintéticos como la heroina (derivada de la morfina), se designan como
opiaceos, mientras que el término opioide se utiliza para definir a todos las sustancias sean éstas
endogenas (como encefalinas, endorfinas y dinorfinas) o exdgenas que se unen a receptores
pertenecientes al sistema opioide enddgeno como el receptor opioide mu (u), kappa (k), delta (d) y
épsilon (g) (Alvarez, 2005; Valverde y Maldonado, 2005).

Mecanismo de accidon de la morfina

La accidén farmacoloégica de la morfina depende de su interaccion con el sistema opioide

endogeno, especificamente con el receptor u-opioide:

Receptores mu-opioide (u): presenta una elevada afinidad hacia la morfina; dentro de los

péptidos enddgenos que se unen a este receptor se encuentran las met-encefalinas, las leu-

encefalinas, dinorfinas y B-endorfinas (Borsodi y col., 2016; Villarejo y col., 2000).

El receptor p-opioide se encuentra acoplado a una proteina G heterotrimérica. La unién de la
morfina con el receptor y-opioide, provoca un cambio conformacional en el receptor, que promueve la
union de GTP a la subunidad G, de la proteina G, disociandose luego del dimero Gg, A partir de alli
se genera una cascada se senalizacion intracelular que conlleva a la regulacion de enzimas y canales
i6nicos. Para retornar al estado inicial, la subunidad G, metaboliza el GTP en GDP y fosfato
inorganico, y luego se une con el dimero Gg, y por tanto se detiene la activacion de la sefializacion
(Cooper, 2002).

Durante la fase aguda de adicciéon a la morfina, se produce la inhibiciéon de la enzima adenilato
ciclasa por activacion de la subunidad a de la proteina G ocasionando una disminucion en los niveles
de AMPc. Por otra parte, las subunidades By promueven el cierre de canales de calcio, sodio y la
apertura de los canales de potasio; esto provoca hiperpolarizacién de la membrana e inhibicién de la
actividad eléctrica de las neuronas, asi como la liberacién de neurotransmisores para los cuales se ha
especializado la neurona (Nestler, 2004).
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Cuando el consumo de morfina es cronico, el efecto descrito anteriormente se revierte, es decir,
como mecanismo compensatorio se genera la activacion de la enzima adenilato ciclasa, aumentando
la sintesis de AMPc, que, a su vez, produce la activacién de otras enzimas, como la proteina kinasa A,
cuya subunidad catalitica actua fosforilando factores de transcripcién como CREB; aumentando la
expresion de varios genes, como los que codifican la tirosina hidroxilasa (enzima clave en la sintesis
de catecolaminas como el DOPA (dihidroxifenilalanina) precursor de la dopamina u otros (Purves y
col., 2007; Hyman y col., 2006; Nestler, 2004; Nestler y Aghajanian, 1997), (ver figura 3).
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Figura 3. llustracion esquematica del mecanismo de accién de la morfina. En el esquema
se observa la adenilato ciclasa (AC), proteina kinasa A (PKA) y su subunidad catalitica (C), CREB
(cAMP response element binding protein) y la tirosina hidroxilasa (TH). Las flechas rojas indican los
cambios ocurridos en la fase crénica de consumo. Se ha determinado que el consumo agudo de
morfina reduce los niveles de AMPc y la excitabilidad neuronal; por el contrario, en la fase crénica de
consumo se incrementan la AC, PKA, CREB y expresién de genes. Estas alteraciones también se
producen al inducir la abstinencia en numerosas regiones del cerebro, como locus coeruleus, nucleo
accumbens, area tegmental ventral, amigdala u otros, asociandose con la disforia y el sindrome de
abstinencia (Nestler, 2004)

Es importante destacar otros procesos que se generan a medida que el consumo de morfina se
incrementa, produciéndose adaptaciones celulares que posiblemente provocan la tolerancia a nivel
celular o desensibilizacién. Durante este proceso se produce la fosforilaciéon de los receptores p-

opioides a través de proteinas quinasas; el receptor fosforilado, se desacopla de la proteina G, y se
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asocia con otras proteinas denominadas arrestinas que producen su internalizacién por endocitosis. El
receptor puede ser degradado por proteasas o reinsertado a la membrana generando una nueva
resensibilizacion (figura 4) (Nestler, 2001; Pierce y Lefkowitz, 2001; Williams y col., 2013).
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Figura 4. Representacion esquematica del receptor p-opioide. En la figura se muestra los
siete dominios transmembranas del receptor y circulos coloreados en la region intracelular, los cuales
corresponden con los residuos fosforilados por diversas proteinas quinasas para promover su
internalizacion. Los circulos amarillos (residuos de treonina) indican fosforilacion por GRK (quinasa
reguladoras de proteinas G), circulos fucsias (residuos de tirosina) por tirosinas quinasas, circulo verde
(residuos de serina) por CaMKII (quinasa dependiente de calcio-calmodulina) y circulo azul (serina) por
PKC (proteina quinasa C). Del lado izquierdo, obsérvese la representacion del proceso de
fosforilacidon por quinasas, union de B-arrestinas y posterior endocitosis que puede inducirse cuando el

consumo de morfina es crénico (Williams y col., 2013).

Para estudiar el sindrome de abstinencia en animales de experimentacion, se puede realizar la
retirada de la droga luego de un tratamiento crénico, o bien, mediante la aplicacién de antagonistas de
los receptores a los que se une la droga (Broseta y col., 2002). Cuando se realizan modificaciones en
la estructura molecular de la morfina, se originan farmacos como el antagonista naloxona, el cual
presenta una fuerte afinidad para los receptores p-opioides. Dicho antagonista presenta sustituyentes
en la posicion de nitrégeno y en el carbono 6 (grupo hidroxilo), (ver figura 5), que permiten una mayor
interaccion con el receptor p-opioides (Villarejo y col., 2000). Es importante destacar, que dentro de
los cambios fisicos que se han observado luego de la induccion del sindrome de abstinencia en
roedores se encuentran: temblor de cuerpo (“‘wet dog shakes”), saltos (“jumping”), ptosis (cierre de

parpados con lagrimeo), miccién (orina frecuente en la caja de experimentacion), piloereccion, diarrea,
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locomocién y/o inmovilidad, postura erguida, aseo de genitales (acicalamiento) y castafieo de dientes

(“teeth chattering”), entre otros (Broseta y col., 2002).

Figura 5. Estructura molecular de la morfina y naloxona. Obsérvese la similitud de las

estructuras a excepcion de la adicion de sustituyentes en la molécula de naloxona; las flechas indican

los cambios con respecto a la morfina. (Villarejo y col., 2000).

Agmatina

La agmatina es una molécula novedosa; se le ha atribuido numerosas funciones biolégicas
resaltando la posibilidad de ser un neurotransmisor o neuromodulador por el hecho de presentar
concentraciones similares a los neurotransmisores; es sintetizada en el cerebro, empaqueta en
vesiculas sinapticas, se libera cuando ocurre una despolarizacién de la neurona presinaptica,
alcanzando unirse a diversos receptores en el sistema nervioso central, hasta ser inactivada mediante
la catalisis enzimatica o ser almacenada mediante recapturas. La agmatina, ademas de encontrarse
en el cerebro también se ha hallado en otros tejidos de mamiferos, plantas y bacterias (Li y col., 1994;
Reis y Regunathan, 2000).

Sintesis y metabolismo de la agmatina

La agmatina es una poliamina sintetizada partir de la arginina, mediante la accién de la arginina
descarboxilasa (ADC) presente en la membrana mitocondrial en el tejido nervioso. La arginina puede
movilizarse al interior neuronal a través de transportadores especificos para aminoacidos catidnicos.
Por medio de la enzima agmatina descarboxilasa, la agmatina es hidrolizada a putrescina, un
precursor de las poliaminas espermidina y espermina. Por otro lado, la agmatina puede ser oxidada
por la diamina oxidasa a y-guanidinobutiraldehido, que rapidamente se oxida a y-guanidinobutirato, el

cual es rapidamente excretado del interior celular (Reis y Regunathan, 2000)

Ademas de encontrarse en el interior de la neurona, la agmatina puede almacenarse en astrocitos,

en el interior de los sinaptosomas. En el espacio extracelular, tiene la capacidad de unirse a diversos
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receptores como los alfa-2 adrenoreceptores, receptores imidazol, antagonizar receptores de

glutamato (NMDA), acetilcolina (nAch) y los de serotonina (5-HT;) (Raasch y col, 2001), (ver Figura 6).

Figura 6. Representacion esquematica sobre la uniéon de agmatina en diversos
receptores presentes en la superficie de la neurona postsinaptica y sintesis de

agmatina a partir de arginina (Reis y Regunathan, 2000).

Funciones biolégicas mas relevantes de la agmatina

Dentro de las funciones biolégicas a las que se le ha asociado, se encuentra la liberacion de
insulina desde los islotes pancreaticos, liberacion de adrenalina y noradrenalina desde las células
cromafines y modulacién de la actividad de la monoamino oxidasa (MAO) mediante la interaccion con
los receptores imidazol (Moretti y col., 2014). Se ha asociado con la atenuaciéon de la hiperalgesia
mediante la unién con los alfa-2 adrenoreceptores en ratas tratadas con morfina (Regunathan, 2006).
Es importante destacar, la funcion neuroprotectora de la agmatina frenando el efecto neurotdxico y las
adaptaciones provocadas por la transmisiéon glutamatérgica sobre enfermedades como epilepsia y
adiccion a drogas de abuso (Moretti y col., 2014). Se ha propuesto que la agmatina inhibe el desarrollo
y la dependencia, mediante el bloqueo de los canales NMDA sobre los que actua el glutamato (Wang y
col., 2011). Ademas, se estima que la agmatina podria contrarrestar la adiccion a opiaceos actuando
especificamente sobre la expresion de AMPc en el tejido neuronal; sin embargo, los mecanismos de
accion especificos aun se desconocen (Aricioglu y col., 2004). No existen estudios “in vivo” porque
solo recientemente se midio los niveles de agmatina que se liberan en los diferentes circuitos
cerebrales (Betancourt y col., 2011), razén por la cual es de suma importancia estudiar de que manera

esta involucrada la agmatina en el proceso de adiccién a la morfina.
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Glutamato
El glutamato es considerado como el principal neurotransmisor excitatorio y de mayor importancia
dentro del sistema nervioso central. Las neuronas en su mayoria son glutamatérgicas y se estima que
mas del 50% de las sinapsis liberan este neurotransmisor. El glutamato es un aminoacido no esencial
que puede atravesar la barrera hematoencefalica desde la circulaciéon sanguinea, aunque la mayor
cantidad de glutamato en el cerebro es producido en el interior de las células glias y neuronas

presinapticas (Purves y col., 2007).

Metabolismo del glutamato

La sintesis de glutamato puede surgir a partir del a-cetoglutarato en el ciclo de Krebs y por
transaminacién desde terminaciones nerviosas. El precursor de glutamato en las terminaciones
sinapticas es la glutamina; ésta es producida y secretada por las células glias y transportada a las

neuronas para luego ser metabolizada a glutamato por la glutaminasa (Forman y col., 2009).

El glutamato es liberado desde vesiculas sinapticas por exocitosis dependiente de calcio y se une
a receptores especificos en la membrana de la neurona postsinaptica. El resto de glutamato del
espacio extracelular, pasa a las células gliales a través de transportadores dependiente de sodio con

una alta afinidad al glutamato o puede ser recapturado por astrocitos (Forman y col., 2009).

En el interior de las células gliales se encuentra presente la enzima glutamina sintasa que
transforma el glutamato en glutamina y a partir de la cual comienza nuevamente el ciclo. Cabe
destacar, que la glutamina que se genera en la célula glial también puede entrar al ciclo de Krebs
hasta generar a-cetoglutarato, el cual puede penetrar en las neuronas para reponer su consumo (ver
figura 7), (Formany col., 2009).
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Figura 7. Representacion esquematica sobre la sintesis de glutamato. El glutamato

obtenido a partir de glutamina es empaquetado y liberado desde la terminacidén presinaptica y se une
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en receptores postsinapticos. Las células gliales, a través de los receptores de glutamato, recapturan
dicho neurotransmisor hasta metabolizarlo nuevamente en glutamina (Forman y col., 2009).

