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RESUMEN

La dependencia de opiaceos y especialmente de heroina sigue siendo un serio
problema de salud publica en muchos paises del mundo, aunque afortunadamente haya
disminuido la prevalencia de su consumo en nuestro pais en la Gltima década. Como es
conocido, el principal tratamiento farmacol6gico de la dependencia de opiaceos es el
empleo de agonistas sustitutivos, cuya eficacia y seguridad ha hecho que su uso se haya
ido generalizando progresivamente en los paises desarrollados. Sin embargo, hay un
alto porcentaje de recaidas en el consumo de estas drogas y para ayudar en la solucién
de este problema ain no se tienen herramientas terapedticas adecuadas por lo que es
necesario seguir investigando en este campo.

Dada la gran importancia de los sistemas opioide enddgeno y dopaminérgico en
la mediacion de las acciones reforzantes de muchas drogas de abuso, incluidas
I6gicamente la de los opiaceos, la investigacion basica sobre los mecanismos que
puedan estar operando en la dependencia y recaidas en el consumo de estas sustancias
se ha centrado en el estudio de ambos sistemas de neurotransmisores, pero es
reconocida cada vez en mayor grado la posible importancia en estos procesos del
sistema glutamatérgico. Ademas, se han descrito nuevos péptidos opioides, como es el
caso de las endomorfinas, que tienen propiedades analgésicas, pero cuya posible
participacion en las propiedades reforzantes de opiaceos de abuso es menos conocida.
Por ello, el objetivo esencial de esta tesis doctoral ha sido tratar de aportar nuevos

conocimientos sobre la posible contribucion de elementos reguladores del sistema

Xl



glutamatérgico (como es el caso de los receptores NMDA) y de las endomorfinas,
particularmente de la endomorfina 2, en las acciones reforzantes positivas de los
opiaceos. Dado, por otra parte, que el glutamato participa en gran parte de la activacion
neuronal del Sistema Nervioso Central (SNC), que ese neurotransmisor estimula la
captacion de glucosa en las células nerviosas y que hay datos que sugieren que drogas
de abuso como los opiaceos y la cocaina reducen la captacion de glucosa en el SNC,
también ha sido de nuestro interés analizar el metabolismo cerebral de la glucosa.
Finalmente, puesto que es conocido que hay diferencias individuales en respuesta a las
acciones reforzantes de las drogas y que puede decirse que hay sujetos con distinto
grado de vulnerabilidad a la drogadiccién, también hemos querido estimar la posible
influencia relativa del genotipo en la mediacion del sistema glutamatérgico y de la
endomorfina 2 en la diferente susceptibilidad ante los efectos reforzantes de los
opiaceos.

Para llevar a cabo nuestros estudios hemos empleado dos cepas de ratas, Lewis
(LEW) y Fischer 344 (F344), que tienen una demostrada diferente susceptibilidad ante
las acciones reforzantes de la morfina y las metodologias de la autoadministracion
intravenosa de drogas, la autorradiografia cuantitativa de receptores y la Tomografia por
Emision de Positrones en el animal pequefio (microPET).

En todos los estudios los animales se autoadministraron intravenosamente la
droga (morfina o endomorfina-2) durante 15 dias y extinguieron su conducta de
autoadministracion a diferentes tiempos (durante 7 y 15 dias en el caso de los receptores
NMDA; durante 15 dias en el del metabolismo cerebral de la glucosa; y durante 7 dias
en el de la endomorfina-2).

Los resultados indicaron que las dos cepas tienen niveles basales de receptores

NMDA distintos y que son mayores en la region del area tegmental ventral (ATV) de
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los animales LEW. Después de la autoadministracion de morfina, en los animales F344
se produjo un aumento de esos receptores en la regién del nicleo accumbens, pero en
los LEW no hubo cambios significativos. Sin embargo, en la region del tdlamo ambas
razas presentaron un aumento de estos receptores. Por su parte, durante la extincién los
animales LEW mostraron un descenso progresivo en sus niveles del receptor NMDA
comparados con los del Gltimo dia de autoadministracién (o dia 0) tanto en el dia 7
como en el 15, mientras que en los F344 dichos niveles decayeron hasta el dia 7, pero
iniciaron una recuperacion que fué mas manifiesta el dia 15.

En lo que se refiere al metabolismo cerebral de la glucosa, los resultados
indicaron que las ratas LEW tenian en si mismas (esto es, a nivel basal) un mayor
metabolismo cerebral de la glucosa que las ratas F344 en las cortezas entorrinal y
perirrinal asi como en una amplia zona que comprende el hipotalamo, los cuerpos
mamilares, la sustancia negra, el &rea tegmental ventral y el haz prosencefélico medial.
Sin embargo, tras 15 dias de autoadministracion de morfina estas diferencias basales
disminuyeron notablemente, aunque s6lo en las zonas corticales y no en las
subtalamicas. No obstante, después de los 15 de extincion se observd cierta tendencia a
la recuperacion de las diferencias basales.

Por altimo, en lo relativo a las endomorfinas, los datos que encontramos apuntan
a que la endomorfina-2 presenta una unidn a sus receptores mas especifica que la
endomorfina-1 a la concentracién de 3 nM, que es una concentracion a la que se une
con gran afinidad un ligando sintético, el DAMGO, a los receptores mu-opioides. Por
este motivo, en los subsiguientes estudios elegimos solamente a la endomorfina-2 para
estudiar si esta sustancia podia ser autoadministrada por los animales LEW, que en
trabajos nuestros previos se autoadministran mas morfina que los F344, a diferentes

concentraciones (100, 600, 1200 y 2400 nM/kg). Los resultados indicaron que no habia
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diferencias significativas cuando se comparaban los dltimos cinco dias de
autoadministracion y los Gltimos cinco de la extincién (en la que se sustituye la droga
por suero salino) de las dosis 100, 600 y 1200 nM/kg, lo cual sugiere que a esas dosis la
endomorfina-2 no parece inducir efectos reforzantes positivos en los animales LEW,
pero si se encontraron diferencias significativas en el caso de la dosis de 2400 nM, lo
cual apunta a que, al menos a dosis altas, la posible union de la endomorfina-2 a los
receptores mu-opoides hace que sea susceptible de ser autoadministrada por los sujetos,
limitando asi sus potencialidades terapeuticas como analgésico.

En conjunto, estos datos sugieren que: 1) la autoadministracién cronica de
drogas produce cambios neuroadaptativos en elementos reguladores del sistema
glutamatérgico, como es el caso de los receptores NMDA, en diferentes regiones
cerebrales. Dichos cambios pueden ser distintos en funcion del genotipo del sujeto y,
concretamente, en el caso de sujetos vulnerables pueden conllevar reducciones
mantenidas en el tiempo de los niveles de dichos receptores que, hipotéticamente,
podrian participar en una mayor facilidad para las recaidas; 2) los sujetos vulnerables,
en comparacién con los mas resistentes, parecen tener una mayor activacion cerebral
basal, diferencia que se mantiene durante la autoadministracién de morfina, aunque esté
mas reducida y que no parece ser muy duradera porque se inicia una recuperacion hacia
los niveles basales después de 15 dias de ausencia de la droga; y 3) parte de las acciones
reforzantes positivas de los opidceos pueden ser mediadas por el péptido enddgeno
endomorfina-2 a través de su union a sus receptores E-2 centrales, los cuales tienen una
distribucion  cerebral muy similar a la de agonistas sintéticos especificos de los

receptores mu-opioides.
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INTRODUCCION




1 Introduccién

1.1 Algunas notas histéricas

Los opiaceos, cuya capacidad de reducir el dolor aun no ha sido superada, han
sido usados durante siglos para inducir analgesia, entre otros prop6sitos, y aun hoy son
ampliamente utilizados en diversas ramas de la medicina. Se encuentran ya referencias
al uso del opio en los escritos de Teofrasto sobre el afio 300 a.C. Durante mucho tiempo
el opio fue administrado en forma de vapor o a través de punciones en la piel. Debido a
la extrema variabilidad en el contenido del opio y debido también a su variable tasa de
absorcion, los efectos iban de la analgesia insuficiente a la muerte por depresion
respiratoria, de forma que los fallecimientos no eran infrecuentes. Careciendo de los
modernos antagonistas opioides, los intentos por revivir a pacientes en estado de
inconsciencia inducido por una sobredosis de opio consistian en colocar bajo la nariz
una esponja empapada en vinagre o en dejar caer en el interior de los oidos unas gotas

de jugo de ruda.

Todo esto cambié en 1803, cuando Sertirner, un quimico aleman, aislé el
principal principio activo del opio y lo denomind morfina en honor a Morfeo, dios
griego del suefio. Los efectos de la morfina eran mucho méas potentes y mas predecibles
que los de su hermano mayor, el opio. Sin embargo, el problema de la precision en
cuanto a la administracion no se solucion6 hasta 1853 cuando Pravaz invento la jeringa
y Alexander Wood desarrollé la aguja hipodermica (Musto, 1991). Aunque la morfina
se aislo del opio a principios del siglo XIX, su estructura no fue identificada hasta 1925
por Gulland y Robinson. El descubrimiento de que simples modificaciones de la
molécula de morfina daban lugar a grandes variaciones en su farmacologia atrajo el
interés de los quimicos y farmacdlogos. En 1874 uno de estos cambios (la adicion de
dos grupos acetilo) dio como resultado el compuesto llamado diacetilmorfina o heroina
que fue rapidamente promocionado como mas potente que la morfina aunque no
adictivo. Hoy sabemos que la heroina es metabolizada primero a monoacetilmorfina y
luego a morfina en el cerebro. La heroina es, sin embargo, mucho mas rapida en ejercer
sus efectos debido a que la diacetilacion hace a la droga menos polar y, por ello, mas

liposoluble. Esta mayor solubilidad en lipidos facilita la entrada en el cerebro.
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1.1.1 El consumo de opiaceos en la historia reciente de Espafia

Todos los datos a nuestro alcance apoyan la tesis de que antes de 1976 el
consumo y comercio de heroina eran casi desconocidos en Espafia, aunque si habia
morfindbmanos de edades y caracteristicas muy diferentes a las de los futuros
heroindbmanos callejeros (Gonzélez Duro, 1979). Mientras que en el verano de 1978 los
consumidores de heroina en Espafia aun se contaban por decenas o, a lo sumo, por
centenares, en 1982 habia ya decenas de miles de jovenes que habian aprendido a
inyectarse opiaceos que conseguian en un creciente mercado negro. Hablamos de
opiaceos y no solo de heroina porque muchos de ellos se iniciaron en la préactica
endovenosa utilizando otras sustancias a menudo conseguidas en farmacias (Gamella,
1991).

La expansion del consumo de heroina en Espafia tuvo su primera fase entre 1977
y 1978 cuando los primero consumidores se hicieron visibles y la opinion publica centrd
su atencién en el uso local de esta droga. La expansion del uso de la heroina alcanzo
niveles epidémicos entre 1979 y 1982, durante la segunda fase, y alcanzé su cénit en la
tercera, entre 1983 y 1986, cuando se produjo la definitiva institucionalizacion del
problema. Desde 1987 la heroinomania entr6 en una nueva fase, disminuyendo el
nimero de nuevos usuarios mientras crecian la morbilidad y mortalidad de los
heroindmanos a consecuencia de su forma de vida, asi como por la expansion del SIDA.
Fue entonces cuando se extendid el uso de la heroina fumada cuyo uso era percibido por
los usuarios como menos peligroso que el intravenoso. A partir de 1991-1992, la
dependencia de heroina se ha convertido en “endémica”, hay menos nuevos
heroindmanos y el problema se concentra en una poblacion cada vez mas envejecida y
circunscrita a ciertos entornos. Varios indicadores independientes apoyan este modelo,
como son los datos de solicitudes de tratamiento, admisiones hospitalarias y clinicas,
confiscaciones de drogas ilegales, infecciones y enfermedades asociadas al uso
intravenoso de drogas y muertes por reaccion aguda (De la Fuente et al. 1995; Cami y
Barrio, 1993; Hartnoll, 1992; Sanchez Paya et al.1990; Comas, 1985; DGPND, 1994;
Funes y Romani, 1985). Sin embargo, y a pesar de esta clara disminucion del consumo
de heroina, son los heroindbmanos los que méas reclaman tratamiento (tanto primer

tratamiento como tratamientos tras las recaidas) y sigue siendo necesario un
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conocimiento méas profundo de los mecanismos Ultimos que operan en la adiccion a
opiaceos, para poder mejorar la eficacia de los tratamientos actuales, basados en su
mayor parte en el empleo de sustitutivos como la metadona. Por ello, en el siguiente
epigrafe nos ocuparemos del sistema mesocorticolimbico dopaminérgico considerado

como un sustrato comun a los efectos reforzantes de todas las drogas de abuso.

1.2 Sustratos neurales de los efectos reforzantes de las drogas

Parece que las drogas de abuso, incluidos los opiaceos, tienen un sustrato neural comin
de sus efectos reforzantes que vamos a ver con algun detalle. En 1954, James Olds y
Peter Milner hicieron un descubrimiento sorprendente: la estimulacion eléctrica de
ciertas zonas del cerebro era reforzante. Efectivamente, los animales experimentales
podian llegar a presionar la palanca que les proporciona las descargas hasta mas de
6.000 veces cada hora ignorando otros refuerzos como la actividad sexual o la comida.
Desde entonces se ha avanzado mucho en la comprension de como, tanto los
reforzadores naturales como las drogas de abuso, ejercen sus efectos en el SNC. Aunque
las distintas drogas producen efectos muy diferentes entre si (piénsese en la heroina, la
cocaina, el alcohol o la marihuana), parece que todas ellas tienen un efecto comun: bien
de forma directa o indirecta, actlan en el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico.
Este sistema suele dividirse en la via dopaminérgica mesocortical y la mesolimbica.
Simplificando, estas vias tienen su origen en el area tegmental ventral donde se
encuentran los cuerpos celulares cuyos axones inervan, entre otras regiones, el estriado
ventral (cuyo principal componente es el nucleo accumbens) y la corteza prefrontal
medial. Algunos investigadores han sugerido que es en concreto el ndcleo accumbens

el objetivo neuroanatomico final de la recompensa en general.
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Figura 1-1. Representacion esquematica del sistema mesolimbico-mesocortical dopaminérgico en el
cerebro de la rata. Adaptado de Cooper et al., 2003.