Receptores glutamatérgicos

Receptores ionotrépicos:

Estos receptores median una respuesta excitatoria rapida. Estan constituidos por cinco
subunidades que conforman un canal ionico. Estos canales se abren con la union del glutamato,
provocando un cambio conformacional que permite la entrada de cationes a través de la membrana

plasmatica (Ruiz y Fuentes, 2008).

Receptores NMDA (N-metil-D aspartato): Tras la union de glutamato y glicina al receptor, se
abre un canal que permite la salida de potasio y la entrada de sodio y calcio. Cuando ocurre la
despolarizacion de la membrana (conjuntamente con la unién de los agonistas al canal como Zinc y
glicina), se remueve el catibn magnesio que bloquea el canal. Es importante resaltar, que la
despolarizacion en la membrana postsinaptica puede ser producida por la accién de varios potenciales
de accion postsinapticos o mediante la activacion de otros receptores glutamatérgicos como
AMPA/Cainato presentes en membranas adyacentes, que permiten la entrada de cationes que
producen un aumento en el potencial de membrana (Hardingham y Bading, 2003; Forman y col.,
2009).

Receptores AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil- 4-isoxazol propiénico): La unién
de glutamato a este receptor provoca la entrada de sodio o calcio permitiendo la despolarizacion de la

neurona postsinaptica (Forman y col., 2009).

Receptores cainato: Al igual que los receptores AMPA, median la excitacion rapida; estos
receptores permiten el flujo de sodio o calcio al interior de la neurona postsinaptica y salida de potasio

a través del canal, el cual se activa e inactiva rapidamente (Forman y col., 2009).

Receptores metabotropicos de gutamato (mGIuR):

Se diferencian de los receptores ionotrdpicos, en que no permiten la entrada de iones a través de
canales idnicos, y que median su accion a través de una cascada de sefalizacién dependiente de la
activacion de proteinas G heterotriméricas y segundos mensajeros intracelulares. Los receptores
mGIuR constan de siete dominios transmembrana cuya region intracelular esta ligado a la proteina G.

Estos receptores se clasifican en tres grupos: El grupo | incluye los receptores mGlu1 y mGlu5, los
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cuales estimulan la actividad de la fosfolipasa C. La via de sefializacion fosfolipasa C-Inositol bifosfato
activada por estos receptores, promueve la liberacion de Ca?* del reticulo endoplasmatico. El grupo |I
(mGlu2 y mGlu3) y el grupo Ill (mGlu 4,6,7,8,) estan acoplados a la proteina G con subunidad a;
inhibiendo la actividad de la proteina adenilato ciclasa (enzima que cataliza la formacién de AMPc),
(Forman y col., 2009).

Sistema glutamatérgico en el desarrollo de la tolerancia 'y dependencia generado por

la morfina

La liberacién de dopamina provocada por drogas como la morfina pudiera estar mediada por el
neurotransmisor glutamato, el cual excita las neuronas dopaminérgicas del ATV facilitando la
liberacion de la dopamina hacia el accumbens (Chen y col., 2015). Tanto la tolerancia, dependencia y
la aparicion del sindrome de abstinencia se relaciond con cambios en la neurotransmisién de
glutamato y aspartato. En ratas sometidas a tratamientos agudo y crénico con morfina, los niveles de
estos neurotransmisores en el accumbens fueron alterados (Sepulveda y col., 1997). Asimismo, la
administracion intravenosa de heroina tuvo la capacidad de aumentar los niveles de glutamato en el
palido ventral; sin embargo, no se conoce con exactitud la funcién de tal incremento (Caille y Parsons,
2004).

Oftros trabajos hallaron que repetidas dosis de morfina aumentaba la expresion de diferentes
subunidades de receptores ionotrépicos en diferentes regiones cerebrales como el nucleo accumbens
(Wang y col., 2011). Por otra parte, cuando se bloquearon los receptores NMDA en ratas tratadas con
morfina mediante antagonistas como MK801, se produjo una atenuacion del sindrome de abstinencia
(Truijillo, 1991) sugiriendo la posibilidad que la morfina produzca cambios en el sistema glutamatérgico

asociandose con la dependencia y el sindrome de abstinencia.

Es importante destacar, que la mayoria de estudios han explorado cémo las diferentes drogas
(cocaina, cannabis, alcohol, nicotina, heroina, morfina, entre otros) alteran la neurotransmisién
glutamatérgica, principalmente en el nucleo accumbens; desconociéndose el efecto especifico de la
morfina sobre los niveles de glutamato en el palido ventral de ratas tratadas con morfina, asi como
también, los cambios ocurridos cuando se induce la abstinencia (con el antagonista naloxona);
haciéndose necesario explorar el efecto de diferentes drogas como la morfina sobre dicha
neurotransmision en otros nucleos cerebrales que se han asociado con la adiccién, como el palido

ventral.

Acido y -aminobutirico (GABA).
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El acido acido y -aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema
nervioso central, tiene la capacidad de disminuir la excitabilidad neuronal mediante su unién a diversos
receptores presentes en los astrocitos y neuronas distribuidas en los circuitos cerebrales;
aproximadamente el 30% de las sinapsis en el encéfalo y medula espinal son GABAérgicas, por tanto,
es el neurotransmisor inhibitorio de mayor importancia (Ruiz y col., 2008). Se ha hecho énfasis que el
reforzamiento opidceo pudiera depender de una inhibicion en la liberacion de GABA hacia regiones

asociadas con la adiccion, como por ejemplo el area tegmental ventral (Xiy Stein, 1998).

Metabolismo de GABA.

La sintesis de GABA esta mediada por la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) que cataliza la
descarboxilacién de glutamato. Una vez empaquetado en vesiculas, es liberado desde terminales
presinapticas. En el espacio extracelular, este neurotransmisor se une a sus receptores o puede ser
recaptado por neuronas o células glias, a través de transportadores especificos de GABA (GAT),
donde posteriormente es inactivado por la GABA transaminasa (GABA-T) produciendo semialdehido
succinato, que sirve de sustrato a la semialdehido succinato deshidrogenasa (SSADH), generando

acido succinico que es incorporado al ciclo de Krebs para obtener glutamato (Brambilla y col., 2003).

Receptores de GABA

Existen dos tipos de receptores de GABA: receptores ionotropicos GABAa y GABAc, son
proteinas de membranas con miltiples subunidades que abren canales de anién cloruro. Los
receptores metabotrépicos GABAb son receptores acoplados a proteinas G heterotriméricas que

ejercen su funcién mediante la formacion de segundos mensajeros intracelulares.
Receptores ionotropicos GABAa y GABACc:

Estos receptores son glicoproteinas de membranas, estan formados por cinco subunidades, cada
una de ellas presenta cuatro dominios que atraviesan la membrana; la subunidades se distribuyen
alrededor de un poro central y selectivo para el ion cloro (Barnard y col., 1998).

El receptor GABAa y GABAc se encuentran ubicado en las neuronas postsinapticas, y al
interactuar con GABA u otros agonistas, sufren un cambio conformacional que abren el canal y
aumenta la conductancia al cloruro ocasionando una inhibicion rapida del potencial postsinaptico.
Ademas de GABA, estos receptores presentan otros sitios de unién para ligandos como muscimol
(agonista), bicuculina (antagonista), benzodiacepinas, barbitdricos, neuropéptidos, etanol vy

anestésicos (Barnard y col., 1998; Forman y col., 2009).
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Receptor metabotropico GABAD:

Consiste en un receptor acoplado a una proteina G inhibitoria. Cuando GABA se une al receptor,
la subunidad a de la proteina G inhibe a la adenilato ciclasa produciéndose una reduccién en los
niveles de AMPc, mientras que las subunidades By varia su accion dependiendo de la ubicacion del
receptor. Si este se encuentra localizado en la neurona presinaptica, las subunidades inhiben los
canales de calcio produciéndose la disminucion en la entrada del ion a la célula y la reduccion en la
liberacion de los neurotransmisores desde las vesiculas sinapticas; mientras que la activaciéon de los

receptores a nivel postsinapticos hiperpolariza la membrana por la salida de potasio (Kaupman y col.,

2001).
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Figura 8. Representacion esquematica de los receptores GABAérgicos. En la figura de
la izquierda, se muestran los cuatro dominios de una subunidad atravesando la membrana y los
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receptor GABAB, mostrandose la subunidad By de la proteina G cerrando canales de calcio vy
abriendo canales de potasio, mientras que la subunidad a actua sobre la enzima adenilato ciclasa
(Forman y col., 2009).

GABA y su asociacion con la adiccién a opiaceos

Las drogas de abuso, tienen la capacidad de alterar la neurotransmision GABAérgica; por
ejemplo, la heroina y la morfina, al unirse sobre receptores p-opioide en interneuronas GABAérgicas
que proyectan hacia el area tegmental ventral, provocan una desinhibicién de este nucleo cerebral, y
por lo tanto, se produce un aumento de la transmisiéon de dopamina hacia el nucleo accumbens (Xi y
col.,1998). Un efecto similar se ha observado en las interneuronas GABAérgicas del nucleo
accumbens, en donde opiaceos, disminuyen las frecuencias de disparo de estas neuronas (neurona
espinosa media), y por lo tanto se genera un descenso de la neurotransmision GABAérgicas, por estas
neuronas (Caille y col., 2004). Por otra parte, se ha asociado que aumento en los niveles de GABA en
regiones cerebrales involucradas con la adiccién, bloquea el consumo de heroina mediante la accidon
de los receptores GABAg, estos resultados enfatizan, que posibles aumentos en los niveles de GABA
podria estar correlacionado con la supresion de los efectos reforzantes de las drogas; mientras que,
una reduccion en la transmision GABAérgica se asociaria con los efectos placenteros que inducen las
mismas (Xi y Stein, 2000). Aunque se ha determinado como varian los niveles de GABA en el palido
ventral por drogas opiaceas como la heroina, no se han realizados trabajos que determinen si la
morfina genera un efecto similar en dicho nucleo, por lo cual, es necesario determinar el posible efecto
de dicha droga y la aplicacion del antagonista naloxona sobre el sistema GABAérgico en el palido

ventral.

Microdialisis intracerebral
La microdialisis intracerebral consiste en la monitorizacién “in vivo” del liquido extracelular del
cerebro; permite la toma de muestras continuas, hasta la administracion de farmacos en animales con
casi libre movimiento e incluso en personas para el estudio de enfermedades cerebrales (Lange y col.,
1997; Revuelto y col., 2011)

La técnica esta basada en la difusion de moléculas entre dos compartimientos separados por una
membrana semipermeable. Un compartimiento corresponde al liquido cefalorraquideo artificial y el otro
al liquido intersticial del nudcleo cerebral, de modo que, cuando la solucién artificial alcanza la
membrana donde ocurre la dialisis, se genera la difusion de moléculas por la diferencia quimica entre
los compartimientos (Hernandez y col., 1983). Las muestras o dializados obtenidos son recolectados

para su posterior separacion por electroforesis capilar y subsecuente identificacion y cuantificacion.
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Electroforesis capilar

La electroforesis capilar es una de las técnicas mas utilizadas en diferentes areas de investigacion
por su alta versatilidad, ya que permite la separacidon de diferentes moléculas como iones,
aminoacidos, péptidos, proteinas, acidos nucleicos, farmacos u otros compuestos (Kostal, 2008). Esta
técnica presenta diferentes ventajas como una alta sensibilidad, empleo de un volumen minimo de la
muestra, corto tiempo de separacién y el uso de capilares con diametros pequefios que permite la
disipacion de calor generado por la corriente eléctrica, que contribuyen con una éptima separacion de
los componentes en una muestra (Chopin, 2012).

La electroforesis capilar de zona es una de las modalidades mas empleadas, la cual permite
separar moléculas eléctricamente cargadas. Las muestras diluidas en un capilar lleno de una solucién
amortiguadora o buffer, pueden separarse cuando se aplica un campo eléctrico; los aniones y cationes
se moveran hacia el electrodo correspondiente, separandose en diferentes zonas dependiendo de dos
fuerzas: la fuerza electrosmotica y la fuerza electroforética. La primera, hace que todas las moléculas
fluyan en un solo sentido hacia el electrodo negativo (catodo) a causa del movimiento de cationes
presentes en la superficie interna del capilar; mientras que la fuerza electroforética hacen que la

moléculas migren segun su carga eléctrica (ver figura 8), (Dalhoeven, 1995).

Las moléculas cargadas como agmatina y glutamato han sido separadas utilizando la
electroforesis capilar de zona (Betancourt, 2012; Hernandez, 1993), mientras que en el caso de GABA,
al ser un aminoacido eléctricamente neutro o zwiterion, requiere una modificacién de dicha técnica. La
separacion de éste neurotransmisor se logra agregando detergentes idnicos, como dodecil sulfato de
sodio (SDS), al buffer de corrida, hasta generarse la formacion de micelas (que interactian con las
moléculas) su carga negativa hacen que estas migren en contra de la fuerza electrosmética que las
impulsa hacia el electrodo negativo, induciendo la formacion de una fase pseudo-estacionaria;
entonces, la separacion ocurre segun el coeficiente de particion entre la fase mdévil y la fase pseudo-
estacionaria (figura 9). Esta técnica de separacién se denomina como cromatografia electrocinética
micelar (MECK, siglas del inglés que significan Micellar Electrokinetic Chromatography), (Terabe,
1989; Rada, 1999).
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Figura 9. Electroforesis capilar de Zona (figura obtenidas de Skirzewski, 2005). Representacion

de moléculas con cargas negativas, positivas y neutras en el interior de un capilar bajo la fuerza

electrosmotica significativamente mayor que la fuerza electroforética haciendo que la migracion de las

moléculas sean hacia el catodo
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Figura 10. Representacion de una cromatografia electrocinética micelar (figura obtenidas
de Skirzewski, 2005). Las moléculas neutras migran conjuntamente con las micelas formadas a partir
del detergente en el buffer de corrida, cuyas cargas negativas contrarrestan la fuerza electrosmética

formandose, por tanto, una fase pseudoestacionaria que migra segun su coeficiente de particion.
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Hipotesis

Tratamientos con morfina disminuyen los niveles de glutamato y acetilcolina en el nucleo
accumbens de ratas (Rada y col., 1991; Sepulveda y col.,, 1997). Debido a que estos
neurotransmisores estimulan la liberacion de GABA desde la neurona espinosa media hacia el palido
ventral, se esperaria, que en los tratamientos con morfina se reduzcan los niveles de GABA (en dicha

region) en comparacion con el tratamiento control y con naloxona.

Si los agonistas de los receptores p-opioides como DAMGO (D-Ala-N-MePhe-Gly-ol) aumenta la
neurotransmisiéon glutamatérgica desde la amigdala y nucleo accumbens hacia el palido ventral
(Napier y Mitrovic, 1999), entonces, se esperaria que tratamientos con morfina también incrementen
los niveles de glutamato en el palido ventral contrariamente a los tratamientos controles o después de

la inyeccién con el antagonista naloxona.

Dado que la morfina reduce los niveles de enzimas asociadas a la biosintesis de agmatina en el
cerebro de ratas (Aricioglu y col., 2002), se esperaria, que las inyecciones aguda y/o cronicas de
morfina reduzcan los niveles de la amina; contrariamente a los tratamientos controles y con naloxona

en los dializados obtenidos desde el palido ventral de ratas.
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Objetivos generales

v Determinar las variaciones del tratamiento agudo y crénico con morfina sobre los niveles

extracelulares de agmatina, glutamato y acido y-aminobutirico (GABA) en el palido ventral de ratas.

v Determinar el efecto del antagonista naloxona sobre los niveles de agmatina, glutamato y

acido y-aminobutirico (GABA) en el palido ventral de ratas”.
Objetivos especificos

v Fabricar canulas guias y de microdialisis

v Implantar bilateralmente canulas guia en el palido ventral de ratas mediante cirugia

estereotaxica.

v' Aplicar inyecciones intraperitoneales de los tratamientos agudo y crénico con morfina.

v" Aplicar inyecciones intraperitoneales del antagonista naloxona para inducir el sindrome de

abstinencia

v Recolectar muestras de microdialisis intracerebral antes y después de las inyecciones de

morfina o naloxona.

v Conjugar las muestras obtenidas en microdializadas del palido ventral con isotiocianato de

fluoresceina (FITC).
v' Cuantificar las concentraciones de agmatina, glutamato y GABA mediante la técnica de
electroforesis capilar en zona y deteccién de fluorescencia inducida por laser (CZE) y la cromatografia

electrocinética micelar (MEKC).

v Realizar cortes histolégicos con la finalidad de verificar la correcta implantacién de las

canulas guias sobre el palido ventral.
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Justificacion del problema

La adiccién constituye uno de los problemas que genera un gran impacto social a nivel mundial.
Es importante destacar, que los opioides conjuntamente con el cannabis, son las sustancias de abuso
cuyo consumo se ha incrementado durante los ultimos afios. La heroina y otros opioides de uso
médico, son las principales drogas implicadas en los fallecimientos debido a las sobredosis fatales que
pueden causar. La morfina es un farmaco utilizado a nivel mundial por su capacidad analgésica para
tratar enfermedades como el cancer, procedimientos quirdrgicos u otros; sin embargo, no esta exenta
de que su uso se realice con fines recreativos, los individuos son altamente vulnerables al abuso por
sus capacidades placenteras, de sedacién y bienestar que conducen rapidamente a la dependencia.
Por lo general, la heroina presenta una mayor demanda que la morfina en los adictos; no obstante,
esta ultima es usada para la manufactura de heroina o bien cuando hay baja disponibilidad de este
opidceo aumenta el consumo de farmacos con propésitos médicos (licitos) también obtenidos del opio
(UNODC, 2014).

Sin duda alguna, el consumo de drogas influye negativamente sobre la sociedad y la calidad de
vida de los individuos; resaltando sobre todo la alteracion en los circuitos cerebrales haciendo que
estos no puedan retornar a su funcionamiento normal, como por ejemplo aquellos asociados con la
recompensa, la motivacién, el aprendizaje y la memoria. Por ello, es necesario conocer con mayor
profundidad los diferentes mecanismos neurobioldgicos que se producen durante el proceso de
adiccion para contrarrestar los efectos nocivos que el consumo acarrea como tolerancia, dependencia

y abstinencia.

El determinar las variaciones de diferentes neurotransmisores como agmatina, GABA y glutamato
en el palido ventral de ratas permitiria ahondar el estudio acerca del mecanismo de accién de las
drogas de abuso y, aportarian posibles bases a futuras investigaciones como aquellas asociadas con
el uso de farmacos que pudieran regular las alteraciones de dichos neurotransmisores durante el
proceso de adiccion; con la finalidad de restablecer la funcién normal del cerebro, prevenir las recaidas

y disminuir el deseo de consumir las drogas.
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Materiales y métodos

Material biolégico

Se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague-Dawley, con pesos comprendidos entre los 280 y

320 (+1) g. Estos animales fueron adquiridos en el Bioterio de la Universidad de los Andes (BIOULA)

y mantenidos en jaulas individuales con agua y comida ad libitum. La habitaciéon en la que fueron

alojadas se mantuvo con periodos de luz-oscuridad de 12 horas/12 horas.

Reactivos.

DN N N N N N Y N N N N N U U N N N N N N N

Ketamina HCI 50 mg/ml (Ketaset®. Fort Dodge Animal Health,USA)
Xilacina (Seton 2% ® Laboratorios CALIER S.A.)
lodopolivinilpirrolidora al 10% (Betadine® Laboratorios Farma, S.A.)
Acrilico autopolimerizante polvo (NovaCryl. Urident, C.A; Venezuela.)
Acrilico autopolimerizante liquido (NovaCryl. Urident, C.A; Venezuela.)
Cloruro de sodio, NaCl (Merck)

Cloruro de potasio, KCI (Sigma)

Cloruro de calcio, CaCl, (Sigma)

Cloruro de magnesio, MgCl, (Merck)

Peroxido de hidrogeno 3% p/v (Alcoholes Valencia, C.A; Venezuela)
Cloroformo (Baker Analyzer, Mexico)

Formaldehido (IQE, S.A; Espana)

Carbonato de Sodio (Merck, Germany)

Bicarbonato de Sodio (Sigma chemical C.A; USA)

Hidréxido de Sodio (Baker Analyzer, USA)

Acetona (Fluka, Switzerland)

Isotiocianato de fluoresceina (FITC isémero |) (Sigma Aldrich, Germany)
Acido y-aminobutirico (Sigma Chemical Co., USA)

Acido L-glutamico (Sigma Chemical Co., USA)

Agmatina (Sigma Chemical Co., USA)

Dodecilsulfato de sodio (Sigma chemical C.A; USA)

Borato de Sodio hexahidratado (Merck, Germany)

Acetonitrilo (Baker Analyzed, USA).
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Soluciones

Solucién Ringer modificada: 136 mM NaCl, 3,7 mM KCl, 1,2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM
NaHCO; pH 7.4.

Solucién de formaldehido al 4% viv.

Solucién de cloruro de sodio al 0,9% p/v.

Buffer Carbonato: NaCO; 20mM, NaHCO; 20mM, pH 9,0.

Buffer Borato- SDS: 55mM de borato de sodio, 120mM de dodecilsulfato de sodio, acetonitrilo

al 2% vlv.

Solucién de NaOH 1M.

Solucién Derivatizante: 1,28x10° M de FITC en acetona y buffer carbonato 20 mM pH 9,0
(1:1).

Solucién estandar de Agmatina: 4,38x10°M de agmatina en buffer carbonato 20 mMy 5 plL

de solucién derivatizante.

Solucion estandar de GABA: 9,70x10° M de GABA en buffer carbonato 20 mM y 5 uL de

solucion derivatizante.

Solucion estandar de Glutamato: 6,78x10° M de glutamato en buffer carbonato 20 mM y 5

ML de solucién derivatizante.

Equipos

v'Instrumento estereotaxico para animales pequefios.

v' Bomba de perfusiéon sp210iw Syringe pump (WPI).

v' Céamara de microdidlisis con unién giratoria Swivel (fabricado en el Laboratorio de
Fisiologia de la Conducta).

v Bomba de perfusion.

v" Guillotina para animales pequefios (Whamann MFG, C.O; USA).
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Camara de sacrificio por anestesia con vapores de cloroformo.

Aparato de Electroforesis capilar acoplado a deteccion por fluorescencia inducida por
de ion Argdn a 488nm (modelo R2D2, Meridialisis, Venezuela).

Balanza analitica BP211D (0,01mg).

pHmetro.

Plancha electromagnética.

Vibratomo.

Centrifuga micro-capillares modelo MB (Intenc. Equip. Co., Boston, USA).

Plancha electromagnética modelo SP47235 (Barnstead/Thermolyne, lowa,USA).
Sistema de generacién de vacio (CM Sorensen Co., Inc., USA).

Sistema generador de agua ultrapura Milli-Q Plus 18MQ (Millipore S.A., Molsheim,

para cirugiay otros

Bisturi.

Pinzas hemostaticas

Guantes de cirugia.

Algodoén.

Tornillos de joyero de 1mm de diametro.
Destornillador.

Legra ésea.

Trepanador.

Jeringas de 3 ml.

Jeringas de insulina de 1 ml.

Tubos de polietileno: PE-10, PE-20, PE-50, PE-60.
Capilar sellado en un extremo para recoleccion de muestras dializadas en las ratas

Canulas:

Canulas Guias: Se realizaron con tubos de acero inoxidable de 21ga y 10mm de largo, los

cuales presentaron un punto con estafio a 4mm a partir de un extremo (con la finalidad de sujetar la

canula guia al cemento acrilico a modo de inmovilizarla en el craneo del animal). Para prevenir la

entrada de contaminantes al cerebro, se fabricaron tapas o estiles que son insertados a través de la

canula guia (ver figura 10). Estos son de acero inoxidable y constan de dos tubos: un tubo de 21ga de
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5mm en cuyo interior se acopla otro tubo de 26ga de 16mm; una vez insertado en el interior de la

canula guia, el estilete deben sobresalir 1mm de la misma.