Se puede definir a la recompensa como cualquier estimulo que el cerebro interpreta
como intrinsecamente bueno o deseable mientras que un estimulo reforzante es aquel
que aumenta la probabilidad de que una conducta asociada con él sea realizada de nuevo
(Nestler et al. 2001).

Ademas de las drogas, también otros estimulos naturales como saciar la sed o el apetito
o la actividad sexual, parece que activan estas vias dopaminérgicas provocando la
liberacion de dopamina en sus objetivos. Por otro lado, no solo lo placentero activa
estas vias sino que también estimulos aversivos o el aprendizaje asociativo pueden
hacerlo. Ademas, mientras que una recompensa inesperada activa las neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas, si este estimulo reforzante se repite y termina siendo
esperado dejara de activarlas. Y si cuando es esperado, se omite, esto suprimira la sefial
en estas neuronas. Estos hallazgos han llevado a una conceptualizacion mas amplia
sobre estas neuronas dopaminérgicas mesencefalicas. Algunos creen que su funcién
podria ser la de orientar las limitadas capacidades cognitivas y conductuales hacia
cualquier estimulo inesperado con algin significado potencial, entre los cuales se

encontraria la recompensa.
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Sin embargo, existen diferencias entre los reforzadores naturales y las drogas de abuso.
Por ejemplo, la cantidad de dopamina liberada a causa de un reforzador natural es
limitada mientras que las drogas de abuso elevan los niveles de dopamina extracelular
en una medida mucho mayor lo que puede llevar a una regulacion a la baja del nimero
de receptores y, por consiguiente, a una subsensibilidad del sistema. Esta sensibilidad
reducida ha sido propuesta como la principal causa de vulnerabilidad a la recaida en el

uso de drogas.

Parece pues, que todas las drogas de abuso, incluida la morfina, ejercen sus efectos

reforzantes a través de este sistema neural.

A continuacién pasaremos a ver con detalle el modelo mas utilizado con animales de
laboratorio para estudiar las diferencias genéticas en cuanto a la proclividad al abuso de

drogas.

1.3 Aspectos diferenciales en las razas Fischer 344 y Lewis.

La mayoria de los modelos que intentan explicar los procesos de dependencia a drogas
de abuso, consideran los factores genéticos como una de las variables de mayor
importancia y relacionada con la predisposicion al consumo de drogas. Por ello, parece
imprescindible abordar la naturaleza de estos factores para poder comprender dichos
modelos. Para poder analizar su contribucién existen dos caminos posibles: a) la
manipulacion genética de animales de experimentacion y el posterior analisis de los
efectos que estas manipulaciones tienen sobre las conductas adictivas y b) el estudio del
genotipo y el fenotipo de diferentes clases de animales que muestren diferencias claras

respecto al consumo y dependencia de sustancias quimicas.

Este segundo acercamiento es el utilizado en dos de los estudios del presente trabajo de
investigacion y para ello disponemos de dos razas de ratas, las Fischer 344 (F344) y las
Lewis (LEW) derivadas ambas de una tercera: la raza Sprague-Dawley. Sabiendo que
estas dos razas difieren en sus comportamientos adictivos y estudiando las variables que
las caracterizan podriamos hallar las claves sobre los mecanismos implicados en la

vulnerabilidad genética a la drogadiccion. Por ello, todo este epigrafe esta dedicado a
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repasar los conocimientos acumulados hasta ahora sobre las diferencias entre estas dos

cepas de ratas.

Los comportamientos en los que se observan més diferencias entre ambas razas son
aquellos con un elevado componente de reactividad emocional, de estrés o de miedo
(Kosten y Ambrosio, 2002). Las ratas de la raza LEW muestran un mayor reflejo de
sobresalto que las F344. Este reflejo consiste en una reaccibn a nivel
musculoesquelético ante un estimulo que puede ser de diversas modalidades pero de alta
intensidad. Hemos de indicar el hecho de que este tipo de reflejo ha sido asociado
negativamente con el eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal (HPA). Por ello podriamos
hipotetizar tentativamente que los animales LEW podrian tener una menor
funcionalidad de dicho eje. En pruebas de ansiedad en las que se utilizan tests que
suponen un conflicto para el animal como colocar a ratas deprivadas de alimento en un
entorno nuevo y luminoso con acceso a comida, los animales LEW comen mas que los
F344 mostrando asi menos miedo al nuevo entorno. Sin embargo, en pruebas con
laberinto elevado no se han hallado diferencias entre razas, mostrando ambas altos
niveles de ansiedad (Chaulouff et al. 1995).

La “emocionalidad” o reactividad al estrés se ha medido con tests de actividad
locomotora y los resultados muestran que las F344 son mas emocionales que las LEW
al haber superado a estas ultimas en el numero de respuestas de erguimiento en un
ambiente novedoso, defecatorias y de actividad ambulatoria (Rex et al. 1996). También
existen diferencias entre estas dos razas en cuanto a sus respuestas, tanto
incondicionadas como condicionadas, a la administracién de diferentes drogas. Diversos
estudios han estudiado los efectos de los estimulantes psicomotores y de la morfina
sobre conductas incondicionadas. Las comparaciones entre razas de los efectos
locomotores de la cocaina apuntan a que la curva dosis-respuesta en la raza LEW es
menos pronunciada, mas plana, que en la F344. Utilizando un amplio rango de dosis, la
raza LEW muestra niveles caracteristicos de actividad locomotora y estos niveles son,
en general, mayores que los manifestados por la raza F344. Por tanto, la respuesta
locomotora incondicionada a la cocaina en las LEW es de mayor potencia pero menos
sensible a los efectos de la dosis, mostrando similares caracteristicas a lo largo de toda

la curva dosis-respuesta (George et al. 1991; Kosten et al. 1994).

22



La sensibilizacion es el hecho de que la repetida administracion de drogas produzca un
aumento de sus efectos activadores (Kalivas y Stewart, 1991; Post et al., 1987;
Robinson y Becker, 1986) y constituye otro efecto incondicionado susceptible de ser
estudiado. En este caso, la raza LEW desarrolla esta sensibilizacion mostrando un
menor nivel de actividad al inicio de la administracion de cocaina que se va
incrementando con el paso de los dias. No obstante, la raza F344 desarrolla cierta
tolerancia a los efectos sobre la actividad locomotora con dosis altas de cocaina y
muestra, al principio, niveles altos de actividad que van disminuyendo poco a poco.
Parece que ambas razas exhiben un patron opuesto en este parametro (Kosten et al.
1994). Ambas razas muestran, sin embargo, sensibilizacion a las estereotipias inducidas

por este psicoestimulante (Sircar y Kim, 1999).

Otros estudios han comparado los efectos sobre la actividad locomotora de la
administracion de morfina en ambas razas. Dosis de 1.0 y 5.0 mg/kg produjeron
incrementos significativos en la actividad locomotora en ambas razas aungue no se

observé un efecto global del genotipo.

Pasemos a revisar ahora las conductas condicionadas. Algunos estudios han comparado
a las dos razas en los paradigmas de condicionamiento al contexto y de
condicionamiento clasico utilizando drogas y otras clases de estimulos. Estos trabajos
son de gran importancia ya que los estimulos ambientales pueden llegar a asociarse con

los efectos de las drogas.

Otra respuesta que también ha sido medida y comparada en ambas razas son los niveles
de actividad locomotora producidos por cocaina. Tanto las F344 como las LEW
mostraron activacion condicionada: desarrollaron mayores niveles de actividad en las
sesiones en las que recibian cocaina en comparacién con los niveles de actividad

anteriores a la administracion de cocaina (Kosten el al. 1994).

El condicionamiento aversivo gustativo es un procedimiento de condicionamiento
clasico en el que también han sido estudiadas estas dos razas de ratas. En un primer
estudio, la raza LEW desarrollé condicionamiento aversivo al sabor de la cocaina mas
rapidamente y con dosis menores que la raza F344 (Glowa et al. 1994). En cambio, en
trabajos posteriores no se encontraron diferencias entre ambas razas en

condicionamiento aversivo al sabor de la cocaina usando dosis y procedimientos de
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administracion similares a los utilizados en condicionamiento al contexto (Kosten el al.
1994). Otros trabajos muestran que las F344 adquierieron mas rapidamente la aversion
al sabor inducida por la cocaina (Lancellotti et al. 2000), mientras que las LEW no
adquirieron tal conducta. Otros autores, sin embargo, han encontrado que estas dos
cepas no se diferenciaban en el desarrollo de condicionamiento al sabor al cloruro de
litio (Grigson y Freet, 2000). Estos mismos autores han sugerido que la raza LEW es
mas sensible a los cambios en el valor de los reforzadores en comparacién con la raza
F344 (Grigson y Greet, 2000).

El condicionamiento preferencial de lugar es otro de los paradigmas con el que se han
estudiado diferencias entre estas dos cepas de rata. Consiste en un procedimiento de
condicionamiento clasico por el que las ratas tienden a aproximarse y pasar mayor
tiempo en un ambiente emparejado previamente con la administracion de la droga. Ello,
se cree que refleja las propiedades reforzantes de las drogas como puede deducirse del
amplio rango de drogas con las que se mantiene dicha conducta (Carr et al 1989;
Schechter y Calcagnetti, 1993). Sin embargo, el descenso en el tiempo que el animal
pasa en un ambiente asociado con la droga reflejaria los efectos motivacionales
negativos de dicha droga como se observa tras la administracion de antagonistas
opiaceos a ratas previamente expuestas a morfina (Mucha, 1987). Diversos trabajos han
mostrado claramente que las ratas LEW exhiben un mayor condicionamiento
preferencial de lugar con varias drogas psicoactivas como la morfina, la cocaina o la
nicotina, en comparacion con las F344 (Guitart et al. 1992; Horan et al. 1997; Kosten et
al. 1994).

Se han empleado también diversos procedimientos para evaluar los efectos de las drogas
con estudios de condicionamiento operante entre los que podemos citar a los que se
refieren al efecto de las drogas sobre la conducta reforzada, utilizando diferentes
metodologias como la autoestimulacion eléctrica intracraneal, al efecto de las drogas
como estimulos discriminativos o la funcion de las drogas como reforzadores naturales
en tareas operantes como en la autoadministracion intravenosa de drogas. Los animales
pueden ser entrenados para discriminar la presencia de una droga por medio de la
seleccion de una palanca en una tarea operante (Colpaert, 1978). Los estimulos
sefialarian el momento en el que, si se produce la respuesta, esta seria reforzada. Con

una dosis de 10 mg/kg de cocaina no se hallaron diferencias en la discriminacion de
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drogas entre razas (Haile y Kosten, 2000). No obstante, en otro estudio, las ratas F344
adquirieron la conducta de discriminacién de morfina mas rapidamente que las LEW
(Morgan et al. 1999). No hubo diferencias en ninguno de los dos estudios, tras la

adquisicion, en la respuesta en funcion de la dosis utilizada.

La raza LEW se autoadministra varias drogas psicoactivas mas facilmente que la raza
F344. En los primeros estudios se utilizd la via oral mostrandose que las LEW se
autoadministraban mas etanol (Li y Lumeng, 1984; Suzuki et al. 1988a), opiaceos
(Suzuki et al. 1992; Suzuki et al. 1988b) y cocaina (George y Goldberg, 1989) que las
F344. En un estudio posterior, sin embargo, se demostré que con la autoadministracion
oral, la cocaina no funciona como reforzador en la raza LEW aunque si se produjo un
aumento en la activacion locomotora (Bell et al. 1993). En cambio, la raza LEW
adquirio la conducta de autoadministracion intravenosa de cocaina con dosis menores y
en menos ensayos que la raza F344 (Kosten et al. 1997). Al reemplazar la cocaina por
suero salino tuvo lugar una disminucién de la respuesta de autoadministracién en ambas
razas lo que concuerda con la idea de que la cocaina funciona como un reforzador.
Igualmente, la adquisicion de la conducta de autoadministracion de morfina tuvo lugar
mas rapidamente en las LEW que en las F344 (Ambrosio et al. 1995; Martin et al.
1999). Las dos razas mostraron extincion de la conducta de autoadministracion al ser
sustituida la morfina por suero salino aunque la frecuencia de extincién fue menor en la
raza LEW (Ambrosio et al. 1995; Martin et al. 1999). Curiosamente, ninguna de las dos
razas adquirio la conducta de autoadministracion de nicotina bajo condiciones en las
que otras razas si la adquirieron (Shoaib et al. 1997). No es facil explicar estos
resultados, especialmente si tenemos en cuenta que los estudios de condicionamiento
preferencial de lugar demuestran que en la raza LEW hay un grado de condicionamiento
a la nicotina tan elevado como a la morfina o a la cocaina. EI motivo podria ser que la

nicotina administrada intravenosamente puede tener algunas propiedades aversivas.

Finalmente, se ha comprobado que bajo programas de razon fija, los animales LEW
responden con menor frecuencia en comparacion con los animales F344 cuando se va
reduciendo la dosis de cocaina (Kosten et al. 1997). Ello sugiere que estos animales son
mas sensibles a los efectos reforzantes de la cocaina aunque bajo programas de razon
progresiva parece que las ratas F344 presentan mayor frecuencia de respuesta que las
ratas LEW (Ward et al, 1996).
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Teniendo en cuenta todos estos datos experimentales con distintas drogas y
procedimientos podemos afirmar que la raza LEW parece méas sensible al efecto

reforzante de las drogas en comparacion con la raza F344.