A B 1|
|

10mm 11 mm

l L L LErllmm

Figura 11. Dibujo esquematico acerca de los tamafios de la canula guia y estilete. A)
Punto negro hace referencia a la soldadura estafo en la canula guia B) Estilete C) Estile insertado en la

canula guia, evitando la obstruccion de ésta.Fuente?

Canula de microdidlisis: Estas canulas se fabricaron con capilares de silica fundida (el cual
atraviesa el interior de canula), y tubos de acero inoxidable dispuestos de la siguiente manera: la primera
tuberia constituye la entrada de la canula que conecta con el sistema de perfusion, presenta un calibre de
29ga insertado en el interior de un segundo tubo de 21ga. Desde la mitad interna del mismo, se
encuentra conectado otro tubo de 26ga en cuyo extremo posee una membrana de celulosa de 2mm de
largo donde ocurre la didlisis; permitiendo el paso de moléculas con un peso molecular menor a los 6000
daltons (Hernandez y col., 1983; Hernandez y col., 1986). Por el extremo que sobresale del capilar de
silica fundida, se realiza la recoleccion de muestras. La canula de microdialisis se conecta con el sistema
de perfusion a través de un tubo de polietileno 10 (PE-10) y se mantiene fija a la canula guia mediante un
trozo de PE-50 para evitar el desplazamiento de la sonda de microdialisis de la canula guia (para mayor

comprension ver figura 12).
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Figura 12. llustracion esquematica de la canula de microdialisis intracerebral. 1. Zona por
donde ingresa la solucion Ringer artificial a través del tubo de 29ga. 2. Tubo de acero de 21ga. 3. Tubo
de acero inoxidabl de 26 ga. 4. Membrana semipermeable de celulosa. 5. 5a. Capilar de silice. 5b.

Regién donde se recoleccta la muestra a través de capilar de silice.

Implantacion de la canula guia:

Las ratas fueron anestesiadas con una combinacién de ketamina (50mg/kg) y xilacina (10mg/kg)
inyectadas intraperitonialmente; luego se depild la parte superior de la cabeza y se fijo el animal al
aparato estereotaxico. Antes de la implantacién de la canula guia, se realizé una incision con el bisturi en
sentido antero-posterior de la cabeza del animal hasta exponer el craneo, luego se verificod la nivelacion
entre el bregma (cisura craneal fronto-parietal) y lambda (cisura craneal parieto-occipital) (Ver figura 13).
Seguidamente se realizaron cuatro perforaciones en el craneo mediante el trepanador, para insertar
cuatro tornillos con la finalidad de fijar la corona de policrilato al craneo. Por ultimo, se coloco
estereotaxicamente dos canulas guias apuntando cada una hacia el palido ventral, siguiendo las
siguientes coordenadas de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1997): 0,0 mm antero-posterior (AP;
tomando como referencia en 0, la interseccidn de las suturas sagital y coronal conocida como Bregma);
2,2 mm lateral (L) a la linea media y 5,0 mm de profundidad ¢ ventral (V) con respecto a la superficie del
craneo. Finalmente, se cubrid el craneo con cemento acrilico; una vez fraguado se coloc6 una coronilla
realizada con el mismo material con el fin de proteger la canula guia ya bloqueada con el estilete (descrito
anteriormente). Finiquitada la cirugia, se retird el animal del aparato estereotaxico, dejandolo recuperar

por un periodo minimo de ocho dias previos a la realizacién de la microdialisis.
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tornillos Lambda

Figura 13. A) Sefalizacion de las suturas sagitales lambda y Bregma y ubicaciéon aproximada de
los tornillos en la superficie del craneo B) llustracidon de la ubicacion de las canulas guias sobre el craneo

de las ratas.

Sesiones de microdialisis intracerebral

Las canulas de microdialisis fueron conectadas a una bomba de perfusion, la cual envia una solucion
de liquido cefalorraquideo artificial o solucién ringer modificada a un flujo de 1pl/min. Las muestras fueron

tomadas usando capilares de hematocritos sellados por un extremo.

Se trabajaron con dos grupos de animales, en las mismas condiciones de ensayo, durante un
periodo de ocho dias: Un grupo control (sin acceso a la morfina) y un grupo experimental (tratado con

morfina).

El grupo control recibié inyecciones intraperitoneales de solucion salina 0,9% v/v, 1mL/kg (vehiculo),

2 veces al dia, durante siete dias, y en el dia octavo, una sola inyeccién de naloxona (5 mg/kg).

El grupo experimental recibié inyecciones intraperitoneales de morfina (disuelta en vehiculo), 2 veces

al dia y en dosis progresivamente mayores, durante el transcurso del ensayo:

1. El primer y segundo dia, la dosis aplicadas fueron de 10 mg/kg.
2. El tercer y cuarto dia, la dosis aplicadas fueron de 20 mg/kg.

3. Durante el quinto, sexto y séptimo dia de tratamiento, las dosis aplicadas fueron de 30 mg/kg.
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4. En el octavo dia, se aplicoé una sola inyeccion de naloxano 5 mg/Kg.

La toma de muestras se realizd cada dos minutos, de la siguiente manera:

1. Recoleccion de 3 muestras basales (antes de la inyeccion de solucion salina o morfina).
2. Recoleccion de 7 muestras inmediatamente después de la inyeccion de solucién salina o morfina.
3. Recoleccion de 3 muestras (30 min después de la ultima recoleccién).

4. Recoleccion de 3 muestras (60 min después de la ultima recoleccién).

Se realizaron tres sesiones de microdialisis que corresponden al primer, séptimo y octavo dia de
tratamiento. Es importante sefalar que, en el primer dia de experimento, la canula de microdialisis fue
insertada en una de las canulas guia (canula guia ipsilateral), mientras que en el séptimo dia de dialisis,
la sonda se inserté en la canula guia contralateral, para evitar la reinsercién de la canula en la misma
zona del tejido. Finalmente, durante el octavo dia de tratamiento, los animales fueron mantenidos en la
caja de didlisis conectada al sistema de perfusién desde el séptimo dia de tratamiento. Una vez finalizada

la microdialisis intracerebral, los animales fueron retornados a sus jaulas.

Derivatizacion de las muestras:

La derivatizacion de las soluciones patrones de GABA, glutamato, agmatina y de cada una de las
muestras, consistié en un proceso de conjugacién quimica con el isotiocianato de fluoresceina (FITC). El
proceso de conjugacion de los componentes de las muestras, se realizé al mezclar 2uL de solucién
derivatizante con 2uL de muestras colectadas, requeriendo de al menos 24 horas de incubacion a
temperatura ambiente y en completa oscuridad. Finalmente, la muestras se guardaron a -20°C hasta el
momento de realizar las corridas electroforéticas, tapadas y en camara humeda para ralentizar la
evaporacion de solvente.

Electroforesis Capilar acoplada a un sistema de deteccion por fluorescencia

inducida por laser

El aparato de electroforesis capilar esta equipado con un laser de ion argdén que emite un rayo de luz
de 488 nm. Este rayo es reflejado mediante un espejo dicroico centrado en 510 nm. El Iaser incide sobre
la ventana de un capilar a través de un objetivo de 0.85 NA. La ventana donde incide el rayo laser se
realiz6 quemando la cubierta externa de poliamida del capilar de silica, que presento una longitud
aproximada de 64 cm, diametro interno de 25 pm, y diametro externo de 346 ym. La fluorescencia
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emitida por las moléculas es captada y conducida hacia un tubo foto-multiplicador una vez que la misma

atraviesa un sistema de filtros.

La inyeccion de las muestras se realizé desde el extremo anddico del capilar mediante una inyeccién
hidrodinamica a través del aparato aplicando una presion de 10 p.s.i y 0,5 s de inyeccion; seguidamente
el capilar se sumergio en el reservorio con el buffer respectivo. Al finalizar las corridas electroforéticas, el
capilar se lavd con 6min NaOH/ 5min H20O/ 5 min buffer borato o carbonato para mantener acondicionada

la pared del capilar y su permeabilidad.

Con la finalidad de determinar el tiempo de retencién aproximado de cada neurotransmisor, se
realizd la corrida de estandares de agmatina, glutamato y GABA (conjugado de cada molécula con el
FITC). Para determinar con precisién el pico de interés, procediendo a la realizacién de “spiking” (mezcla
entre la muestra con la solucion estandar del analito). Luego de la corrida electroforética, se obtuvo un
pico de mayor altura que corresponde al neurotransmisor de interés, el cual deberia presentar una
ubicacién y/o tiempo de retencion similar a un pico de menor tamafo presente en la muestra (los
parametros establecidos en las corridas se resumen en la figura 14). Para medir glutamato y agmatina se
utilizé la variante de electroforesis capilar en zona y para la separacion de GABA se empled la

cromatografia electrocinética micelar.

Es importante resaltar, que basandonos en trabajos previos donde determinaron las condiciones
Optimas para la separacion de moléculas neutras como GABA en dializados cerebrales mediante la
técnica de electroforesis capilar, empleamos inicialmente como buffer de corrida 23mM de Borato,
120mM SDS, 1% de ACN, pH 9,25 (Rada y col., 1999). Sin embargo, tales condiciones fueron
modificadas por la dificil separacion del analito, debido al cambio de equipo de electroforesis capilar

utilizado al inicio de las corridas electroforéticas. Las condiciones evaluadas fueron las siguientes:

pH optimo de la fase movil: se evaluaron diferentes medidas de pH entre las que se
encontraron 10,25 11,25 y 12,25. No se observé la separacion del analito de interés; por el contrario,
aumento el tiempo de resolucién y la intensidad de la corriente a medida que se incrementaba el pH del

medio. En base a lo obtenido, se conservo el pH del buffer de corrida inicial (9,25)

Concentracion de disolvente: se probaron tres concentraciones diferentes de acetonitrilo, siendo
esta de 1%, 1,5% y 2%. Ningunas de las concentraciones evaluadas logro la separacion del analito. En
contraste; se utilizo metanol como disolvente quimico empleando las mismas concentraciones del
disolvente anterior. Al no observarse cambios relevantes en la separacion del pico de interés empleando

metanol, no se alterd la concentracién ni el tipo de disolvente en la solucién.

Concentracion de SDS: se ensayaron las diferentes concentraciones de SDS 110mM, 123mM,

125mM, 130mM y 140mM de SDS; no se obtuvo la separacién del pico de interés a pesar de observarse
39



una buena resolucién de los picos en las corridas electroforéticas. De acuerdo a lo obtenido, no se

modifico la concentracion del surfactante

Concentracion de Borato: se emple6 una mayor concentracién de borato conforme al protocolo
realizado por Paez y colaboradores (2000), donde usaron 34mM de borato. A pesar de observarse la
separacion de algunos picos, no correspondieron con el pico de interés, razén por la cual se aumento adn
mas la concentracion de borato desde 40mM hasta 60mM (realizando aumentos cada 5mM). Se observo
una mejor separacién de los picos a medida que se incrementaban las concentraciones y con ello un
mayor tiempo de resolucion de los picos. A partir de la concentracion de 50mM de borato, se logré una
separacion “parcial” de un pico correspondiente a GABA; sin embargo, se obtuvo una mejor separacion

utilizando una concentraciéon de 55mM de borato.

Es importante destacar, que se modificd un parametro a la vez, manteniendo constante el resto de
las condiciones fisicoquimicas de la solucién. Por otro lado, la determinacién de los parametros de la fase
movil se realizé de forma cualitativa a través de la observacién de la separacion de GABA utilizando
como minimo cuatro muestras por cada condicién a evaluar. Para determinar la posible separacion de
GABA se realizaron los spiking requeridos por cada condicion. Finalmente se compararon los resultados

dentro de cada parametro evaluado.

Analito a detectar Agmatina- Glutamato GABA

Composicion y pH del buffer Carbonato y bicarbonato Borato de sodio, SDS,
de sodio pH 9,5 acetonitrilo ph 9,45

Tiempo de corrida 15 20

Ganancia 1 1

Diferencia de potencial a 21 29

través del capilar ( kV)

Resolucion (1-500) ms 2 2

Voltage del fotomultiplicador 500 500
(1-1000) V

Intensidad minima 0 0

Parametros del capilar
Diametro interno/externo (um) 25/346
Longitud (cm) 50-64
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Figura 14. Pardmetros del capilar y electroforéticos establecidos en las corridas

electroforéticas.