Una duda que ha surgido con este tipo de estudios es si el aumento de respuestas
operantes mostrado por las LEW, comparadas con la F344, es consecuencia del efecto
reforzador de las drogas. Por ello, se ha evaluado la adquisicion de la respuesta operante
con un reforzador natural como es la comida. Bajo un programa de reforzamiento
continuo, la raza LEW adquiri6 mas rapidamente la respuesta operante que la F344
aunque ninguna de las dos razas difiri6 en el nimero de ensayos necesarios para
alcanzar su respectivo nivel asintotico de respuesta. Bajo programas de razdn
progresiva, ambas razas no difieren significativamente en los puntos de cese o breaking
points, ni en la frecuencia final de respuestas emitidas para la comida (Martin et al.
1999).

Existen también diversas diferencias entre estas dos cepas de ratas a nivel
neuroquimico. Como se sabe, tanto las drogas de abuso como los reforzadores naturales
activan la via dopaminérgica mesocorticolimbica (Heffner et al. 1980; Pfaus et al. 1990;
Wise y Rompre, 1989). Las razas LEW y F344 difieren en distintos aspectos
relacionados con este sistema neurotransmisor. Por ejemplo, los niveles de tirosina
hidroxilasa (TH), la enzima encargada de la sintesis de la dopamina, en el ATV de los
animales pertenecientes a la raza F344 son menores que los de los animales LEW. Al
contrario ocurre en el nucleo accumbens, donde los niveles de tirosina hidroxilasa (TH)
son mayores en F344 que en LEW (Beitner-Johnson et al. 1991; Guitart et al. 1992;
Ortiz et al. 1995). Por otra parte, las ratas F344 tienen un mayor nimero de neuronas
dopaminérgicas activas espontaneamente en el ATV al ser comparadas con las LEW.
Asimismo, se han encontrado mayores niveles extracelulares de metabolitos de la
dopamina en el NAcc de los animales F344 aunque no hay diferencias en los niveles de
este transmisor entre ambas razas (Camp et al. 1994; Strecker et al. 1995). También se
ha comprobado que las LEW son més sensibles en su respuesta dopaminérgica a la
cocaina y la metanfetamina en el Nacc en comparacion con las F344 y que muestran un
mayor descenso en los metabolitos de dopamina (Camp et al. 1994). Del mismo modo,
se ha podido comprobar el hecho de que los niveles de dopamina en el Nac se

incrementan en mayor proporcion en respuesta a la administracion de morfina en las
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ratas F344 (Schutz et al 1994) encontrdndose, ademas, una diferencia temporal: los
niveles de dopamina estdn mas elevados en las F344 entre los 10 y los 40 minutos tras
la administracion con un pico del 553% a los 30 minutos mientras que en las LEW el

nivel maximo aparece a los 20 minutos y es de un 336% (Schutz et al. 1994).

Los animales de la cepa F344 muestran mayores niveles de proteinas Gia en el Nac,
aunque no hay diferencias respecto a las proteinas Goa y Gsa. en comparacion con la
cepa LEW (Brodkin et al. 1998; Guitart et al. 1993). Es sabido que las proteinas Gi/o
estan ligadas a los receptores dopaminérgicos D2 y que inhiben la actividad de la
enzima adenilato ciclasa (AC) por lo que parece que estos datos concuerdan con el
hecho de que las F344 tengan mayores niveles de AC y de proteina quinasa A (Guitart
et al. 1993) asi como mayor densidad de receptores dopaminérgicos D2 6 D3 (Flores et
al. 1998) que las LEW en el Nac. A diferencia de lo hallado con los receptores D2 y D3,
no se han encontrado diferencias en los niveles de receptores dopaminérgicos del
subtipo D1 entre las razas LEW y F344 (Flores et al. 1998) ni diferencias en la fijacion
a los receptores D1 6 D2 o en la expresion de su ARNm en el estriado (George et al.
1991; Luedtke et al. 1992) ni en la fijacion al receptor D1 en el Nac. Si se han
encontrado diferencias entre ambas razas en otras zonas cerebrales. Por ejemplo, la raza
F344 muestra mayores niveles de fijacion al receptor del subtipo D1 en la corteza
cingulada aungue menores niveles en varias capas de hipocampo, en las capas
molecular y granular del giro dentado, partes ventral y central del ndcleo talamico
posterolateral y la parte reticular de sustancia negra (Martin et al. 2003). También se
han hallado diferencias en los niveles del transportador dopaminérgico en el Nacc ya

que parece que la raza LEW tiene menos que la F344 (Flores et al. 1998).

Aparte de las diferencias encontradas en el sistema dopaminérgico se ha podido
comprobar que existen distinciones entre ambas razas en otros sistemas
neurotransmisores que pueden estar implicados también en la busqueda y consumo de
drogas. Por ejemplo, en comparacion con la raza LEW, la F344 tiene un mayor nivel
basal de glutamato en la corteza prefrontal y en el Nacc (Selim y Bradberry, 1996)
aungue esta ultima raza presenta un nivel menor de fijacion al receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA) que la LEW en varias regiones cerebrales como las cortezas frontal
y cingulada, el caudado putamen, el nucleo central de la amigdala y la capa blanca

intermedia del coliculo superior (Martin et al. 2003).
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En cuanto al sistema serotoninérgico, las ratas de la raza F344 muestran mayores
niveles basales de serotonina (5HT) en el Nacc (Selim y Bradberry, 1996) aunque los
niveles basales del metabolito de la 5HT, acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) son
similares en ambas razas (Camp et al. 1994; Strecker et al. 1995). Hay que sefialar, sin
embargo, que los niveles de este metabolito se incrementan notablemente en el Nacc de
las ratas F344 pero no en las LEW tras la administracion de metanfetamina, aunque no
de cocaina (Camp et al. 1994). A ello hay que afadir que las ratas F344 tienen mayores
niveles de fijacion al receptor de serotonina en la corteza frontal y en el hipocampo.
Otras diferencias encontradas en el sistema serotoninérgico que creemos conveniente
mencionar incluyen la mayor fijacién al receptor 5SHT1A y la mayor expresion de de su
ARNmM en el hipocampo por parte de los animales de la raza F344 en comparacion con
la LEW. Asimismo, la raza F344 muestra un mayor nivel de actividad de la enzima

triptofano hidroxilasa, encargada de la sintesis de serotonina (Chaouloff et al. 1995).

Nuestro grupo se ha encargado de estudiar las caracteristicas del sistema opioide en las
razas LEW y F344. Los resultados arrojados por estas investigaciones demuestran que
la raza LEW adquiere la conducta de autoadministracién de morfina mas rapidamente
que la F344 con programas de condicionamiento operante de bajo requerimiento de
respuestas (Razén Fija 1) (Ambrosio et al. 1995) y que esas diferencias se mantenian
con programas de alto requerimiento de respuestas como los de Razdn Progresiva que
miden, ademas, la eficacia reforzante de las drogas (Martin et al. 1999). En este trabajo
puedo también comprobarse que la raza LEW tiene menor contenido de ARNm de

proencefalina en el estriado dorsal y en el Nac que la raza F344.

Con respecto a los receptores p opioides, decir que se ha encontrado que los animales de
la raza LEW tienen niveles menores en el estriado dorsal, el nicleo accumbens, en
varios nucleos taldmicos y en otras regiones cerebrales al ser comparados con los
animales de la raza F344 (Oliva et al. 1999; Sanchez-Cardoso et al. 2002). Por otra
parte, se ha encontrado que la raza F344 muestra un mayor nivel de expresion génica de
encefalina en el hipotdlamo (Sternberg et al. 1989) asi como mayores niveles de
dinorfinas en varias regiones cerebrales al ser comparada con la LEW (Nylander et al.
1995).
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Estas diferencias en el sistema opioide entre ambas razas podrian traducirse en
diferencias conductuales. Como hemos comentado antes, las ratas LEW adquieren mas
facilmente la conducta de autoadministracion de morfina y ello podria tener relacion
con el hecho de que esta raza muestre una menor presencia basal de elementos
reguladores de su sistema opioide, receptores u y niveles de proencefalina, al ser

comparada con la F344, menos vulnerable al consumo de opiéceos.

Una vez vistas las diferencias entre estas dos cepas de rata pasamos a ver distintos
aspectos de la morfina y el sistema opioide endégeno haciendo especial hincapié en las

endomorfinas.

1.4 Lamorfinay el sistema opioide enddgeno

1.4.1 La morfina: farmacocinética, farmacodindmica, mecanismos efectores y
acciones farmacoldgicas.

1.4.1.1 Farmacocinética

La morfina es un alcaloide procedente del opio (10% de su composicién), jugo
extraido de la planta Papaver somniferum que también contiene otros alcaloides como

la codeina o la papaverina que son utilizados actualmente en clinica.

La morfina se absorbe facilmente en el tracto gastrointestinal aunque, debido al
efecto del primer paso hepatico sélo alcanza una biodisponibilidad del 20-25%. La
absorcién por via subcutanea o intramuscular es buena, con un periodo de latencia de
unos 30 minutos. EI méximo efecto se alcanza al cabo de una hora, persistiendo durante
3-5 horas. Mediante las vias epidural e intratecal se consiguen concentraciones
satisfactorias en el liquido cefalorraquideo. El efecto por via intravenosa es muy rapido,
con un tiempo de latencia de unos cinco minutos. También se consigue una buena
absorcién por las mucosas nasal y oral con los compuestos mas lipofilicos como, por

ejemplo, la heroina.
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Figura 1-2. Estructura molecular de la morfina.

La morfina se une a proteinas plasmaticas en sélo un 35% debido a su gran
hidrofilia. Pasa con dificultad la barrera hematoencefélica, pero se fija selectivamente
en varios nucleos del SNC. No tiene ninguna dificultad, sin embargo, en atravesar la

barrera placentaria.

La morfina se biotransforma principalmente por conjugacion con &cido
glucurdnico, dando lugar a metabolitos activos e inactivos. El conjugado en posicién 6
(morfina-6-glucurénido) es aln mas potente, de diez a veinte veces mas que la propia

morfina, siendo su semivida plasmatica de dos a tres horas.

Otras tres posibles vias metabdlicas son la N-desmetilacion de la morfina, que da

lugar a normofina, la sulfatacion y la metilacion (Florez et al 2004).

La eliminacion de la morfina tiene lugar fundamentalmente por filtracion
glomerular vy, principalmente, como derivado conjugado, aungque una pequefia cantidad

se elimina como morfina inalterada.

Sufre circulacién enterohepética, elimindndose por heces un 5-10% en forma

conjugada. También se elimina en pequefia cuantia por la leche materna.

1.4.1.2 Farmacodinamicay mecanismos efectores
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En el apartado dedicado al sistema opioide enddgeno se describiran en detalle
los distintos tipos de receptores opioides existentes en el SNC de los mamiferos, por lo

que en este epigrafe nos centraremos mas en los mecanismos efectores.

La respuesta de una neurona a la presencia de un opioide se caracteriza por: 1)
inhibiciébn de la actividad bioeléctrica y 2) inhibicion de la liberacién del
neurotransmisor en que esa neurona se ha especializado, sea cual fuere su naturaleza,

activadora o inhibidora.

Los receptores opioides se encuentran acoplados a diversas formas de proteinas
Gilo, pertenecientes a la superfamilia con siete dominios transmembrana, segun la
localizacion neuronal del receptor, sensibles todas ellas a la toxina pertussis. La
activacion de las proteinas Gai/ao provoca inhibicién de la adenilatociclasa con

reduccion del AMPc, apertura de canales de K* y cierre de canales de Ca®".
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Figura 1-3. Representacion de un receptor p-opioide con los 7 dominios transmembrana.

El aumento de la conductancia al K produce hiperpolarizacion de membrana,
reduccion de la duracién del potencial de accion e inhibicion de la actividad de descarga
de potenciales de accion por parte de la neurona. La consecuencia es una clara
inhibicidn de la actividad bioeléctrica de la neurona y, en la terminacion nerviosa, una
reduccién de la capacidad de liberar el neurotransmisor. Se ha comprobado este tipo de
respuestas en multiples regiones del sistema nervioso central (SNC) y del sistema
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nervioso periférico (SNP): locus coeruleus, hipotalamo, medula espinal, nlcleo
parabraquial, ganglios raquideos y plexo submucoso de la pared intestinal (Lorenzo et
al. 2001).

El bloqueo de los canales de Ca** (algunos de los cuales son de tipo N) con
reduccién de la entrada de este ion, provoca, aparte de cambios de potencial de
membrana, una inhibicion de la liberacion de neurotransmisores. La reduccion de los
niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) repercute en el estado de fosforilacion
de multiples proteinas intraneuronales, incluidas las que se encuentran en el nucleo para
regular procesos de transcripcion a partir de genes de accion inmediata y de accion

tardia.

1.4.1.3 Acciones farmacoldgicas

La morfina ejerce sus efectos mas pronunciados en el SNC y, como podriamos
esperar, estos efectos son dependientes de la dosis. En dosis pequefias y medias (5-10
mQ), los principales efectos subjetivos son somnolencia, disminucion de la sensibilidad
a estimulos externos e internos y pérdida de la ansiedad e inhibicion. A estas dosis se
produce relajacion muscular, analgesia, ligera depresion respiratoria, contraccion de las
pupilas (miosis) y disminucion de la capacidad de concentracion; estos efectos suelen

ser seguidos por el suefio (Feldman et al, 1997).

En dosis algo mayores se presenta euforia y el estado subjetivo es algo distinto a
la relajacion obtenida con dosis menores. La literatura habla a menudo del efecto
[lamado rush (subida) que se siente inmediatamente después de la inyeccion intravenosa
de morfina o heroina y que ha sido comparada frecuentemente con un *“orgasmo

abdominal”.

Las nduseas que a menudo acompafian incluso a las dosis bajas, aumentan segln
lo hace la cantidad del farmaco administrado. Las nduseas son un efecto del SNC en el
que se encuentra implicado el area postrema. Para los sujetos dependientes o adictos a
opiaceos las nauseas pueden llegar a convertirse en una sefial positiva al haber adquirido
propiedades reforzantes secundarias que sefialan la aparicion de la euforia (Feldman et
al. 1997).
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Con dosis aun mayores, el sopor se transforma en pérdida de la consciencia, la
contraccion de las pupilas es ain mayor y la tasa respiratoria se ve peligrosamente
disminuida. A estas dosis el centro respiratorio del tronco del encéfalo, que
normalmente responde ante altos niveles de CO, en sangre aumentando la tasa y
profundidad respiratorias, se encuentra deprimido y puede, en Gltima instancia, conducir
a la muerte. La funcion respiratoria puede verse ain mas comprometida por la posible
accion broncoconstrictora de los opiaceos debida al estimulo vagal y a la liberacion de

histamina.

La accion analgésica es la propiedad mas importante de la morfina: suprime casi
todos los tipos de dolor, cualquiera que sea su localizacion o intensidad. Podemos
distinguir dos componentes en el fendmeno del dolor: 1) el dolor como sensacién
especifica y 2) el dolor como sufrimiento, es decir, el componente afectivo o emocional
del dolor. La morfina suprime, fundamentalmente, el componente afectivo del dolor y lo
hace de manera selectiva en cuanto que lo consigue con dosis que no producen suefio ni

anestesia, ni alteran otras modalidades sensoriales como la tactil, térmica o vibratoria.

1.4.1.4 El sistema opioide enddgeno.

El hecho de que los farmacos opidceos presentasen estereoespecificidad, que
muchos de ellos tengan una gran potencia farmacologica y la posibilidad de fijacion
saturable, demostré la existencia de sitios de reconocimiento especifico que se

denominaron receptores opioides.

Por otra parte, en el organismo existen también sustancias fisioldgicas
enddgenas con especificidad por estos receptores. Estas sustancias, “opioides
enddgenos”, son capaces de ocupar el receptor opioide y se comportan como la morfina.
En la actualidad se conocen tres familias distintas de estos péptidos: las encefalinas, las
endorfinas y las dinorfinas. Cada familia deriva de un polipéptido precursor diferente y
posee una distribucion anatomica caracteristica. Dichos precursores se conocen como

proopiomelanocortina (POMC), proencefalina (PENK) y prodinorfina (PDYN).

Estos precursores se caracterizan por poseer de manera repetida ciertas
secuencias de péptidos bioldgicamente activos, tanto opioides como no opioides. Asi la
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POMC contiene la secuencia de amino&cidos de la hormona melanocito estimulante (y-
MSH), de la adrenocorticotropina (ACTH) y de la B-lipotropina (B-LPH). Dentro de la
secuencia de 91 aminoacidos de la B-lipotropina se encuentran la p-endorfina y la p-
MSH (véase Fig.1.3).

B-MSH

PPOMC P-MSH ‘*i“" —— pEndorfina
A BEl—h— H—+ H—H HEH coon
NH; a-MSH B-LPH
Met-enk Met-enk
PPENK Met-enk Arg-Gly-Leu Arg-Phe
R senal HE-EHHHH—HEH— R HH o
NH; Péptido F Péptido E
PPDYN p-Necendorfina - DinB
c EN P 4+ ———coon
NH; a-Meoendorfina it Léu-enk
PPNOC MNociceptina
D KR H—+H—] coon
NH: Nocistatina PPNOC 5498

Figura 1-4 Procesamiento proteolitico de los precursores polipéptidos opioides.

La distribucién de estos péptidos esta relativamente limitada dentro del SNC.
Los péptidos derivados de la proencefalina estan en areas del SNC relacionadas con la
percepcion del dolor, la afectividad, la modulacion del control motor, la regulacién del
sistema nervioso autonomo (SNA) y las funciones neuroendocrinas. Los péptidos
opioides no estan confinados Unicamente en el SNC: los péptidos derivados de la
proencefalina también se encuentran en la médula adrenal y en plexos nerviosos y

glandulas exocrinas del estomago y del intestino.

Los opioides enddgenos y los farmacos opiaceos pueden interaccionar con
distintos tipos de receptores. Se ha sugerido la existencia de, al menos, tres tipos de
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receptores opioides denominados mu (u), delta (8) y kappa (x), habiéndose identificado

igualmente algunos subtipos de estos receptores.

El receptor u se expresa ampliamente en el SNC: neocortex, estriado, ndcleo
accumbens, amigdala, talamo, hipocampo, septum, sustancia negra, coliculos inferiores
y superiores, locus coeruleus, nucleo del tracto solitario, nucleo espinal del trigémino y

asta dorsal de la médula espinal (Feldman et al. 1997).

Este receptor presenta dos subtipos en funcion de su afinidad relativa por los
agonistas: p-1, de alta afinidad y mediador, al ser activado, de la analgesia supraespinal,
miosis y euforia; y p-2, de baja afinidad y mediador de la depresion respiratoria,

acciones gastrointestinales y otras.

Normalmente el receptor 6 esta colocalizado con el receptor p, aunque de
manera un poco mas restringida. Se encuentra sobre todo en el neocortex, el estriado,

las areas olfatorias, la sustancia negra y el nucleo accumbens (NAcc).

El receptor & parece estar involucrado tanto en la analgesia de origen
supraespinal como en la espinal; especialmente esta ultima en el dolor originado por
estimulos térmicos. También se han identificado receptores 8-1 y 6-2. Los agonistas con
mayor afinidad por el receptor & son los opioides enddgenos leu-encefalina y met-

encefalina, asi como sus analogos estructurales.

El receptor x, con afinidad por la ketociclazocina y otros derivados del
benzomorfano, por ejemplo la pentazocina, media la analgesia, que no presenta el grado
de tolerancia de los agonistas de los receptores u y que parece ser de origen espinal. Su
activacion produce, en vez de euforia, disforia y efectos psicomiméticos (desorientacién
y despersonalizacion). Se ha propuesto la existencia de varios subtipos de receptor x a
partir de resultados obtenidos de ensayos de fijacion y de estudios farmacoldgicos. Asi,
los k-1 producirian analgesia a nivel espinal, mientras que los k-3 aliviarian el dolor a
través de mecanismos supraespinales. Se ha propuesto la existencia de receptores k-2,

pero sus propiedades farmacoldgicas se desconocen.

Los tres tipos de receptores se han clonado a partir de acido desoxirribonucleico
(ADN) humano. Al igual que los demas receptores asociados a proteinas G (se conocia
desde hacia tiempo que los opioides inhiben la adenilatociclasa), los tres receptores
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pertenecen a la familia de proteinas con siete dominios transmembrana. La homologia

de la secuencia de aminoacidos entre los tres alcanza hasta el 60% en su conjunto.

Recientemente, se ha clonado un receptor distinto de los otros tres aunque
también asociado a proteinas G, con el 50-60% de homologia. Ha sido denominado
ORL-1 (opioid receptor-like protein). Su activacion provoca también inhibicion de la
adenilatociclasa. Solo tienen una ligera afinidad por este receptor las dinorfinas, si bien
se ha aislado un nuevo péptido cerebral de 17 aminoéacidos llamado nociceptina u
orfanina. Esta por aclarar todavia el papel real de este ligando y de su receptor, ya que

se les ha propuesto una funcion doble algésica y analgeésica.

1.4.1.5 Las endomorfinas.

Continuando con este repaso del sistema opioide enddgeno hablaremos ahora de

dos péptidos opioides enddgenos descubiertos recientemente.

En la segunda mitad de la década de los noventa se identificaron dos péptidos
qgue fueron nombrados endomorfina-1 (E-1), y endomorfina-2 (E-2). La E-1 posee
mayor afinidad (Ki=360 pM, 0.36 nM) vy selectividad por el receptor p-opioide (4.000
veces mas que por el 6 y 15.000 que por el ) que otros ligandos opioides enddgenos
incluida la B-endorfina (Zadina et al., 1997, 1999).

Sin embargo a pesar de las diversas acciones atribuidas a estos péptidos aun no se ha
identificado un &cido ribonucleico mensajero (ARNm) especifico que codifique un
precursor para estos péptidos opioides com es el caso de otras familias de péptidos
opioides: PENK, PDYN, POMC y proNoc/OFQ (Comb et al 1982; Nothaker et al 1996;
Reischeid et al 2000).

Estructuralmente, las secuencias peptidicas codificadas por las endomorfinas son muy
diferentes a las mostradas por diversos péptidos opioides enddgenos. Mientras que los
péptidos opioides clasicos como las encefalinas, las endorfinas y las dinorfinas
comparte la secuencia Tyr-Gly-Gly-Phe en el terminal N, las endomorfinas muestran las
secuencias Tyr-Pro-Trp-Phe la E-1y Tyr Pro-Phe-Phe le E-2 (Fichna et al 2007).
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En cuanto a su distribucion en el sistema nervioso central las endomorfinas muestran
patrones comunes y tambien caracteristicos de cada una de ellas (Antén et al 1998,
Martin-Schild et al 1999; Pierce et al 2000). Tanto la E-1 como la E-2 han sido
localizadas en diversas estructuras del SNC de la rata: la estria terminal, la sustancia
gris periacueductal, el locus coeruleus, el nucleo parabraquial, el hipotdlamo y el nucleo
del tracto solitario. Sin embargo la E-1 parece estar densamente distribuida en diversas
regiones prosencefalicas como el nucleo accumbens, la corteza, el talamo y el cuerpo
estriado asi como en el troncoencéfalo superior: ndcleo del tracto solitario y ganglios de
la raiz dorsal (Martin-Schild et al 1999; Schreff et al 1998). Por su parte la E-2 se
localiza principalmente en la médula espinal y en el troncoencefalo inferior y
particularmente en el nucleo del tracto solitario, la sustancia gelatinosa del bulbo
raquideo y en las capas superficiales del asta dorsal de la médula espinal asi como en el
hipotalamo lateral (Antdn et al 1998; Martin-Schild et al 1999; Schreff et al 1998).

Numerosos estudios han demostrado claramente que es el receptor p-opioide el que
media las acciones de las endomorfinas en el SNC de los mamiferos (Fichna et al 2007).
La hipotesis que apunta a que las endomorfinas son los ligandos enddgenos de los
receptores p-opioides surgio de varios estudios que mostraron que ambas endomorfinas
desplazaban a la [D-Ala®, N-MePhe*, Gly-ol]-encefalina (DAMGO), a la naloxona y a
otros ligandos selectivos de los receptores p-opioides de forma dependiente de la
concentracion (Horvath, 2000). Es mas, estudios autorradiograficos que usaron
trazadores marcados radiactivamente mostraron que la distribucién de estos ligandos
coincidia con la distribucion de DAMGO en el cerebro de los roedores (Fichna et al
2007).

Sin embargo basandose en la baja eficacia de las endomorfinas para estimular el
receptor p-opioide, comparada con el DAMGO y con la morfina, ambos péptidos han
sido considerados como agonistas parciales de los receptores p-opioides (Sim et al
1998; Alt et al 1998).

Ademas, varios estudios farmacologicos han mostrado que las endomorfinas producen
sus efectos bioldgicos regulando de manera diferencial los dos subtipos del receptor p-
opioide pl y p2 (Sakurada et al, 1999; Tseng et al, 2000; Sakurada et al, 2000). Por
ejemplo el antagonista del receptor pl naloxonacina despliega una gran eficacia en
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bloguear la antinocepcion inducida por la E-2 en comparacion con la mostrada por la E-
1. En cambio el antagonista de los receptores p-opioides B-funaltrexamina es capaz de
inhibir la antinocepcion inducida por ambas endomorfinas (Sakurada et al, 1999; Tseng
et al, 2000; Sakurada et al, 2000).

Es interesante resaltar el hecho de que en varios estudios in vivo que utilizaron técnicas
de binding con radioligandos ademas de otros en los que se empleé la autorradiografia
se encontrd que las endomorfinas marcaron varias zonas en las que también marca el
DAMGO en el cerebro de la rata apoyando el papel endégeno de estos dos péptidos

como ligandos peptidicos del receptor p-opioide (Fichna et al 2007).

Existe un gran namero de estudios tanto celulares como farmacol6gicos que muestran
que la exposicion cronica a agonistas de los receptores p-opioides median los cambios
de larga duracion y las adaptaciones celulares que subyacen al desarrollo de la
tolerancia y la dependencia fisica a los opiaceos tanto en animales como en humanos
(Defer et al, 2000; Heyne et al 2000; Law et al 2000). Estudios in vitro han mostrado
gue la administracion cronica tanto de E-1 como de E-2 produce el desarrollo de
tolerancia en lineas celulares especificas de tumores neuronales (Higashida et al 1998;
McConalogue et al, 1999). Por otra parte, las endomorfinas han mostrado que pueden
producir endocitosis y trafico de los receptores p-opioides (Béhm et al 1997) lo cual
parece mediar en la desensibilizacion, la resensibilizacion y la regulacién a la baja de
distintos mecanismos moleculares implicados en la capacidad de respuesta celular a la
estimulacion por ligando implicada en el desarrollo de la tolerancia opioide y de la

adiccion a drogas (Bohm et al 1997).

Por otra parte y mediante experimentos in vivo se ha comprobado que las endomorfinas
pueden provocar la aparicion de signos caracteristicos del sindrome de abstinencia de
opiaceos del tipo de los producidos por dosis similares de morfina (Chen et al 2003). El
método utilizado fue la administracion intracerebroventricular (i.c.v.) durante 5 dias

seguida de la administracion de naloxona intraperitoneal (i.p.).

La mayoria de los péptidos opioides sufren una rapida degradacion enzimatica (Egleton,
1998). Existen estudios in vitro que muestran la participacion de la aminopeptidasa M
en dicha degradacion (Tomboly et al 2002; Janeka et al 2006). Hay también estudios in
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vivo que muestran que hay dos grupos de enzimas que son los principales responsables
de la degradacion de las endomorfinas: la dipeptidil peptidasa 1V, que inicia el proceso
y las aminopeptidasas que estan implicadas en el procesamiento ulterior (Shane et al
1999; Sakurada et al 2003; Janecka et al 2008).