Procesamiento de datos y andlisis estadistico
Para determinar las variaciones en los niveles de agmatina, glutamato y GABA en el palido ventral de
ratas en las diferentes fases de tratamientos, se midio la altura de los picos de cada neurotransmisor
obtenidos de las corridas electroforéticas de cada muestra. A partir de cada valor medido (como unidades

de fluorescencia), se procedioé a calcular el porcentaje de normalizacion de la siguiente manera:

% Normalizado = (A/B). 100
Donde:
A= tamano del pico de neurotransmisor de interés.

B= promedio de los tamanos de los picos de los neurotransmisores en las muestras basales.

Con respecto a los cambios en las concentraciones basales de los neurotransmisores en los
diferentes grupos experimentales y durante cada tratamiento, se tomé en cuenta el tamafo del estandar y
su concentracion.

X=C.B/A

Donde:

A= tamano del pico estandar.

B= concentracion del estandar.

C= tamafio del pico del neurotransmisor en la muestra.

X= concentracion del neurotransmisor en la muestra.

Las variaciones en los niveles de neurotransmisores en los grupos experimentales y en las
diferentes fases de tratamiento fueron examinados con un ANOVA de dos vias con medidas repetidas,
seguido de comparaciones multiples con el test de Bonferroni. Los resultados obtenidos al comparar las
concentraciones basales de los neurotransmisores en los diferentes experimentos se evaluaron mediante
el ANOVA de una via con medidas repetidas y comparaciones multiples con el test de Bonferroni. Debido
a que los datos no cumplian con algunos supuestos para la aplicacion de la estadistica paramétrica, se
procedié a un proceso de transformacién de los datos obtenidos, con la finalidad de que estos se
mostrasen en una nueva escala de relaciones y corregir el cumplimiento de los supuestos para la

aplicacion del ANOVA en ambos casos.

Histologia

Con la finalidad de verificar un correcto posicionamiento de la canula en el palido ventral, se

realizaron cortes histolégicos utilizando un vibratomo, donde se obtuvieron cortes coronales; previamente
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las ratas fueron sacrificadas al colocarlas en una camara con un exceso de cloroformo, luego se
perfundierén intracardiacamente con solucion salina 0,9% (p/v), y luego con formaldehido al 4% v/v.
Finalmente se decapitaron para extraer el cerebro del craneo, los mismos se mantuvieron en
formaldehido al 4% por 8 dias para garantizar la fijacion del tejido. Con la ayuda del atlas de Paxinos y
Watson (1997), se logré determinar la ubicacion de la sonda, tomando como punto de referencia la

comisura blanca anterior (Ver figura 15).
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Figura 15. Imagen del corte coronal en Bregma 0,0 del atlas de Paxinos y Watson

(1997). Posicionamiento de las canulas sobre el palido ventral atravesando la comisura blanca anterior.

42



Resultados

Niveles de agmatina en el palido ventral de ratas durante el primer dia de
tratamiento con morfina (fase aguda)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje normalizado de

agmatina del grupo experimental, al contrastarse con el grupo control. Obsérvese en el grafico 1, una

disminucion en los niveles de agmatina luego de la inyeccion del vehiculo, sin embargo, el cambio no fue

significativo.

Niveles de agmatina en el palido ventral de ratas durante el séptimo dia de
tratamiento con morfina (fase crénica)

No se observaron cambios estadisticamente significativos en el porcentaje normalizado de agmatina
durante la fase cronica de tratamiento con morfina. En el grafico 2, se observa un destacado incremento
en los minutos 8 (151,65 £ 65,12) % y 14 (180,65 £ 91,89) % en las ratas tratadas con morfina (n=9) con

respecto a el grupo control (n=6).

Niveles de agmatina en el palido ventral de ratas en el octavo dia de tratamiento

con naloxona
Se hallaron cambios estadisticamente significativos al determinar el efecto del antagonista naloxona
sobre los niveles de agmatina en las ratas previamente tratadas con morfina, especificamente en el
minuto 50 (173,35 £ 65,12) % (F (1, 207) = 5,05 p= 0,02 n=15). Es importante destacar, que hasta el
minuto 54 (128,22 + 24,44) % se mantuvo un ligero ascenso en comparaciéon con el grupo control; dicho

cambio no arrojé significancia (ver grafico 3).

Concentraciones basales de agmatina en el palido ventral en los diferentes dias de
tratamientos con morfina

Se encontré un cambio significativo en la concentracién basal de agmatina en el octavo dia de

tratamiento (previo a la inyeccién del antagonista naloxona (F (1,7) = 45,84 p = 0,04) al contrastarse con

el grupo control. En el grafico 4, se puede observar, que al comparar el grupo control con el primer y

séptimo dia de tratamiento con morfina, no se encontraron cambios significativos. Sin embargo, se

aprecio una tendencia a disminuir en las concentraciones.
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Gréfico 1. Porcentaje normalizado de agmatina durante el tratamiento agudo con morfina. La flecha
negra indica el momento de inyeccion de morfina o solucion salina en el grupo experimental (n=9) y

control (n=6), respectivamente.
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Gréafico 2. Porcentaje normalizado de agmatina durante el séptimo dia tratamiento con morfina
(fase cronica). La flecha negra indica el momento de inyeccion de morfina o solucion salina en el grupo

experimental (n=9) y control (n=6).
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Gréfico 3. Porcentaje normalizado de agmatina durante el octavo dia de tratamiento con naloxona
(induccion de abstinencia). Obsérvese el aumento en el porcentaje normalizado de agmatina en el
grupo experimental (n=9) a partir del minuto 50; en comparacion al grupo control (n=6). La flecha negra

indica el momento de inyeccién del antagonista naloxona.
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Gréfico 4. Valores absolutos de agmatina en las muestras basales en el primer, séptimo y octavo
dia de tratamientos con morfina. Obsérvese la notoria diferencia entre las concentraciones del grupo
control (104,09 + 22,48) nM y el primer dia de tratamiento con morfina (control interno) (142,72 + 49,35)
nM. Por otro lado, en el séptimo (78,34 + 47,02) nM y octavo dia de tratamiento (34,74 + 8,22) nM se
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destaca una disminucién en las concentraciones basales de agmatina en comparacion con el grupo

control.

Niveles de glutamato en el palido ventral de ratas durante el primer dia de
tratamiento con morfina (fase aguda)

Se hallaron diferencias estadisticamente significativas al comparar el porcentaje normalizado de
glutamato en el grupo experimental (n=8) al compararse con el grupo control (n=6); encontrandose un
aumento a partir del minutos 50 (189,26 + 33,34) % (F (1,176)= 13,40 p=0,00),54 (167,54 £+ 32,79) %
(F(1, 176)=6,24 p=0,01) hasta los minutos 120 (198,06 + 25,03)% (F(1,176)= 14,34 p=0,00), 122 (202,07
+ 29,12)% (F (1,176)= 12,13 p=0,00), y 124 (174,08 + 21,10) % (F (1,176)= 13,107 P=0,00) (ver grafico
5).

Niveles de glutamato en el palido ventral de ratas durante el séptimo dia de
tratamiento con morfina (fase crénica)

El porcentaje normalizado de glutamato durante el séptimo dia de tratamiento con morfina no arrojé

cambios estadisticamente significativos; a pesar de observarse un incremento del neurotransmisor luego

de la inyecciéon con morfina durante el minuto 8 (166,88 + 48,60 %) (ver grafico 6).

Niveles de glutamato en el palido ventral de ratas durante la induccion de la
abstinencia en el octavo dia de tratamiento con naloxona
Se observaron cambios estadisticamente significativos en el porcentaje normalizado de glutamato al
inducir la abstinencia en el grupo experimental (n=8) en comparacién con el grupo control (n=6). Luego
de la inyeccidon con el antagonista, se observaron oscilaciones con tendencia a incrementar,
produciéndose cambios significativos a partir del minuto 20 (166,48 + 40,22)% (F(1,176)=6,06 p= 0,01)
manteniendo la misma tendencia en los minutos 50 (163,26 £ 40,22)% (F(1,176)=5,52 p= 0,02), 52
(208,37 *+ 59,55)% (F(1,176)=6,75 p= 0,01), hasta los minutos 120 (160,97 = 34,03)%
(F(1,176)=4,814p= 0,03) y 122 (201,03 £+ 52,53)% (F(1,176)=5,49 p= 0,02), a pesar del gran error

estandar registrado.

Concentraciones basales de glutamato en el palido ventral de ratas en los
diferentes dias de tratamientos con morfina

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar las concentraciones
basales de glutamato en los diferentes tratamientos. Nétese en el grafico 8, que el grupo control presentd
una concentracion ligeramente mayor (3,44 + 7,81) uM que las concentraciones basales del séptimo
(2,33 £7,47) yM u octavo dia de tratamiento (2,37 + 4,71) uM.
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Gréfico 5. Porcentaje normalizado de glutamato durante el primer dia de tratamiento con morfina

(fase aguda). La flecha negra indica el momento de inyeccion de morfina o solucion salina en el grupo

experimental (n=8 y control (n=6).
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Grafico 6. Porcentaje normalizado de glutamato durante el séptimo dia de tratamiento con morfina
(fase crénica). Apréciese la tendencia inalteradas luego de la inyeccion de morfina (indicada por la flecha
negra) en el grupo experimental (n=8) al contrastarse con el grupo control (n=6).
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Grafico 7. Porcentaje normalizado de glutamato durante el octavo dia de tratamiento con naloxona

(induccion de abstinencia). Nétese que luego de la inyeccion del antagonista (indicada por la flecha

negra), los niveles de glutamato muestra una tendencia ascendente, de forma similar a la fase aguda de

tratamiento con morfina (ver grafica 5).
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Gréfico 8. Valores absolutos de glutamato en los diferentes dias de tratamiento con morfina y el

grupo control.
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Niveles de GABA en el palido ventral de ratas durante el primer dia de tratamiento
con morfina (fase aguda)

Luego de inyectar la primera dosis de morfina correspondiendo con la fase aguda de tratamiento, el
porcentaje normalizado de GABA se mantuvo cercano a los valores basales; no obstante, a partir del
minuto 16 (52,66 + 15,42) % (F(1, 160)= 6,07 p= 0,01) se genera un descenso conservando la misma
tendencia en los minutos 50 (56,57 + 16,82) % (F(1,160)= 5,02 p=0,02), 54 (54,78 + 15,23) % (F(1,160)=
5,48 p=0,02) y 122 (54,58 + 12,10) (F(1,160)= 4,53 p=0,03) % (ver grafico 9).

Niveles de GABA en el pdalido ventral de ratas durante el séptimo dia de
tratamiento con morfina (fase crénica)

Durante el séptimo dia de tratamiento con morfina, se hallaron diferencias estadisticamente
significativas al comparar el porcentaje normalizado de GABA del grupo experimental (n=7) con el grupo
control (n=6). Luego de la inyeccién de morfina se observd una reduccion significativa en los niveles
porcentuales de GABA a partir del minuto 18 (54,80 + 7,97) % (F(1,160)= 5,93 p= 0,01) y 20 (59,06 +
8,24) % (F(1,160)= 5,90 p= 0,01); manteniéndose el descenso durante los minutos 50 (51,31 £ 6,93) %
(F(1,160)= 5,09 p= 0,02) y 54 (59,75 + 9,33) % (F(1,160)= 5,27 p= 0,02) hasta el minuto 120 (51,60 *
8,29) (F(1,160)= 9,09 p= 0,00), (ver grafico 10).

Niveles de GABA en el palido ventral de ratas durante la induccion de abstinencia

con el antagonista naloxona en el octavo dia de tratamiento
No se encontraron cambios estadisticamente significativos al comparar el porcentaje normalizado de
GABA después de la induccién de la abstinencia en las ratas tratadas con morfina con respecto al grupo
control. Obsérvese en el grafico 11 una compensaciéon en el porcentaje de GABA luego de inyectar el
antagonista en comparacién con los tratamientos con morfina, cuyo efecto genera una reduccién en los

niveles de dicho neurotransmisor (ver graficos 9y 10).