Es interesante destacar que algunos investigadores creen que la E-1 es mas resistente a
la degradacion in vivo que la E-2 (Fujita y Kumamoto, 2006) lo que concuerda con el
hecho de que la duracion de los efectos antinociceptivos espinales es mayor en el caso
de E-1 que en el de la E-2 (Grass et al 2002) y con el estudio de Stone y colaboradores
de 1997 en el que se comprobd que la E-1 necesita de mas tiempo que la E-2 para el

desarrollo de tolerancia.

Tras estudiar si los metabolitos de la E-1 poseian afinidad por el receptor p-opioide
pudo comprobarse que ni la poseian ni activaban a las proteinas-G ni tenian efectos

antinociceptivos (Szatmari et al 2001).

En cuanto al papel neurofisiolégico que juegan las endomorfinas son diversos los
estudios al respecto y apuntan a varios procesos bioldgicos de gran importancia como la
percepcion del dolor, las respuestas al estrés y funciones complejas como la
recompensa, la vigilancia y la homeostasis en sentido amplio (autonémica, cognitiva,

neuroendocrina y limbica).

La presencia de endomorfinas en vias nociceptivas bien caracterizadas apunta
claramente a su papel en la modulacion del dolor (Fields y Basbaum, 1994; Guilbaud et
al 1994). Ademas, Zadina (2002) ha sugerido que la E-2 enddgena, debido a su
localizacion neuroanatémica especifica, podria estar implicada en las primeras etapas

del procesamiento de la informacidn nociceptiva.

Por otra parte parece estar bien establecido el hecho de que es el area tegmental ventral
(ATV) la region cerebral critica en cuanto a los efectos p-opioides en la motivacion tras
la administracion de sustancias afines a dicho receptor. Dichos receptores se encuentran
en neuronas gabaérgicas que inervan células dopaminérgicas del ATV que a su vez

inervan el nacleo accumbens (Johnson y North, 1992; Margolis et al 2003).
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Del mismo modo a como sucede con la morfina y el DAMGO las endomorfinas
inyectadas (i.c.v.) en el ATV posterior dan lugar a condicionamiento de lugar y
producen notables efectos estimulantes psicomotores (Zangen et al 2002). La E-1
inyectada en el ATV posterior hace ademas que los animales experimentales adquieran
la conducta de autoadministracién de la sustancia. Parece que existen diferencias entre
los efectos reforzantes que producen las endomorfinas segun la especie animal en que se
investigue. En ratones se ha encontrado que la E-1 produce condicionamiento de lugar
mientras que la E-2 produce aversion al lugar (Narita et al 2001a, b). Sin embargo en
ratas se ha encontrado que ninguna de las dos endomorfinas utilizando una dosis baja
(15ug) produce efecto reforzante alguno en el paradigma de preferencia de lugar
(Huang et al 2004). Por el contrario los animales tratados con altas dosis de E-2 (30 ug)
mostraron una clara preferencia de lugar mientras que los animales tratados con 30 pg
de E-1 mostraron ciertos movimientos del tronco del cuerpo que hicieron imposible la

prueba de preferencia de lugar (Huang et al 2004).

Tras esta revision al sistema opioide endogeno abordaremos a continuacién el sistema
glutamatérgico que ha pasado a ser el segundo sistema neurotransmisor mas estudiado,
tras la dopamina, en el ambito de las adicciones.

1.5 El sistema glutamatérgico

1.5.1 Elglutamato y las vias glutamatérgicas

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del SNC de los
mamiferos. Se trata de un aminoacido no esencial y su paso desde la circulacion
sanguinea al cerebro a través de la barrera hematoencefalica es mucho menor que al
contrario, por lo que el aporte proveniente de la sangre desempefia un papel minimo en

los niveles cerebrales de glutamato.

Tan s6lo unos pocos aminoacidos han podido cumplir la mayoria de los criterios
para ser considerados neurotransmisores y ello no ha sido una labor sencilla debido al
hecho de que muchos aminoacidos estan implicados en el metabolismo intermediario v,
obviamente, en la sintesis de proteinas. El glutamato, en concreto, esta implicado en la

detoxificacién del amoniaco y en la sintesis del &cido gamma-aminobutirico (GABA).
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Todo ello hace dificil distinguir su papel bioquimico de su posible papel
transmisor. Sin embargo, se sabe que el glutamato media la mayoria de la transmision

sinaptica excitatoria del SNC.

En cuanto a las vias glutamatérgicas, su localizacién ha avanzado a un ritmo
mucho menor que la de muchos otros transmisores. Ello es debido a los mismos
motivos, ya comentados, que dificultan la caracterizacion como neurotransmisores de
los aminoacidos. Sin embargo, el desarrollo de anticuerpos dirigidos a los aminoacidos
excitatorios, especialmente los que distinguen aspartato de glutamato, y a sus receptores
y transportadores, ha facilitado la localizacién anatomica de las vias glutamatérgicas.

El glutamato se encuentra sobre todo en una serie de vias descendentes cuyo
origen son células piramidales neocorticales (entre ellas la via corticoestriada, asi como
otras proyecciones dirigidas a distintas estructuras limbicas, diencefélicas y
troncoencefalicas). Asimismo, es el neurotransmisor de diversas vias intrahipocampales
y de proyecciones hipocampales (Fonnum, 1984; Nieuwenhuys, 1985).Por otra parte,
existe evidencia de que el glutamato es el transmisor utilizado por las interneuronas
excitatorias en la médula espinal asi como por muchos, si no todos, los terminales de las

neuronas aferentes primarias (Broman et al., 1993; Watkins, 1984).

Figura 1-5. Vias neuronales que utilizan aminoacidos excitatorios (glutamato o aspartato) como
transmisores.
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1.5.2 Receptores glutamatérgicos

Existen varias clases de receptores con los que el glutamato puede interaccionar,
algunos de ellos estan ligados directamente a un canal idnico y son denominados segun
el nombre del agonista que los activa con mayor efectividad. Son los receptores cainato
(KA), AMPA (4cido alfa-amino-3-hidroxi-5metilisoxazol-4-propionico) y NMDA (N-
metil-D-aspartato). Un cuarto receptor para el glutamato, en vez de estar directamente
ligado a canales ionicos, lo esta a proteinas G. Se trata del mGIuR o receptor

metabotropico del glutamato.

Los receptores ionotrépicos son complejos relativamente grandes, formados por
cinco proteinas individuales que se combinan para formar un canal ionico a través de la
membrana. Estos canales son muy impermeables a los iones en ausencia del
neurotransmisor, pero cuando éste se une a los sitios de reconocimiento del receptor, se
producen unos cambios conformacionales que abren el canal y permiten a los iones fluir

segun sus gradientes electroquimicos.

1.5.2.1 Receptores NMDA

Los receptores NMDA presentan una serie de caracteristicas que los hace
diferentes de otros receptores controlados por ligando. Con potenciales de membrana
por debajo de aproximadamente -50 mV, la concentracion extracelular del catién
divalente magnesio es suficiente para, practicamente, abolir el flujo de iones a través de
los canales del receptor NMDA, incluso en presencia de glutamato. Por ello, con
potenciales de membrana de reposo, unos -70 mV, la activacion de estos receptores no
produce mas que pequefios flujos de corriente debido a que la entrada del magnesio en

el canal bloguea el paso a iones monovalentes.

Sin embargo, segun el potencial de membrana va siendo menos negativo, la
afinidad del magnesio por su lugar de union decrece, asi como su accion bloqueadora,
por lo que ya puede pasar la corriente idnica a través del canal (Nestler et al. 2001). Para
que esto ocurra, la membrana ha de ser despolarizada por la accion de los receptores

AMPA, que suelen encontrarse cerca de los NMDA, tras ser estimulados por glutamato.
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Otra caracteristica de los receptores NMDA es que permiten el paso a través de
ellos, no sélo de sodio y potasio como los AMPA vy los cainato, sino también de calcio.
De hecho, su permeabilidad al calcio es unas 10 veces mayor que al sodio, de tal manera
que los receptores NMDA representan uno de los mecanismos mas significativos por
los que la actividad sinaptica puede incrementar el nivel de calcio intracelular en

sinapsis individuales.

Por otro lado, estos receptores presentan la caracteristica Unica entre los
receptores de neurotransmisores, consistente en la necesidad de la union simultanea de
dos agonistas diferentes para su activacion. Ademas de la unién del glutamato, en su
lugar correspondiente, es necesaria la union de la glicina en su propio lugar de union,
por lo que se les ha llamado coagonistas del receptor NMDA. Esta implicacion de la

glicina provee a estos receptores de otra via para afinar con precision su actividad.

Figura 1-6. Representacion esquematica de un receptor NMDA.

Los receptores NMDA se encuentran entre los méas estrechamente regulados ya
que poseen, al menos, seis lugares de unién distintos para ligandos enddgenos que
pueden influeir la probabilidad de apertura del canal idnico. Estos lugares son el del

glutamato, el de la glicina (agonistas) y un lugar regulatorio de la poliamina,
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contribuyendo los tres a la activacion del receptor. Por otro lado, tenemos los sitios de

reconocimiento para el magnesio, el cinc y el hidrégeno, que inhiben el flujo de iones.

Otro importante inhibidor alostérico endégeno de la activacion del receptor
NMDA es el pH. Este factor puede influir en la frecuencia con que el canal se abre de
manera tal que un pH de 6.0 suprime la activacion del receptor casi por completo,

siendo el punto medio un pH de 7.4.

A menudo se habla de estos receptores como “detectores de coincidencias”
debido a que para lograr su activacién y el paso del calcio es necesaria la ocurrencia de
dos eventos simultdneamente: la liberacion presinaptica de glutamato y la

despolarizacion de la membrana postsinaptica.

Una activacion excesiva de los receptores NMDA puede dafiar, e incluso matar,
a las neuronas diana por medio de un proceso conocido como excitotoxicidad y que se

debe a una entrada excesiva de calcio en la célula.

El receptor NMDA estd compuesto por dos clases de subunidades diferentes:
NMDAR1 y NMDAR2. De la primera se pueden dar hasta ocho variantes de empalme,

las cuales, producen diferencias en las propiedades del receptor en que se expresan.

Otros cuatro miembros de la familia NMDA han sido clonados (NMDAR2A-
2D). Estas cuatro subunidades no forman canales cuando se expresan ellas solas o en
combinacion, a menos que se produzca una coexpresion con la subunidad NMDAR1,
por lo que parece que esta desempefia una funcion esencial en la formacion del poro
funcional. Las subunidades 2A-2D parecen ejercer papeles modulatorios en la actividad

del receptor al expresarse junto con la NMDARL1 en forma heteromérica.

La coexpresion de NMDARL1 con cualesquiera de las otras subunidades produce

corrientes mucho mayores, de 5 a 60 veces, que cuando se expresa solo.

Todas las subunidades NMDAR tienen un residuo asparagina (Asn) neutro pero
polar en una determinada posicion del dominio TMZ2, esencial para producir
permeabilidad al calcio. Este residuo también parece formar parte del lugar de unién del
magnesio, lo que sugiere que puede haber cierto solapamiento entre los sitios de union

del magnesio y de permeabilidad del calcio.
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1.5.2.2 Receptores no-NMDA

Tanto los receptores AMPA como los cainato median la transmision sinaptica
excitatoria rapida y se encuentran asociados principalmente a canales independientes del
voltaje, que median corrientes despolarizantes fundamentalmente por la entrada en la
célula de iones Na+. Sin embargo, existen unas pocas poblaciones celulares que poseen
receptores AMPA permeables al Ca2+. Esta caracteristica depende de la presencia de
una subunidad Ilamada GIuR2 de modo que cuando estd presente, el receptor no es

permeable al Ca2+ y viceversa (Bochet et al., 1994; Hollmann et al., 1991).

El paso del calcio del espacio extracelular al interior celular juega un papel
fundamental en la regulacion de diversos sistemas de segundo mensajero. Asi, esta
propiedad de algunos receptores AMPA glutamatérgicos puede tener una gran

importancia funcional, especialmente en células que carezcan de receptores NMDA.

Cuatro subunidades llamadas GIuR1 a GluR4 se ensamblan entre ellas para
formar proteinas con perfiles farmacoldgicos idénticos a los de los receptores AMPA.
Cada una de estas subunidades es codificada por un gen distinto y cada una existe en
dos formas denominadas flip y flop que son generadas por empalme alternativo
(Sommer et al., 1990), mostrando patrones regionales de expresion especificos.
Ademas, las dos variantes de las subunidades GIuR dan lugar a receptores con tasas de
desensibilizacion diferenciales: las corrientes ionicas asociadas a subunidades flip

muestran una desensibilizacién mas lenta que aquellas asociadas a subunidades flop.

La estructura y funcion de estos receptores es regulada ademéas de por la
expresion alternativa mencionada, por medio de la fosforilacién. Dicha fosforilacion
puede ser catalizada por la proteina quinasa C (PKC) y por la proteina quinasa
dependiente de Ca2+/calmodulina (CaMK), pero aparentemente no lo es por la proteina
quinasa dependiente de AMPc (PKA). Ademas, la fosforilacién parece aumentar la
amplitud de las corrientes idnicas, lo cual sugiere que este mecanismo regulatorio
podria jugar un papel en procesos de plasticidad sindptica como la potenciacién a largo

plazo, que implica la participacion de receptores AMPA (Feldman et al. 1997).
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Las subunidades GIuR5 a GIuR7 se ensamblan con las KA1 y KA2 para formar
receptores cainato funcionales. Mediante experimentos con radioligandos se ha
conseguido establecer que en los receptores homomeéricos formados con subunidades
GIuR5, GIluR6 y GIuR7, el [3H]-cainato se une con una afinidad de aproximadamente
80-100 nM, lo cual podria corresponder a sitios de union de baja afinidad previamente
identificados. En cambio, receptores homoméricos de subunidades KA1 muestran una
afinidad de 4 nM y podrian corresponder a sitios de union del cainato de alta afinidad.
Sin embargo las subunidades KA1 y KA2, cuando se expresan solas, son virtualmente
inactivas debido a que carecen de canales funcionales. Por ello se cree que sirven como
subunidades modulatorias que confieren una capacidad de union de alta afinidad al

cainato en canales formados por subunidades GIUR5 a GIuR7 (Nestler et al., 2001).