Concentraciones basales de GABA en el palido ventral en los diferentes dias de
tratamientos con morfina

Al comparar las concentraciones basales de GABA entre el grupo control y los diferentes dias de

tratamientos con morfina no se obtuvieron cambios estadisticamente significativas (ver grafico 12). El

grupo control (871,83 + 278,24) nM presentd una concentracion similar a la concentracién basal de

GABA obtenida en el primer dia de tratamiento con morfina (786,00 + 358,82) nM, mientras que las

concentraciones basales del neurotransmisor en el séptimo (581,87 + 279,68) nM y octavo dia de

tratamiento con la morfina (460,77 + 185,42) nM tendieron a disminuir.

49



200+
<
% 150-
[<}])
O
(=]
T 1004
N
g
S 507
2

0

—— Control
-= Morfina

‘\./../\.

l/.\.-_-—-I—I

* * *

6

T T T T T T | | p—| T
8 10 12 14 16 18 20 50 52 54 120 122 124

Tiempo (min)

Gréfico 9. Porcentaje normalizado de GABA durante el primer dia de tratamiento con morfina (fase

aguda). Notese que el porcentaje de GABA tiende a disminuir en el grupo experimental (n= 7) en

comparacion con el grupo control (n= 6). La flecha negra indica el momento de inyeccién de la morfina.
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Gréfico 10. Porcentaje normalizado de GABA durante el séptimo dia de tratamiento con morfina

(fase crdnica). La flecha negra indica el momento de inyeccion de morfina o solucion salina en el grupo

experimental (n=7) y control (n=6).
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Grafico 11. Porcentaje normalizado de GABA durante el octavo dia de tratamiento con el

antagonista naloxona (induccién de la abstinencia). La flecha negra indica la inyeccion del

antagonista naloxona.
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Gréfico 12. Valores absolutos de GABA en las muestras basales en el primer, séptimo y octavo dia

de tratamientos con morfinay el grupo control.

Verificacion de la canula de dialisis
Mediante la obtencion de los cortes coronales realizados en los cerebros extraidos de las ratas
utilizadas en los experimentos, se logro verificar el posicionamiento efectivo de las canulas de
microdialisis correspondiendo con las coordenadas estereotaxicas establecidas, de esta forma, se
garantizé que la toma de muestras del liquido extracelular se haya realizado de forma correcta en el

palido ventral.
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Es importante resaltar, que también se incluyeron muestras cuyos dializados hayan sido extraidos
desde una ubicacion de 0,12mm desde el bregma, debido a que la membrana de didlisis aun se mantenia
situada en el sitio de interés (ver figura 16), por el contrario, se descartaron las muestras de aquellas
ratas cuyas canulas de microdialisis fueron insertadas en otras regiones cerebrales adyacentes al nucleo

en cuestion.

Bregma 0,00 mm

Bregma 0,12 mm

Figura 16. Representacién esquematica de la ubicacion de la membrana de dialisis dentro del
palido ventral. Obsérvese que las membranas de dialisis representadas como lineas de color azul
oscuro, se mantienen en el palido ventral (PV), a pesar de estar ubicadas en dos secciones coronales
diferentes (bregma 0,00mm y 0,12mm). La figura ovalada de color azul claro hace referencia a la region

aproximada en que las membranas fueron insertadas en los animales.
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Discusién

Agmatina

Diversos estudios han demostrado que la agmatina exdégena atenua la dependencia y el sindrome de
abstinencia ocasionado por tratamientos cronicos con morfina (Aricioglu y col., 1997); sin embargo, aun
no esta claro, si la amina endégena pudiera presentar una funcién similar en el palido ventral con la

misma efectividad.

De acuerdo a la hipétesis propuesta se esperaba que los niveles de agmatina disminuyeran en los
tratamientos con morfina, debido a que este opiaceo parece alterar la biosintesis de agmatina. Aricioglu y
Regunathan (2002) encontraron que tratamientos cronicos con morfina reduce la actividad de la arginina
descarboxilasa (ADC), y por lo tanto, disminuye los niveles de agmatina detectados en homogenizados
cerebrales; mientras que la actividad de la agmatinasa resultaba inalterada, concluyendo que los bajos
niveles de la amina eran causados en gran parte, por alteracion en su biosintesis, mas que por su
degradacion (Aricioglu y Regunathan, 2002). No obstante, los niveles medidos de las enzimas y la
agmatina fueron realizados en homogenizados de todo el cerebro, sin tomar en cuenta una region
especifica del érgano, y aunque la respuesta a las aplicaciones de morfina desencadene el mismo efecto
en todas las células que expresen receptores p-opioides, al tratarse de una red neuronal la
neurotransmision podria cambiar en un nucleo especifico, como por ejemplo el palido ventral. Es de
resaltar que con los homogenizados cerebrales midieron el contenido de agmatina del “pool” intracelular,
y desde el punto de vista fisiolégico no es funcional, asi que es dificil interpretar los hallazgos de los

experimentos con homogenizados.

Aunque los niveles de agmatina durante el primer y el séptimo dia de tratamiento con morfina se
mostraron inalterados, la concentracion de la amina en el ultimo dia de tratamiento previo a la inyeccién
del antagonista, se encontré significativamente disminuida. No se podria concluir con certeza que la
morfina altere la sintesis de agmatina (en vista que no se miden las enzimas ADC y la agmatinasa en el
nucleo cerebral en estudio), sin embargo, el tratamiento crénico con morfina pudiera alterar la

concentracién de la amina en el palido ventral.

Durante la induccion del sindrome de abstinencia, se observdé un aumento en los niveles de
agmatina en las ratas que fueron tratadas con morfina, estos resultados fueron contrarios a los
reportados por Aricioglu y Regunathan (2002), quienes luego de inducir la abstinencia con naloxona,
observaron una disminucion de ADC y agmatina incluso de forma mas pronunciada que en las ratas
tratadas con morfina. Sin embargo, dichos autores expresaron que tales cambios pudieron haberse

afectado por el hecho de no remover los pellet de morfina, implantados subcutaneamente en las ratas
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antes de inducir la abstinencia durante el ensayo, y probablemente los efectos que observaron fueron los
provocados por la morfina. Como aclaramos en el primer parrafo de la discusién, la medicién de cualquier
neurotransmisor mediante la técnica de homogenizados cerebrales tiene la inconveniencia de medir el
neurotransmisor total (“pool” intracelular que es la mayor cantidad y neurotransmisor liberado), de manera
que una disminucion en los niveles de agmatina como los observados por Aricioglu y colaboradores,
pudieran sugerir una mayor liberacion del neurotransmisor seguido de su catabolismo con una reduccion

del “pool” intracelular y correspondiendose con los hallazgos de los resultados de esta tesis.

Una posible explicacion al incremento de agmatina después de la inyeccion del antagonista
naloxona, pudiera estar asociado a los niveles de AMPc. Durante la fase aguda de tratamiento se ha
destacado una reduccién en los niveles de AMPc (Nestler, 2004; Nestler y Aghajanian, 1997); mientras
que, la abstinencia se ha caracterizado por una hiperexcitacién celular, en donde se incrementa los
niveles de AMPc y con ello probablemente se expresen proteinas como la arginina descarboxilasa; lo

que pudiera incrementar los niveles de agmatina al inducir la abstinencia.

Oftra interpretacion acerca del ascenso de agmatina después de la inyeccion de naloxona pudiera
asociarse con los elevados niveles de glutamato en el palido ventral durante la abstinencia; es decir, la
neurotransmisién de la amina en el palido ventral podria haber aumentado como mecanismo regulatorio
ante el incremento del neurotransmisor excitatorio luego de la fase crénica de tratamiento. Se ha
reportado que la agmatina ejerce un efecto neuroprotector en numerosas alteraciones en las que se
encuentra vinculado glutamato (Moretti y col., 2014); asociandose a dicho neurotransmisor con la
produccion de oxido nitrico; debido a que, cuando se activa el receptor NMDA se produce la entrada de
calcio al interior celular; este ion se une a la calmodulina asociada a la enzima 6xido nitrico sintasa neural
(ONSnN), y en presencia de arginina u otros cofactores necesarios para su activacioén, produce la sintesis
de citrulina y 6xido nitrico (ON) (Garthwaite y col., 1989). Este agente puede interactuar con especies
reactivas de oxigeno y el ion superoxido e inhibir la cadena transportadora de electrones, disminuyendo
la produccion de energia y contribuir con la degradacién del ADN en las neuronas (Saavedra y col.,
2004).

Se ha determinado que la agmatina suprime el incremento de citrulina, y por tanto los niveles de ON,
en el nucleo accumbens de ratas tratadas con morfina a las que se les indujo abstinencia con naloxona
(Yananli y col., 2007). Es importante resaltar el efecto neuroprotector de la agmatina en ratas sometidas a
una lesién cerebral en el hipocampo, encontrandose que los niveles de glutamato y o6xido nitrico
disminuyeron en presencia de la amina (Kuo y col., 2007). Asimismo, en cultivos de neuronas de
hipocampo en un medio con agmatina y altas concentraciones de glutamato y su receptor NMDA, se
encontré un descenso en los marcadores de dafio celular como el lactato deshidrogenasa, la degradacion
de B- tubulina y reduccion en la fragmentacion del ADN (Wang y col., 2006). Ademas se ha observado

que tratamientos con agmatina provocaron una disminucion significativa en los sintomas de abstinencia
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como saltos, Wet dog shake o “movimiento de perro mojado”, ptosis, castafieo de dientes y diarrea fueron
mitigados hasta abolidos, dependiendo de la dosis de agmatina utilizada (Aricioglu y col., 1997; Wang y
col., 2011).

Mediante un estudio realizado en homogenizados de cerebros de ratas, se logré determinar que la
agmatina inhibe la actividad de la éxido nitrico sintasa neural (Galea y col, 1996) al aumentar la actividad
NADPH oxidasa de la enzima e incrementar los niveles de perdxido de hidrogeno (H20,) en el sitio activo,
alterando los grupos prostéticos presentes en la enzima y por tanto promoviendo su inactivacion (Demady
y col., 2001).

Actualmente, no se ha encontrado que la agmatina interactué con los receptores opioides, y
produzca la reduccion en el sindrome de abstinencia ocasionado por la morfina u otras drogas derivadas
de opio. Sin embargo, se ha propuesto que la amina pudiera interferir con la cascada de sefalizacién,
intracelular especificamente con la activacion de de PKA y CREB, disminuyendo la fosforilacién y
expresion de proteinas neurales (Aracioglu y col., 2004); de esta forma, el incremento de agmatina podria
regular la expresion de receptores como los NMDA.

Por otra parte, se ha determinado que elevados niveles de glutamato en el nucleo accumbens
provocado por la abstinencia, promueve la expresién de subunidades del receptor NMDA; no obstante,
dicha expresion disminuye por tratamientos previos con agmatina (Wang y col., 2011). Yang y Reis
(1999) hallaron que la agmatina a pH fisioldgico bloquea los receptores NMDA (pero no los receptores
AMPA o Kainato), debido a que el grupo guanidinio se encuentra cargado positivamente e interactia con
el poro del canal, razén por la cual, otras moléculas derivadas de agmatina como putrescina y espermina
(solo presentan grupos aminos), son incapaces de atenuar las corrientes provocadas por el receptor; de
esta forma, la agmatina también seria capaz de frenar la toxicidad provocada por glutamato mediante su

unién a receptores o canales.

Un mecanismo diferente mediante el cual agmatina podria compensar el aumento de la
neurotransmision glutamatérgica, consiste en el bloqueo de los canales de calcio. Al disminuir la entrada
de este ion en la terminacion presinaptica, se reduciria la liberacion de glutamato, debido a que su
secrecion es dependiente de calcio (asimismo los niveles de 6xido nitrico se verian afectados). Se
desconoce el mecanismo especifico de bloqueo, se presume que podria ser a través de la obstruccion
directa de agmatina sobre los canales de calcio; sin embargo, se necesita mas evidencia para determinar

cémo ocurre dicha accion (Weng y col., 2003).