1.5.2.3 Receptores metabotropicos

Los receptores ionotropicos del glutamato se diferencian en muchos aspectos de
los mGIuR o receptores de glutamato metabotropicos. En primer lugar, los mGIuR no
controlan directamente canales ionicos, sino que lo hacen a través de una cascada de

eventos en los que estan implicadas proteinas G, enzimas, segundos mensajeros, etc.

Como todos los receptores ligados a proteinas G, los mGIuR cuentan con siete
regiones transmembrana aunque, al igual que los receptores ionotrdpicos, tienen un
terminal N extracelular inusualmente grande que precede a las regiones que atraviesan
la membrana. También posee un terminal C muy grande para un receptor ligado a una

proteina G.

Los mGIuR son considerablemente mayores que otros receptores ligados a
proteinas G y presentan poca homologia con ellos en su secuencia de aminoacidos.
Ademés existe una gran diferencia en su estructura, en comparacién con otros
receptores metabotrépicos: el lugar de union para el glutamato parece estar situado en el
gran dominio extracelular del terminal N, mientras que en la mayoria de los receptores
metabotropicos, el lugar de unién estd formado por los segmentos transmembrana y

parcialmente embebido en la propia membrana.

Por todo ello, se cree que los mGIuR evolucionaron independientemente de otros
receptores metabotropicos y que su origen esta en una familia distinta de receptores. El

tercer lazo intracelular, que se cree que es el principal determinante de la unién con
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proteinas G en otros receptores, es relativamente pequefio en mGIuR aunque, como
hemos dicho, el terminal C es bastante grande. La unién entre los mGIuR y sus
respectivas proteinas G debe de darse a través de determinantes (nicos que

probablemente ejercen sus efectos en el gran dominio del terminal C.

Se puede dividir a esta familia de receptores en tres grupos segun su homologia
en la secuencia de aminodacidos, perfiles farmacol6gicos a agonistas y vias de
transduccion de sefiales. Los miembros de cada clase comparten el 70%
aproximadamente de su secuencia de aminoacidos mientras que entre clases comparten

el 45% aproximadamente.

El gupo I. Este grupo comprende a los receptores mGIuR1 y mGIuR5 y esta
relacionado con la estimulacién de la actividad de la fosfolipasa C (PLC) por medio de
la proteina Gq. La fosfolipasa C hidroliza al fosfolipido fosfatidil inositol 4,5-bifosfato
(PIP2), lo que lleva a la formacién de inositol 1,4,5- trifosfato (IP3) y de diacilglicerol

(DAG), ambos segundos mensajeros.

El grupo Il. Estda formado por mGIuR2 y mGIuR3, ambos inhiben la
adenilciclasa (AC) y regulan canales idnicos especificos de potasio y calcio,
probablemente mediante proteinas G del tipo Gi, ya que la respuesta es bloqueada por la

toxina pertussis.

El grupo I1l. Comprende a los mGluR4, 6, 7, y 8. Igualmente inhiben la AC y regulan
canales idnicos de potasio y calcio mediante proteinas Gi. Sin embargo los receptores de

este grupo muestran una preferencia por agonistas diferente a los de grupo II.

Los mGIuR postsindpticos modulan diversos canales ionicos controlados por
ligando y controlados por voltaje. Todos ellos inhiben los canales de calcio controlados
por voltaje del tipo L, mientras que los de los grupos | y Il inhiben los del tipo N. La
activacion de los mGIuR cierra también canales de potasio dependientes de calcio,
sensibles a la acetilcolina (ACh) y dependientes de voltaje, aunque el mecanismo que

media estas acciones aun es desconocido.

Diversos tipos de mGIuR se encuentran localizados en terminales presinapticas
de neuronas centrales y su activacién bloguea tanto la transmision glutamatérgica

excitatoria como la gabaérgica inhibitoria en muchas regiones del SNC. Un mecanismo
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por el que la activacion de los mGIuR disminuye la liberacion de neurotransmisor puede
implicar la inhibicion de los canales de calcio controlados por voltaje en la membrana

del terminal presinaptico.
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Figura 1-7. Representacion esquematica de un receptor metabotrdpico glutamatérgico.

1.5.3 Los receptores NMDA en los estudios de drogadiccion

Se han comprobado interacciones entre los receptores NMDA y los receptores
opioides. La evidencia acerca de la modulacion de los receptores NMDA debida a la
unién de opioides a sus receptores y, a la inversa, la modulacién de los receptores
opioides, causada a su vez por la union a los receptores NMDA de sus agonistas, arroja
cierta luz sobre los mecanismos celulares e intracelulares implicados en la

antinocicepcion, la tolerancia y la neuroplasticidad.

Hay que destacar el hecho de que los patrones de distribucion de los receptores
NMDA vy de los receptores p-opioides son similares en diversas regiones del SNC

(Mao, 1999). Ademas, un estudio ha mostrado la colocalizacién de receptores p-

48



opioides y NMDA, en lugares tanto presindpticos como postsinapticos, de la concha o
shell del nucleo accumbens (Gracy et al. 1997), lo que confirma la existencia de un
sustrato esencial para las interacciones entre receptores u y NMDA en una misma

neurona.

Existe evidencia de que la union a los receptores NMDA puede verse afectada
por los opioides y viceversa (Mao, 1999). En concreto, se ha comprobado en ratas,
examinando in vitro la unidn al receptor tras la administracion in vivo de una sustancia,
que la unién de [*H]-DAMGO, un agonista selectivo de los receptores p, se regulé a la
baja tras la infusion continua de morfina y que este efecto podia prevenirse con un
tratamiento con el antagonista NMDA no competitivo MK-801, pero no con el
competitivo D-AP5 (Wong et al. 1996). En otro estudio, utilizando la técnica del
desplazamiento o potenciacién de la unién a un receptor tras afiadir el agente in vitro, se
mostré que la dinorfina A potencia la unién de [*H] CGP-39653 (un antagonista
competitivo NMDA), posiblemente debido a una interaccion con el lugar de unién para
la glicina del receptor NMDA (Dumont y Lemaire, 1994). La combinacion de los
resultados de los estudios realizados in vitro y de los llevados a cabo in vivo sugiere
que existe una interaccion, ya sea directa o indirecta, entre los receptores NMDA vy los
opioides (Mao, 1999).

Un considerable numero de estudios indica claramente que los opioides pueden
modular directamente los eventos electrofisioldgicos mediados por el receptor NMDA.
Cabe mencionar algunas caracteristicas importantes de estas modulaciones. Primero, la
electrofisiologia de los receptores NMDA ha mostrado cambios tanto inhibitorios como
excitatorios, dependiendo de las preparaciones utilizadas en los experimentos. Segundo,
parece que los opioides modulan de manera diferente la electrofisiologia de los
receptores NMDA segun la localizacion pre o postsinaptica del receptor. Tercero, los
perfiles de esta modulacion son distintos dependiendo de si el agonista utilizado actla

en los receptores u, 6 0 k (Mao, 1999).

Por otro lado, y apoyando esta interaccion, cabe mencionar el hecho de que los
antagonistas de los receptores NMDA inhiben el desarrollo de tolerancia a los efectos
analgésicos de la morfina (Trujillo y Akil, 1991; Marek et al. 1991), asi como el
desarrollo de sensibilizacion (Jeriorski et al. 1994; Wolf y Jeriorski, 1993) y
dependencia fisica a la morfina (Trujillo y Akil, 1991).
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Respecto a la tolerancia a la analgesia inducida por morfina, decir que existen
numerosos estudios (Bilsky et al. 1996; Elliott et al. 1994; Fundytus et al. 1994; Grisel
et al. 1996; Jhamandas et al. 1996;Lufty et al. 1996; Manning et al. 1996, entre otros)
que muestran que la co-administracion continuada de morfina con distintos antagonistas
del receptor NMDA tanto competitivos (AP-5, LY235959, LY274614 y ACEA-1328)
como no competitivos (MK-801, CPP, dextrometorfano, y memantina) previene el
desarrollo, aunque no la expresion, de tolerancia en ratas y ratones, sin afectar la
analgesia inducida por esta droga. Se han empleado distintas vias de administracion
tanto para la morfina (subcutanea, intravenosa, intratecal, intracerebroventricular,
intraperitoneal y oral) como para los antagonistas NMDA (subcutanea, intratecal e
intraperitoneal). Esta inhibicion del desarrollo de tolerancia a la analgesia inducida por
morfina ha sido demostrada tanto con la administracion de dosis discretas de morfina
como con la infusion continua mediante bombas osmoticas. Los tests conductuales
empleados para medir el grado de analgesia incluyen el de la formalina, el hot-plate y el
tail-flick.

Aunque se ha encontrado que otros compuestos son capaces de modificar tanto la
analgesia como la tolerancia inducidas por opiaceos (Bhargava, 1994), la capacidad de
inhibir el desarrollo pero no la expresion de la tolerancia a opiaceos parece ser privativa
de los antagonistas NMDA y de otros compuestos, como los inhibidores de la sintasa
del 6xido nitrico, que inhiben los procesos desencadenados por la estimulacion de estos
receptores. Todo ello sugiere que los receptores NMDA estan implicados en la
plasticidad neural responsable del desarrollo de tolerancia a los efectos analgésicos de la

morfina.

Debemos mencionar que la tolerancia implica tanto componentes asociativos como no
asociativos y que dos estudios han examinado el papel de los receptores NMDA en la
tolerancia asociativa y en la no asociativa (Ben Eliyahu et al. 1992; Grisel et al. 1996).
El antagonismo de los receptores NMDA con MK-801 ha mostrado ser particularmente

efectivo en prevenir la tolerancia no asociativa a los efectos de la morfina.

Wolf y colaboradores fueron los primeros en informar sobre la capacidad de los
antagonistas de los receptores NMDA de inhibir la sensibilizacion inducida por

opiaceos (Jeziorski et al. 1994; Wolf y Jeziorski, 1993). Estos investigadores
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encontraron que tanto el antagonista no competitivo MK-801 como el competitivo
CGS19755, inhibian el desarrollo de la sensibilizacién a los efectos estimulantes
locomotores de la morfina. El patron observado era sorprendentemente parecido al visto
con la tolerancia: los antagonistas inhibian el desarrollo pero no la expresiéon de la

sensibilizacién a la morfina.

Sin embargo, otras investigaciones llevadas a cabo por otros grupos presentan un
panorama mas complejo. Por ejemplo, Vanderschuren y colaboradores (1997)
informaron de que solo altas dosis de MK-801 (que en combinacién con la morfina eran
letales en un alto porcentaje) tenian la capacidad de inhibir la sensibilizacién a los
efectos estimulantes locomotores de la morfina en ratas. Por ello sugirieron que el
efecto podria deberse a una interaccion no especifica en vez de a la inhibicién de la
plasticidad neural (Trujillo, 2003).

lijima y colaboradores, con estudios hechos en ratones, también hallaron que eran
necesarias altas dosis de MK-801 para inhibir la sensibilizacion inducida por morfina
(lijima et al. 1996). Aunque no se encontro letalidad, las dosis necesarias para inhibir la

sensibilizacion producian por si mismas una considerable estimulacién motora.

No obstante, el grupo de Trujillo ha encontrado que bajas dosis de MK-801 son
suficientes para inhibir el desarrollo, aunque no la expresion, de la sensibilizacién a los
efectos locomotores de la morfina (Swadley-Lewellen y Trujillo, 1998; Trujillo y
Watorski, 1999).

Wolf ha sugerido una solucion potencial a estas discrepancias (Wolf, 1998) segun la
cual la sensibilizacion asociativa, o dependiente del contexto, seria menos sensible a la
inhibicidn por antagonistas NMDA que la sensibilizacion no asociativa, o independiente
del contexto. De hecho, los estudios llevados a cabo por Trujillo y colaboradores fueron
realizados de forma que se facilitaba el desarrollo de la sensibilizacion independiente
del contexto.

En relacion a la dependencia fisica, tanto el MK-801 como el dextrometorfano y la
memantina han demostrado prevenir su desarrollo, utilizando para evaluar el nivel de
dependencia, diversos tests tras la induccion del sindrome de abstinencia con naloxona

tanto en ratas como en ratones (Fundytus et al. 1994; Jhamandas et al. 1996; Kreeger et
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al. 1994; Mao et al. 1996, entre otros). Consistentemente con estos hallazgos, se ha
comprobado que los signos de la retirada de morfina en ratas con tolerancia se ven

acompariados de la liberacion de glutamato en la espina dorsal (Jhamandas et al. 1996).

Parece que los efectos del antagonismo NMDA sobre la dependencia son similares a los
efectos sobre la tolerancia: inhibe el desarrollo pero no la expresion. En otras palabras,
los antagonistas NMDA inhiben diversos signos de la retirada de morfina si son
administrados junto con la morfina durante la adquisicion de la dependencia fisica. Si,
por el contrario, son administrados inmediatamente antes de la administracion de

naloxona, parece que no afectan a los signos emergentes tras la retirada de la droga.

Sin embargo, existen diversos estudios que informan de que los antagonistas de
los receptores NMDA inhiben la expresién de la dependencia fisica a los opiaceos
(Gonzalez et al. 1997; Koyuncuoglu et al. 1990; Rasmussen et al. 1991; Tanganelli et
al. 1991; Higgins et al. 1992, entre otros) aunque ello podria ser el resultado de un
efecto inespecifico en vez del bloqueo especifico de los procesos neurales responsables
de los efectos de la retirada de opiaceos. Un punto importante que apoyaria esta
posibilidad es el hecho de que son necesarias dosis mayores para inhibir la expresion de
la retirada de morfina de las necesarias para inhibir el desarrollo de dependencia fisica
(Trujillo y Akil, 1995; Trujillo y AKkil, 1993; Trujillo, 1995). Ademas, las dosis
necesarias para inhibir la expresion de los signos de la retirada tienen, por si mismas, la

capacidad de producir efectos locomotores significativos.