Resulta interesante indagar acerca del papel de la agmatina en la dependencia causada por drogas
de abuso, sin duda alguna parece estar vinculada con un efecto neuroprotector; sin embargo, es

necesario conocer el origen de las proyecciones de agmatina sobre el palido ventral y como estas se
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alteran y/o son reguladas. Los nucleos cerebrales que son fuente de agmatina y, ademas, proyectan al
palido ventral son: la amigdala, el nucleo accumbens y el area tegmental ventral (Otake y col., 1998; Root
y col., 2015); dichas estructuras estan asociados con el sustrato neurobiolégico de la adiccion a las

drogas, por lo tanto, no sorprenderia que parte de la agmatina palidal provenga de estas regiones.

Glutamato
El tratamiento agudo con morfina aumento los niveles de glutamato en el palido ventral, este efecto
ha sido observado en otras investigaciones, donde drogas como heroina y etanol también producen un
efecto similar (Caille y Parson, 2004; Kemppainen y col., 2015). Cabe destacar, que las aferencias
glutamatérgicas hacia el palido ventral surgen desde el nucleo basolateral de la amigdala (Fuller y col.,

1987), la corteza prefrontal (Sesack y col., 1989) y el nucleo subtalamico (Turner y col., 2001).

Se ha determinado que las neuronas piramidales del nucleo basolateral de la amigdala expresan
sobre su superficie receptores p-opioides. Investigaciones han descrito el mecanismo de accion de la
morfina sobre los mismos, destacando una posible activacién de una cascada de sefializaciéon donde se
activa una kinasa regulada por sefales extracelulares (ERKs), que fosforila a una proteina sobre las
vesiculas sinapticas denominada como sinapsina |, cuya funciéon es mantenerlas unidas al citoesqueleto.
Cuando ocurre la fosforilacion, la sinapsina pierde afinidad por las vesiculas facilitando la exocitosis de
glutamato por las neuronas de la amigdala (Greengard, 1993; Yang y col., 2014; Zhang y col., 2015). Se
desconoce si esta via activada por la morfina sea la causante de la liberaciéon de glutamato desde el
nucleo basolateral de la amigdala hacia el palido ventral, sin embargo, no se descarta la posibilidad de la

ocurrencia de este mecanismo.

Por otra parte, la estimulacion eléctrica de la CPF promueve la liberacion de glutamato a través de
una proyeccion que atraviesa el nucleo accumbens hacia el palido ventral (Sesack y col., 1989).
Interneuronas corticales GABAérgicas expresan receptores u-opioides, cuya activacion causa inhibicion
de las neuronas glutamatérgicas de la corteza prefrontal (Taki y col., 2000). Probablemente, la morfina al
unirse a dichos receptores disminuya la liberaciéon de GABA, desinhibiendo las neuronas glutamatérgicas
y conduciendo a la liberacion de glutamato; aun falta evidencia para demostrar que este proceso pudiera
activar el palido ventral; no obstante, se ha inferido que este mecanismo pudiera ocurrir en la corteza
prefrontal medial para activar otras regiones inervadas por este nucleo como el accumbens y el
hipotalamo durante el comportamiento apetitivo (Baldo, 2016). Este proceso también ha sido descrito en
otras regiones, como la corteza orbital ventrolateral, la cual se encuentra inhibida por neuronas
GABAérgicas que presentan receptores p-opioides en su superficie y, ademas, aplicaciones de agonistas
del receptor como DAMGO reduce las corrientes postsinapticas inhibitorias GABAérgicas sobre este
nucleo, promoviendo su desinhibicion (Qu y col., 2015). Probablemente, estos mecanismos descritos

contribuyan con el incremento de glutamato en el palido ventral.
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Es importante destacar, que el tratamiento agudo con morfina induce sensibilizacion motora, asi que
es posible que incrementos de glutamato en el palido ventral esten vinculados con esta conducta, en vista
que, la inyeccion de agonistas de los receptores ionotropicos de glutamato en el palido ventral induce un
aumento de la actividad motora (Kalivas y col., 1999), mientras que aplicaciones de antagonistas de estos
receptores intra- PV produce un efecto contrario (Dallimore y col., 2006). Aun no se ha determinado el
mecanismo por el cual el transmisor excitatorio en el PV pudiera provocar sensibilizacion, posiblemente la
liberacion de glutamato en este nucleo, estimule algunas neuronas GABAérgicas que proyectan hacia el
talamo mediodorsal; se ha determinado que la inyeccién de agonistas GABAérgicos en el talamo
mediodorsal promueve el incremento de la actividad motora en ratas (Kalivas y col., 1999). Por otra parte,
han sugerido que el aumento sea ocasionado como una pérdida de control del mecanismo que regula la
entrada de glutamato al nucleo palido ventral (Caille y Parsons, 2004). Es posible que la liberacién de
glutamato desencadene adaptaciones a largo plazo en el PV pudiendo estar asociado con el
mantenimiento o induccion de la sensibilizacion de forma similar que el ATV, en donde las drogas de
abuso promueven la liberacion de glutamato y la expresion de subunidades GLU1 del receptor AMPA,
incrementando asi la sensibilidad de las neuronas hacia dicho neurotransmisor (Carlezon y Nestler,
2002).

Durante el séptimo dia de tratamiento los niveles de glutamato se encontraron inalterados al ser
comparado con el tratamiento control. Un resultado similar se observé en el nicleo accumbens luego de
que ratas fueron sometidas a tratamientos cronicos con morfina, atribuyendo este efecto a la aparicion de
tolerancia (Sepulveda y col., 1997). Es probable que tratamientos crénicos con morfina promuevan un
mecanismo de desensibilizacidon en los receptores p-opioides presentes en neuronas piramidales de la
amigdala y la corteza prefrontal, produciéndose como consecuencia reduccion en la liberacién de
glutamato hacia el palido ventral (en comparacién con el incremento obtenido en la fase aguda). Cabe
destacar, la participacién de los receptores ionotropicos de glutamato en la induccion de tolerancia a la
morfina, encontrandose que tratamientos crénicos con el opiaceo incrementa la expresion de la
subunidad NR1 del receptor NMDA en el nucleo accumbens (Wang y col., 2011) mientras que su bloqueo
a través del antagonista MK-801 disminuye dicha tolerancia (Trujillo y Akil, 1991). El mecanismo por el
cual, estos receptores promueven la tolerancia ha sido descrito, estableciéndose que tanto el receptor p-
opioide como los receptores NMDA pueden ser localizados juntos en dendritas (a nivel postsinaptico),
cuando se activan los receptores NMDA y AMPA, estos promueven la activacion de la proteina kinasa C
(PKCy) que a su vez fosforila los receptores p-opioides y los inactiva (Sanchez y col., 2010).
Posiblemente, un proceso similar al descrito pudiera ocurrir en algunas neuronas del palido ventral o
incluso en los nucleos que lo inervan, lo que favoreceria la desensibilizacion de los receptores p-opioides
y la aparicion de tolerancia; de igual forma, podria activarse la fosforilacion de los receptores mu-opioides
por otras proteinas kinasas capaces de inducir la internalizacion del receptor y reducir su efecto (ver

figura 17).
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Figura 17. Representacién esquemética de la interaccion entre el receptor p-opioides con los

receptores NMDA y AMPA. Cuando se activan los receptores NMDA y AMPA permiten la entrada de
iones como zinc y calcio, este ultimo, a su vez, permite activar la kinasa dependiente de calmodulina
(CaMKIl) que frena la produccion de oxido nitrico por la ONSn. Altos niveles de 6xido nitrico y zinc en
regiones adyacentes al receptor u, es capaz de reclutar a la PKCy y fosforilar el dominio C-terminal del
receptor opioide en el interior citoplasmatico e inactivarlo. Cabe destacar, que la PKCy fosforila la
subunidad NR1 del NMDAR favoreciendo la entrada de calcio al interior neuronal (diagrama y descripcion

tomada de Sanchezy col., 2010).

En el octavo dia de dialisis se encontraron los niveles de glutamato elevados, se esperaba que los
resultados fueran contrarios a los obtenidos; en vista que, el antagonista naloxona bloquea el efecto de la
morfina sobre los receptores p. Se podria suponer que la liberacion de glutamato al PV durante esta
fase, provenga de otras regiones cerebrales como por ejemplo el nucleo subtalamico. El palido ventral es
capaz de activarse por estimulacion eléctrica del nucleo subtalamico (NST) y dicha activacion esta
mediada por glutamato (Turner y col., 2001). Sin embargo, no se han realizado investigaciones que
expliquen como los receptores p-opioides en el nucleo subtalamico, pudieran modular la transmision
sinaptica en el palido ventral, no obstante, se ha encontrado que agonistas u-opioides (DAMGO y met-
encefalina) disminuyen la transmisién sinaptica tanto inhibitoria como excitatoria en el nucleo subtalamico
a través de la activacion de receptores p-opioides ubicados a nivel presinaptico (Shen y Jhonson, 2002).
Por otro lado, se ha localizado una moderada cantidad fibras encefalinérgicas y ARN mensajero que
codifica para el receptor y-opioides en el nucleo subtalamico, lo que haria inferir la posible localizacién de
los receptores y-opioides a nivel postsinaptico en algunas neuronas de dicho nucleo (Delfs y col, 1994;
Wamsley y col., 1980). Es posible que la morfina, mediante su mecanismo de accién, pudiera disminuir la
activacion del NST, reduciendo la liberaciéon de glutamato hacia el PV cuando tratamientos con morfina
son aplicados, lo que hace probable que la inyeccion del antagonista naloxona pudiera revertir este efecto
e incrementar la neurotransmision glutamatérgica hacia el PV durante la induccion de la abstinencia,

coincidiendo asi con los resultados encontrados durante esta fase de tratamiento.
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Cabe destacar, que se han encontrado aumentos del neurotransmisor excitatorio en locus coeruleus
y el nucleo accumbens en ratas que fueron tratadas previamente con morfina e indujeron la abstinencia
con naloxona (Aghajanian y col., 1994; Sepulveda y col., 1997). En el trabajo realizado por Sepulveda y
colaboradores (1997), se relacion¢ el rapido incremento de glutamato en el nucleo accumbens (luego de
la inyeccion de naloxona), con la induccién de la abstinencia. De la misma manera, los niveles
incrementados de glutamato en el palido ventral se pudieran asociar con el estado aversivo que se
genera luego que se induce la abstinencia; sin embargo, no se han realizado estudios donde exploren los
niveles de neurotransmisores excitatorios en el palido ventral luego de la induccion de abstinencia a
opiaceos, por lo cual se requiere realizar mas investigaciones al respecto para corroborar los resultados
obtenidos. Por otro lado, no se descarta la posibilidad de que en los intervalos de tiempo no muestreados
se haya producido alguna reduccién en los niveles de glutamato, observandose solo el ascenso en dichos

niveles en los minutos muestreados.

Finalmente, al comparar las concentraciones basales del neurotransmisor excitatorio en el séptimo y
octavo dia de tratamiento con respecto a los controles, no se encontraron cambios aparentes; este efecto
podria ratificar los resultados obtenidos durante la fase cronica de tratamiento donde se infirié una posible
tolerancia a los efectos de la morfina; aunado al hecho de que pudiera activarse notablemente los
mecanismos que mantienen regulados los niveles extracelulares de glutamato, como por ejemplo la
captacion de glutamato a través de las glias, que promueve la metabolizacién y reciclaje de dicho
aminoacido (Danbolt, 2001). Es viable inferir que en el interior del palido ventral se desarrolle un
mecanismo similar que contribuya a regular las concentraciones de glutamato compensando posibles

alteraciones ocasionadas por tratamientos agudos y crénicos con morfina.

GABA

Los niveles disminuidos de GABA en el palido ventral después de tratamientos con morfina podria
apoyar las hipétesis propuestas por otros estudios, las cuales proponen que las drogas de abuso
opiaceas, como la heroina, ademas de aumentar la liberacion de dopamina en el nucleo accumbens,
causa disminucion en la liberacion de GABA en el PV (Caille y Parsons, 2004; Jhonsson y North, 1992; Xi
y Stein, 2000). Se ha encontrado una reducida actividad en las neuronas GABAérgicas del nucleo
accumbens en presencia de morfina y heroina (Hakan y Henrinksen, 1989), esto es debido a la presencia
de receptores p-opioides en la via estriado palidal, especificamente sobre dendritas y soma de la neurona
espinosa media (Olive y col.,1997; Svingos y col.,1997); por otro lado, se hallaron receptores y-opioides
en terminales presinapticos (procedentes del accumbens) y a nivel postsinaptico en el palido ventral;
ademas, se ha sugerido la posibilidad que se encuentren en interneuronas GABAérgicas dentro del
mismo nucleo (Mitrovic y Napier, 1995; Napier y Mitrovic , 1999); de esta forma, la morfina al unirse sobre
su receptor en dichas regiones, cause hiperpolarizacion e inhibicion de los canales de calcio, dificultando
la liberacién de GABA en el PV.