Por ultimo, decir que existe abundante literatura que apoya el hecho de que el glutamato
juega un papel en el aprendizaje y otros procesos adaptativos en modelos animales de
adiccion a drogas (Kauer, 2004; Kelley et al. 2003; Wolf, 1998; Jackson et al. 2000).
Tanto la transmision como los receptores glutamatérgicos se ven modificados durante el
aprendizaje asociado a drogas y diversos agentes farmacoldgicos que actdan en los
receptores del glutamato influyen en los aprendizajes asociativos clasico e instrumental
(Everitt y Wolf, 2002; Kelley et al. 2003). Antagonistas del receptor NMDA empeoran
la conducta de presion de palanca para la administracion de cocaina asi como la
preferencia de lugar en respuesta a cocaina, morfina y metanfetamina (Jackson et al.
2000). Ademas, los antagonistas NMDA bloquean el desarrollo de la sensibilizacion

inducida por cocaina, anfetamina y morfina.
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La plasticidad sinaptica, por sus propiedades temporales, parece una buena candidata
como mediadora de las adaptaciones neurales rapidas y persistentes en el circuito de la

recompensa.

1.5.4 EI papel del glutamato en la captacion y metabolismo celulares de la

glucosa

La técnica de la 2-desoxi-D-glucosa (2-DG) marcada radiactivamente ha sido utilizada
con cultivos homogenados de astrocitos y neuronas. Para que estos estudios puedan ser
comparados con estudios in vivo han de ser llevados a cabo en un medio cuya
concentracion de glucosa sea similar a la medida en el espacio extracelular cerebral in
vivo variando los valores medios de 0,5 a 2,0 mM (Silver y Erecinska, 1994; Fellows et
al, 1992). Por otra parte, la tasa basal de gasto de glucosa es mas alta en astrocitos que
en neuronas con unos valores alrededor de 20 y 6 nmol por miligramo de proteina por
minuto respectivamente (Magistretti y Pellerin, 1996). Estos valores son similares a los
determinados in vivo en la sustancia gris cortical (10-20 nmol mg-1 min-1) con la
técnica de la autorradiografia (Sokoloff et al, 1977). En vista de esta diferencia y de la
preponderancia cuantitativa de los astrocitos en comparacion con las neuronas en la
sustancia gris estos datos revelan una muy significativa contribucion de los astrocitos en
el gasto basal de glucosa determinado tanto con la técnica autorradiografica con 2-DG

como con la TEP in vivo.

De mayor importancia incluso es la contribucion de los astrocitos en el gasto de glucosa
durante los procesos de activacion. La activacion puede ser simulada, in vitro,
exponiendo las células a glutamato, el principal neurotransmisor activador del sistema
nervioso, gracias a que durante la activacion de un area cortical se produce un aumento
en la concentraciéon de glutamato extracelular debido a su liberacion de los terminales
axonicos de las vias activadas (Fonnum, 1984). El glutamato estimula la captacion de 2-
DG vy la fosforilacion en los astrocitos de manera dependiente de la concentracion
(Pellerin y Magistretti, 1994; Takahashi et al, 1995). A diferencia de otras acciones del
glutamato, la estimulacion de la utilizacion de glucosa en los astrocitos esta mediada
por transportadores de glutamato y no por receptores especificos (Pellerin y Magistretti,

1994; Takahashi et al, 1995). De hecho, una de las funciones bien asentada en la
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literatura de los astrocitos es asegurar la recaptacion de ciertos neurotransmisores y, en
particular, la recaptacion de glutamato en las sinapsis excitatorias (Kimelberg, 1993). Se
han clonado al menos tres subtipos de transportadores de glutamato en varias especies
incluida la humana: los subtipos GLT-1, EAAC1 y GLAST. La densidad de los
transportadores GLT-1 y GLAST es particularmente elevada en los astrocitos que
rodean terminales nerviosas y espinas dendriticas de manera consistente con el papel
preponderante de estos transportadores en la recaptacion del glutamato liberado en las
sinapsis (Rothstein et al, 1994; Chaudhry et al, 1995).

1.5.5 Lacaptacién de glucosa inducida por glutamato y la TEP in vivo.

La captacion de glucosa por parte de los astrocitos inducida por el glutamato constituye
una importante fuente de informacién para la comprension de las bases celulares de los
aumentos en la metabolizacién de la glucosa mediados por activacion que pueden ser
observados mediante la técnica de la TEP utilizando como radiotrazador la FDG. La
activacion fisioldgica de areas concretas del cerebro se ve acompafiada de aumentos en
el uso de glucosa debidos al glutamato liberado en las sinapsis excitatorias lo que nos
proporciona un mecanismo directo que liga la actividad neuronal con el uso de glucosa
en el cerebro. EI mecanismo molecular intracelular de este proceso requiere del papel de
las bombas de sodio-potasio (Pellerin y Magistretti, 1994) que, en los astrocitos,
responden principalmente a los aumentos intracelulares de Na+ para el que muestra una
Km de unos 10 mM (Kimelberg et al, 1978; Erecinska, 1989). En los astrocitos las
concentraciones de Na+ varian entre 10 y 20 mM de manera que las bombas de sodio-
potasio son activadas rapidamente cuando el Na+ aumenta de forma concomitante con
la captacion de glutamato (Bowman y Kimelberg, 1984). En este contexto podriamos
afirmar que, in vivo, el principal mecanismo responsable de la captacion de FDG
inducida por activacion fisiolégica podria ser la actividad de la bomba sodio-potasio.

Por ultimo cabe decir que las sefiales detectadas durante la activacion fisiologica tanto
con la técnica de la autorradiografia como con la de la TEP basadas en el uso de 2-DG
podrian reflejar principalmente la captacion del trazador por parte de los astrocitos. Esta
conclusion no invalida estas técnicas sino que proporciona una base molecular y celular

para las mismas.
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1.6 Metabolismo cerebral de la glucosa.

Diversas drogas de abuso, como la cocaina o los opiaceos, alteran el metabolismo
cerebral de la glucosa. Por ello las paginas que siguen estan dedicadas a estudiar este

parametro cerebral y su relacion con la actividad neural.

1.6.1 Glucosay cuerpos cetonicos como sustratos energéticos.

El cerebro es uno de los 6rganos mas activos metabolicamente del todo el cuerpo
humano. Consume aproximadamente un 20% del total del oxigeno utilizado por todo el
organismo aunque su peso representa tan solo el 2% del total. De igual manera, también
consume aproximadamente el 25% de la glucosa utilizada por todo el organismo.
Aparte de algunas excepciones, la glucosa es el Unico sustrato energético utilizado por
el cerebro (Edvinsson et al 2002). En cualquier tejido la glucosa puede seguir varias
vias metabolicas; en el cerebro, casi toda es oxidada dando como productos CO2 y
H20O. Ello es llevado a cabo través de una secuencia de procesos: la glucdlisis, el ciclo

de los acidos tricarboxilicos y la fosforilacion oxidativa.

En circunstancias particulares otros sustratos distintos de la glucosa pueden ser
utilizados por el cerebro. Por ejemplo, los neonatos que se alimentan de leche materna
tienen la capacidad de utilizar los cuerpos cetonicos acido acetoacético (AcAc) y acido
betahidroxibutirico (3-HB), ademas de glucosa, como sustratos energéticos cerebrales
(Girard et al, 1992) debido a los altos niveles de lipidos presentes en la leche materna
(Smith y Abraham, 1975). Hay que tener en cuenta que durante este periodo se esta

Ilevando a cabo el proceso de mielinizacion (Cuzner y Davison, 1968).

1.6.2 Actividad neuronal, flujo sanguineo y metabolismo energético.

Un aspecto destacado del cerebro es su gran nivel de especializacion estructural y
funcional. Debido a que los sustratos energéticos son provistos a través del flujo
sanguineo, este sufre aumentos en las areas especificas que son activadas segun la
modalidad especifica que se trate. Por ejemplo, Charles Sherrington hace mas de un
siglo observd en animales experimentales aumentos del flujo sanguineo en la corteza

parietal en respuesta a estimulos sensoriales y con gran acierto propuso que en el curso
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de la activacion neuronal ciertos “productos quimicos del metabolismo cerebral”
podrian ser el mecanismo mediante el cual podriamos asociar la actividad cerebral con
el aumento del flujo sanguineo (Roy y Sherrington, 1890). Hoy dia sabemos que el
oxido nitrico (NO) es probablemente uno de estos mediadores pero no el Unico y
aunque existen diversos candidatos como el K+, la adenosina, el lactato, la
noradrenalina o la serotonina este asunto esta aun por resolver. Lo que si sabemos es
qgue mediante este aumento de flujo sanguineo se suministran cantidades extra de

oxigeno y glucosa a las zonas cerebrales que demandan energia adicional.

Mediante las modernas técnicas de neuroimagen funcional es posible monitorizar in
vivo el flujo sanguineo y los dos indices del metabolismo energético: los consumos de
glucosa y oxigeno. Por ejemplo, mediante el uso de la TEP y la utilizacion de is6topos
adecuados como el 18F o el 150 es posible estudiar tanto los niveles basales como los
cambios inducidos por actividad en pardmetros como el flujo sanguineo local o el
consumo de oxigeno. (Frackowiak et al 1980; Raichle et al 1983). También es posible
determinar localmente los niveles de consumo de glucosa, LCMRglu (del inglés local
cerebral metabolic rates for glucose) utilizando 2-desoxyglucosa marcada con 18F (2-
DG). El pionero de esta técnica fue Louis Sokoloff y sus inicios se restringieron al
estudio de animales de laboratorio (Sokoloff et al 1977 y 1989). Dicho método se basa
en el hecho de que la 2-DG atraviesa la barrera hematoencefalica, es captada por las
células cerebrales y es fosforilada por la hexocinasa de modo similar a la glucosa. Sin
embargo, al contrario que la glucosa-6-fosfato, la 2-desoxiglucosa-6-fosfato no puede

ser metabolizada y se acumula en las células.

En los estudios con animales de laboratorio se inyectan por via intravenosa pequefias
cantidades (traza) de 2-DG radiactiva; los animales son sometidos a las tareas
experimentales objeto de estudio y sacrificados al final del experimento para llevar a

cabo estudios de autorradiografia.

El principio de que los tres pardmetros metabolicos estdn estrechamente ligados
implicaba que si, por ejemplo, se produce un aumento del flujo sanguineo cerebral
durante un proceso de activacion fisioldgica paralelamente aumentaran los parametros
LCMRglu y LCMRO2. Sin embargo en la segunda mitad de la década de los ochenta

del pasado siglo se encontr6 que durante la activacion de la corteza visual tenia lugar un
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desligamiento (uncoupling) de estos marcadores de manera que pudo observarse que
mientras que se producia un aumento de aproximadamente el 30-40% tanto en el flujo
sanguineo cerebral (CBF) como en el LCMRglu, no sucedia en la misma medida en la
tasa metabdlica cerebral local de oxigeno (LCMRO2) ya que el aumento en este
indicador era tan solo del 6% (Fox y Raichle 1986; Fox et al 1988). Posteriormente este
hecho se ha confirmado en distintas areas corticales aunque su magnitud varia
dependiendo de la modalidad sensorial estudiada (Roland et al, 1987). Parece claro que
durante la activacion la glucosa extra aportada por la sangre es procesada mediante el
proceso de glucolisis mas que por el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la fosforilacion
oxidativa y que aunque en estado basal los tres indicadores del metabolismo energético

estan ligados no sucede lo mismo durante periodos de activacion.

1.6.3 Diferencias entre el metabolismo cerebral in vivo e in vitro.

Aparte de las diferencias habituales entre los estudios in vivo e in vitro que se pueden
observar en cualquier tejido del organismo existen dos peculiaridades que unicamente
afectan al SNC. La primera de ellas es que al contrario que las células de otros tejidos,
las células nerviosas no funcionan de forma auténoma sino que generalmente forman
parte de una compleja red neural de manera que su actividad funcional esta integrada
con la de otras areas del sistema nervioso. Ademas, el metabolismo de las neuronas se
encuentra estrechamente ligado al de las células gliales adyacentes. De este modo,
cualquier procedimiento que rompa esta integridad funcional y estructural puede alterar
cuantitativamente y, quiza cualitativamente, el funcionamiento metabdlico normal. En
segundo lugar la barrera hematoencefalica limita selectivamente las proporciones de
sustancias solubles que pueden atravesarla discriminando entre varios sustratos
potenciales para el metabolismo cerebral. Las técnicas in vitro Gnicamente establecen la
existencia y la capacidad potencial de los sistemas enzimaticos necesarios para el uso de
un sustrato dado pero no determinan hasta qué punto dicha via metabdlica realmente

tiene lugar in vivo.
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1.6.4 Contribucion de las células gliales y endoteliales vasculares al metabolismo
cerebral.

Existen otros tipos celulares en el sistema nervioso (glia y células endoteliales
vasculares) que no solo consumen energia sino que contribuyen activamente en el flujo

de sustratos energéticos a las neuronas.

Las células gliales constituyen aproximadamente la mitad del volumen cerebral total
(Kimelberg y Norenberg, 1989; O'Kusky y Colonnier, 1982) y, debido a su menor
tamafo en comparacion con las neuronas, la proporcion numérica entre astrocitos y
neuronas puede ser tan alta como 10:1 dependiendo de la regién, la etapa de desarrollo o
la especie estudiada. De hecho, la razdn astrocitos-neuronas aumenta en la escala
filogenética a medida que aumenta el tamafio cerebral por lo que es alta en los seres
humanos (Tower y Young, 1973). Parece claro, pues, que la glucosa que alcanza el
parénquima cerebral provee de sustratos energéticos a diversas clases de células siendo

solo unas de ellas las neuronas.