59



Se podria sugerir que el descenso de los niveles de GABA en el PV durante el tratamiento agudo con
morfina, también sea ocasionado por la disminuida actividad de la neurona espinosa media ocasionado
por los bajos niveles de glutamato en el ndcleo accumbens (Sepulveda y col., 1997). Martin vy
colaboradores (1997), indicaron que agonistas opioides del receptor u son capaces de disminuir la
liberacion de glutamato sobre la neurona espinosa media, asimismo, los incrementados niveles de
dopamina en el accumbens ocasionado por la morfina (Pothos y col., 1991), al unirse sobre los
receptores D, inhibitorios presentes en terminales presinapticos glutamatérgicos en dicha region (Nicola y
col, 2000; Yamamoto y Davi, 1992), podria contribuir con la reduccion en la excitacién de la neurona
espinosa media y la liberacion de GABA en el palido ventral. De forma similar que el neurotransmisor
glutamatérgico; los niveles de acetilcolina durante el tratamiento agudo con morfina se han encontrado
reducidos (Rada y col., 1991; Sepulveda y col., 1997), debido a la presencia de receptores p-opioide en
interneuronas acetilcolinérgicas del nucleo accumbens (Lapchak,1989); esta reduccién posiblemente
disminuya la activacion de los receptores muscarinicos M4 sobre las neuronas GABAérgicas que salen de
dicho nucleo hacia el palido ventral, lo que se traduciria en una reduccién en los niveles de GABA en la

regién palidal.

Es interesante resaltar que durante la fase cronica de tratamiento con morfina, se mantienen
reducidos los niveles de GABA en comparacion con el sistema glutamatérgico, que parece estar sujeto a
tolerancia en la misma etapa de estudio, lo que permite especular sobre diferentes explicaciones a tales
resultados. Es posible que se altere la expresiéon y/o regulacion de los receptores u-opioide durante
tratamientos cronicos con morfina en el accumbens y/o en el palido ventral, de manera, que mantenga
inhibidas las neuronas GABAérgicas que proyectan al PV. Investigaciones han hallado, que tratamientos
agudos con morfina incrementa la internalizacion del receptor mu opioide en dendritas del accumbens
mediante endocitosis (Debic y col., 2003, 2005; Munoz y col., 2007); posiblemente durante la fase crénica
de tratamiento el receptor p-opioide podria encontrarse insertado nuevamente en las membranas
mediante el proceso de internalizacion y posterior recirculacion, de esta manera, se facilitaria la
resensibilizacion durante el tratamiento cronico. Si por el contrario, frecuentes inyecciones de morfina
induce inactivaciones del receptor y-opioide a través de su fosforilacion, es probable que aumente la
expresion de nuevos receptores en las membranas que contrarreste los posibles receptores fosforilados.
Por otro lado, aunque los niveles de glutamato y acetilcolina no se mantienen reducidos en el accumbens
durante la fase crénica de tratamiento con morfina (Rada y col., 1991; Sepulveda y col., 1997),
probablemente no sean capaces de estimular la liberacion de GABA sobre el palido ventral, posiblemente
el efecto predominante sea el del sistema dopaminérgico, cuyos niveles incrementados en la fase crénica
de tratamiento con morfina (Pothos y col., 1991) mantega inhibidos dichos neurotransmisores e incluso
las neuronas espinosas medias que expresen receptores inhibitorios D, sobre su superficie, lo que
pudiera asociarse con la inhibicion de estados aversivos y la facilitacion del comportamiento adictivo y

mantenimiento de altos estados de motivacién por la droga (Hoebel y col., 2009).
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Por otro lado, se pudiera inferir que los niveles del neurotransmisor excitatorio durante la fase cronica
de tratamiento, podrian estimular la actividad de algunas neuronas GABAérgicas, y promover la liberacion
parcial de encefalinas hacia el palido ventral, las cuales se han localizado en dichas neuronas sobre la
misma via estriado-palidal (Olive y Maindment, 1998; Zahm y col., 1984); se ha hallado que inyecciones
de morfina o heroina promueve la liberacién de encefalinas sobre el palido ventral (Olive y col., 1995;
Olive y Maidment, 1998); lo que pudiera mantener reducido los niveles de GABA en dicho nucleo.
Asimismo, otros trabajos han descrito un proceso similar, expresando que inyecciones de cocaina reduce
los niveles de GABA en el palido ventral, posiblemente por la liberacion de glutamato desde la corteza
prefrontal hacia el nucleo accumbens core, lo que pudiera activar neuronas espinosas media de la region
y promover la liberacion de encefalinas, que al unirse sobre receptores mu opioide en las mismas
neuronas GABAérgica, o sobre el palido ventra, facilitaria la reducciéon en la liberacion de GABA
(Torregrossa y Kalivas, 2008).

A pesar de no haberse encontrado cambios significativos en los niveles de GABA en el palido ventral
luego de precipitarse la abstinencia, el antagonista logré contrarrestar los bajos niveles del
neurotransmisor encontrandose una leve tendencia a aumentar hasta finalmente estabilizarse.
Actualmente, no se han medido los niveles de GABA luego de la induccion del sindrome de abstinencia a
opiaceos en el PV, sin embargo, se esperaba que dichos niveles fueran contrarios a los encontrados
durante el tratamiento agudo y crénico con morfina, pues posiblemente, la activacién de los receptores -
opioides que inhibian a las neuronas GABAérgicas (del accumbens y PV), se bloquearian por el
antagonista permitiendo la liberacion de GABA hacia el palido ventral (ver figura 18). De la misma forma,
se ha encontrado que el antagonista naloxona es capaz de aumentar la liberacion de glutamato y
acetilcolina en el nucleo accumbens en ratas dependientes de morfina (Rada y col., 1991; Sepulveda y

col., 1997), lo que facilitaria la liberacién de GABA hacia el palido ventral.

Es importante resaltar, que han asociado la elevacion en los niveles de GABA con la regulacién de la
abstinencia; estudios han utilizado farmacos para incrementar los niveles de dicho neurotransmisor e
inhibir la liberacion de neurotransmisores excitatorios durante el sindrome de la abstinencia (Salehi y col.,
2011); se ha encontrado que tratamientos con vigabatrin (inhibidor irreversible de la enzima
GABAtransaminasa, (Leach y Brodie, 1998)) reduce el sindrome de abstinencias en ratas recién nacidas
(Santoro y col., 2016). Sin embargo, inyecciones de este mismo farmaco, de forma sistémica en ratas
dependientes de morfina potencia los sintomas fisicos que aparecen luego de la inyeccion con el
antagonista naloxona; como “wet dog shake o movimiento de perro remojado”, castafieo de dientes y
saltos (Sayin y col., 1998). No obstante, faltan investigaciones que logren determinar los nucleos
cerebrales asociadas con dicho estado, en vista que, los niveles de GABA en diversos regiones pudieran

regular de diferentes maneras la abstinencia.
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Por otro lado, inyecciones de vigabatrin en el palido ventral aumenta la inmovilidad en ratas durante
el test de nado forzado y reduce la preferencia por sacarosa (mediante el test de preferencia a sacarosa),
asociandose dichos resultados con la aparicion de estados depresivos como disforia y anhedonia
(Skirzewski y col., 2011), sintomas que también pueden producirse durante la abstinencia a las drogas.
De igual forma, aumentos de los niveles de GABA en el PV disminuye el consumo de heroina (Xiy Stein,
2000) y bloqueo de los receptores p-opioides con el antagonista naloxona en el palido ventral, induce
aversion (empleando altas dosis) y frena la adquisicion de cocaina (Skoubis y Maidment, 2003). Se
podria concluir, que una posible consecuencia del aumento de GABA en el PV pudiera relacionarse con

estados motivacionales negativos o aversivos que surge cuando se interrumpe el consumo de droga.

Figura 18. Resumen de los mecanismos de accion de la morfina y naloxona en el sistema
mesolimbico. Las flechas indican la alteracion en los niveles de neurotransmisores; el color negro de las
mismas sefiala los cambios generados por la morfina y las rojas por naloxona. ATV= area tegmental
ventral; Nac= nucleo accumbens; PV= palido ventral. La morfina al unirse sobre los receptores u-opioides
reduce la liberacion de GABA sobre el PV. Cuando se precipita la abstinencia con naloxona,
posiblemente, se incrementen los niveles de GABA sobre dicho nucleo y las proyecciones GABAérgicas
hacia el ATV; asi se contribuiria con la inhibicidon de las neuronas dopaminérgicas y reduccion en la
liberacién de su neurotransmisor sobre el Nac (Pothos y col., 1991; Xi y Stein, 2000). De esta forma el PV
podria modular indirectamente la liberacién de dopamina sobre el Nac, lo que también pudiera asociarse

con el sindrome de abstinencia.

Por otro lado, la reducida liberacién de GABA probablemente pueda estar regulada por la accién de
los autoreceptores GABAérgicos (GABAD) ubicados en el nucleo accumbens o terminales presinapticas
del PV (provenientes del accumbens), de manera que, el incremento de GABA durante la abstinencia
pudiera regular de forma negativa su propia liberacion; este hecho podria explicar la estabilizacion final

en los niveles de GABA luego de la inyeccion del antagonista. Es importante destacar, que la activacion
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de los autoreceptores GABAg inhiben los canales de calcio disminuyendo la concentracién del calcio
intracelular, y bloqueando la liberacion de neurotransmisores y neuropéptidos desde las vesiculas
sinapticas (Bowery y col., 2002; Kaupmann y col., 2001). Finalmente al evaluar las concentraciones
basales de GABA en los diferentes tratamientos con morfina y previo a la inyeccién de naloxona no se
encontraron cambios significativos, sin embargo, se puede apreciar una tendencia a disminuir, es posible
que se necesite incrementar el nUmero de animales en la experiencia para obtener resultados mas

concluyentes.
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Conclusiones

v' El tratamiento crénico con morfina redujo significativamente las concentraciones basales de
agmatina en el octavo dia de tratamiento, previo a la inyeccion del antagonista naloxona. Por el
contrario, luego de la inyeccién del antagonista en las ratas tratadas con morfina se produjo un

ascenso en los niveles de agmatina en el palido ventral de ratas.

v' El tratamiento agudo con morfina y luego de la induccién de la abstinencia con el antagonista
naloxona, incrementaron los niveles de glutamato en el palido ventral. Se hace necesario la

corroboracion de dichos resultados.

v' La fase crénica de tratamiento con morfina no alteré los niveles de glutamato en el palido

ventral asociandose con la aparicion de tolerancia.
v' Los niveles de GABA en el palido ventral fueron reducidos por los tratamientos agudo y

cronico con morfina. Mientras que la inyeccidn del antagonista naloxona, aunque no incrementd

significativamente los niveles de dicho neurotransmisor, compensé su descenso.
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Perspectivas futuras

v' Se sugiere la realizacion de trabajos que permitan determinar la fuente de agmatina en el
palido ventral, como la morfina podria alterar las enzimas asociadas con su biosintesis (en dicho

nucleo) y la posible asociacion de agmatina con el sindrome de abstinencia.
v Es necesario determinar en futuras investigaciones, el nucleo neuronal especifico que

proyecta glutamato hacia el palido ventral, cuando se induce el sindrome de abstinencia.

v' Se requiere determiner la posible liberacién de encefalinas durante el tratamiento crénico con
morfina y, el papel de los autoreceptores GABAérgico GABAg durante la abstienencia, en la regulacién

de la liberacion de GABA sobre el palido ventral.

v' Se recomienda la toma de muestras sucesivas para observar posibles alteraciones continuas

en el tiempo y evitar incognitas acerca de las variaciones ocurridas en los intervalos no muestreados.
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