Por otra parte, las relaciones citoldgicas existentes entre los capilares cerebrales, los
astrocitos y las neuronas resultan sumamente ilustrativas para la comprension del papel
central de los astrocitos en la provision de sustratos energéticos a las neuronas. Los
astrocitos rodean los capilares por medio de unos procesos especializados llamados pies
terminales (Peters et al, 1991). Asi, los astrocitos forman la primera barrera celular que
encuentra la glucosa al entrar en el parénquima cerebral lo que hace de estas células
buenas candidatas como captadoras y distribuidoras de sustratos energéticos.
Efectivamente, ya hace mas de un siglo que Camilo Golgi y Luigi Sala bosquejaron este
principio. Ademas de rodear los capilares, los astrocitos estdn en contacto con los
contactos sinapticos neuronales (Peters et al, 1991) y también expresan receptores y
transportadores con los que los neurotransmisores liberados pueden interactuar (Barres,
1991). Estas caracteristicas dotan a los astrocitos de una exquisita sensibilidad para
detectar aumentos en la actividad sindptica. En resumen, debido a sus caracteristicas
estructurales y funcionales los astrocitos pueden perfectamente responder a cambios
locales en la actividad neuronal con adaptaciones coordinadas en el metabolismo

energeético.
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Figura 1-8 Astrocitos en contacto con vasos sanguineos.

1.6.5 Transportadores de glucosa en el cerebro.

La glucosa es una molécula muy hidrofilica que entra en las células gracias a unos
transportadores especificos. Hasta ahora han sido identificados seis genes que codifican
estas proteinas ademas de un pseudogen. Los transportadores de glucosa en el cerebro
comprenden desde el GLUT1 hasta el GLUT7. Existen en el cerebro dos formas del
GLUT1 con masas moleculares de 55 y 45 kDa respectivamente (Birnbaum et al, 1986).
El GLUT1 de 55 kDA se localiza principalmente en pequefios vasos sanguineos
cerebrales, plexo coroideo y células del epéndimo. También se ha encontrado este
transportador en posicién intracelular en células endoteliales vasculares. La forma de 45
kDA del GLUTL1 se encuentra predominantemente en astrocitos en el cerebro in situ
(Morgello et al, 1995) aungue en condiciones de cultivo celular todas las células
neurales, incluyendo a las neuronas y a otros tipos de células gliales, expresan el
transportador GLUT1. Este fendmeno parece deberse al hecho de que el estrés celular
induce la expresion de dichos transportadores (Maher et al, 1994).

El GLUT3 es el transportador de glucosa especifico de las neuronas (Bondy et al, 1992)
y parece estar distribuido principalmente en los cuerpos celulares mas que en los axones
mientras que el GLUTS se localiza en las células microgliales. La microglia juega un
importante papel en las respuestas inflamatoria e inmune en el sistema nervioso (Maher
et al, 1994).
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Otro transportador de glucosa es el GLUT2 que ha sido localizado selectivamente en
astrocitos de ciertas areas cerebrales como, por ejemplo, en ndcleos hipotalamicos y del
tronco del encéfalo que participan en la regulacion de la ingesta asi como en el control

central de la liberacion de insulina (Leloup et al, 1994).

Es claro que la captacion de glucosa que se lleva a cabo en el parénquima cerebral es un
proceso altamente regulado por diversos tipos de transportadores. Dicho proceso podria
resumirse del siguiente modo: la glucosa entra en el cerebro mediante los
transportadores GLUT1 de 55 kDa localizados en las células endoteliales de la barrera
hematoencefalica. La captacion por parte de los astrocitos tiene lugar a traves de los
GLUTL1 de 45 kDa mientras que que los GLUT3 llevan a cabo esta funcion en las
neuronas. Los transportadores GLUT?2 situados en los astrocitos pueden “percibir” la
presencia de glucosa. Dicha funcion es llevada a cabo por este subtipo de
transportadores de glucosa en las células B pancreaticas.
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2 PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion es continuacion de la linea de trabajo que lleva nuestro
grupo para tratar de conocer si se producen cambios neuroadaptativos tras la conducta
de autoadministracion de morfina y la extincion de esta conducta durante diferentes
peridos de tiempo en animales LEW y F344. Concretamente, habiamos analizado la
modulacion diferencial entre ambas razas en los niveles de receptores p-opioides, en la
funcionalidad de estos receptores y en los niveles de expresion génica de la PENK
(Sanchez-Cardoso et al., 2007) después de esas conductas, asi como en los niveles de
receptores D1 y D2 dopaminérgicos (Sanchez-Cardoso et al, 2009). En otro trabajo
previo, ademas, habiamos estudiado los niveles basales de los receptores NMDA en
esas dos cepas (Martin et al. 2003), pero desconociamos si estos receptores podrian
también modularse después de la adquisicién y extincién de la conducta de
autoadministracion de morfina y, por ello, uno de los objetivos principales de la
presente investigacion ha sido el estudio de esa posible modulacién. Dado que, por otra
parte, el glutamato participa en gran parte de la activacion neuronal del SNC y que ese
neurotransmisor estimula la captacion de glucosa en las células nerviosas, también
hemos querido estudiar si el metabolismo cerebral de la glucosa pudiera cambiar
después de la autoadministracion de morfina en ambas razas. Finalmente, continuando
con nuestro interés en estudiar cambios en el sistema opioide de los animales LEW y
F344 por su distinta susceptibilidad ante los efectos reforzantes de los opiaceos, nos
parecié necesario estudiar también si los nuevos péptidos opioides endomorfina 1 y
endomorfina 2 podrian participar en las acciones reforzantes positivas de los opiaceos y
si la unidn a sus receptores también cambiaba tras la conducta de autoadministracién de

morfina y su extincién, tal y como parecia que ocurria con los receptores mu-opioides.
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3 MATERIALY METODOS

3.1 Sujetos

Se utilizaron ratas macho de las razas LEW y F344 (Harlan Ibérica) que pesaban
entre 300-350 gramos al principio del experimento. Ninguno de los animales habia sido
expuesto previamente a ninguna situacion experimental ni a otras drogas. Los animales
se alojaron en las condiciones habituales del laboratorio, esto es, con humedad y
temperatura controladas, ciclo luz-oscuridad (luz 08:00-20:00) y libre acceso a comida y
bebida. Las instalaciones donde se mantuvieron los animales cumplen las Normas de la

Union Europea sobre Mantenimiento de Animales de Laboratorio.

3.2 Laautoadministracion intravenosa de drogas

Empleamos 12 cajas de condicionamiento operante (Coulbourn Instruments;
EE.UU) para los estudios de autoadministracion de morfina. En cada caja habia dos
palancas situadas a ambos lados de una de las paredes de la caja y separadas entre si por
14 cm. Las palancas estan disefiadas para registrar cada respuesta que se produzca
cuando se apliquen al menos 3 gramos de fuerza sobre ellas. La dispensacion de la
morfina (Direccion General de Farmacia, Subdireccion General de Estupefacientes;
Ministerio de Sanidad y Consumo; Madrid, Espafia.) y su vehiculo (suero salino), se
realizd gracias a una bomba automatica (Harvard Instruments; EEUU) que operaba
fuera de la caja del animal. El registro de los datos y el control de las cajas y de la
bomba se realiz6 mediante un ordenador compatible con IBM y una interfaz (Med
Associates; EE.UU ).
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Figura 3-1 Caja de Skinner preparada para la autoadministracion de drogas.

3.2.1.1 Técnica quirurgica

El primer paso a realizar es la induccion anestésica por medio de la
administracion de Ketamina (40 mg/kg) y Diazepam (10 mg/kg) por via intraperitoneal.
Unos 10-15 minutos después de la anestesia con ketamina se procede a la administracion
de diazepam. Una vez anestesiado el animal, se abre un pequefio ojal en la piel hasta
llegar al paquete vascular desde donde se aisla la vena yugular. Después se hace una
incision en esa vena y se inserta el catéter (Dural Plastics & Engineering; Auburn,
Australia) de forma que llegue hasta la auricula derecha del animal. Una vez insertado
el catéter, éste se fija a la propia vena yugular y a los masculos pectoral y maxilofacial
evitando asi que varie su localizacion. Insertado el catéter en la vena y fijado, se dispone
bajo la piel de manera que salga hacia la region escapular media del animal,
imposibilitando asi que éste pueda llegar a él y manipularlo. Por ultimo, se sutura la
zona y se comprueba que la posicion del catéter es la correcta y que no existe pérdida o
bloqueo de flujo a través del mismo infundiendo con suero salino. Méas adelante, se
coloca un conector de plastico en el craneo del animal anclandolo con varios tornillos y
fijandolo mediante cemento dental para poder mantener al animal en la caja de
condicionamiento operante y llevar a cabo el procedimiento de autoadministracion. La
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conexion del animal a la caja se realiza a través de un muelle hueco (Alice King
Chatman; EEUU) por donde transcurre el catéter, que se une al conector de plastico
colocado en el craneo del animal y a un pivote girador situado en la parte superior de la
caja, que permite la total libertad de movimientos del animal durante el tiempo que se
encuentre en su interior. A este pivote girador que sale por la parte externa de la caja se
une el catéter que llega desde la jeringuilla, donde se encuentra la sustancia a
administrar. Posteriormente, se infunden los animales diariamente con suero fisiol6gico
que contiene en disolucion 1mg/ml de antibiético (Gentamicina) y 100 U.l./ml de

Heparina 5%, para prevenir infecciones y la formacion de coagulos sanguineos.

3.2.2 Consideraciones teoricas sobre la autoadministracion de drogas

Antes de detallar el procedimiento de autoadministracion intravenosa de drogas,

procederemos a hacer una breve introduccion tedrica sobre esta metodologia.

Los primeros estudios experimentales que sugirieron una posible funcion de las
drogas como reforzadores en animales fueron llevaron a cabo por Nichols et al. (1956).
Posteriomente, en 1962, James Weeks estableci6 la metodologia de Ila
autoadministracion intravenosa de drogas, tal y como la conocemos hoy en dia. La
aportacion de J. Weeks fue muy importante, ya que permitio el establecimiento de
procedimientos de condicionamiento operante que demostraban que las drogas actuaban
como reforzadores positivos. Este autor fue el primero que implanté catéteres de forma
permanente en la vena yugular de ratas de laboratorio, conectandolas a una caja de
condicionamiento operante y a una bomba que dispensaba inyecciones de morfina
automaticamente. Weeks comprobd que los sujetos se autoinyectaban cantidades
importantes de morfina. Esta técnica superd los problemas debidos al sabor de las
disoluciones de farmacos y al retraso en el refuerzo propios de la via oral de
autoadministracion empleada por otros autores, permitiendo el empleo de respuestas
operantes diariamente definidas y de programas de reforzamiento. Mas adelante,
Thompson y Schuster, en 1964, aplicaron este procedimiento con morfina en monos,
obteniendo resultados parecidos. Cuatro afios mas tarde, Pickens y Thompson (1968)
comprobaron que las ratas de laboratorio se autoadministraban anfetamina y cocaina
con patrones de comportamiento que demostraban el poderoso control que estas drogas

ejercen sobre la conducta, de acuerdo con los principios del condicionamiento clasico e
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instrumental. La obtencién de resultados semejantes en otros laboratorios hizo que la
autoadministracion intravenosa de drogas se consolidara como una metodologia
ampliamente empleada en diversas especies animales para estudiar los efectos

reforzantes de las drogas.

Habitualmente, las sesiones de autoadministracion estan limitadas en su
duracion. En general, cuando los animales inician la sesion se autoadministran varias
inyecciones en los primeros minutos para, posteriormente, ir espaciando en el tiempo de

forma regular la ingesta de droga.

Parece admitido que la variable mas importante para regular la
autoadministracion de drogas es la dosis. A partir de unos niveles minimos, las dosis
pequefias produciran un nivel mayor de inyecciones. Después de cada inyeccion, hay
una pausa post-refuerzo que se encuentra directamente relacionada con la dosis. Si la
dosis se incrementa, la pausa se alarga con el resultado de un namero inferior de
inyecciones durante la sesion de autoadministracion. Algunos investigadores han
sugerido que la pausa post-refuerzo puede deberse a una alteracion comportamental
generalizada que deja al animal sin capacidad de respuesta por un tiempo. Obviamente,
los efectos aversivos de las drogas limitan la tasa de autoadministracion y en funcion de
ello se podria predecir la dosis de droga maxima en la autoadministracion (Yokel y
Pickens, 1974).

3.2.3 Procedimiento experimental

Antes de la implantacion del catéter, se entrend a los animales para que
aprendieran a apretar la palanca con bolitas de comida (Noyes Pellets; Reino Unido)
como refuerzo, bajo un programa de reforzamiento de Razén Fija 1 (RF1), en el que la
presion de la palanca de la izquierda una sola vez se tradujo en la obtencidn de una
bolita de comida (45 mg) y el encendido de un diodo por encima de la palanca. Cuando
la conducta operante con comida se mantuvo durante varios dias se procedié a la

implantacidon del catéter segun el procedimiento quirdrgico mencionado anteriormente.

Tras un periodo de recuperacion postoperatoria se comenzd con la
autoadministracion intravenosa de sulfato de morfina a una dosis de 1mg/kg. El

programa de reforzamiento elegido fue el de razon progresiva (RP) en el que el animal
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cada vez tiene que emitir mas respuestas para conseguir el reforzador. Asi, la serie de
presiones de palanca requeridas para obtener los reforzadores es
2,3,5,7,9,12,15......90....etc, hasta que el animal deja de responder, momento
denominado “Punto de Ruptura” (Breaking point), que es el valor ordinal de respuesta
en el que el animal deja de responder durante un periodo de 60 minutos y no consigue el
reforzador. Cuando el animal satisfacia los requerimientos de respuesta, se encendia un
diodo que sefialaba la administracién de la droga y seguidamente el animal recibia una
inyeccion de sulfato de morfina a una dosis de 1mg/kg. El acceso de los sujetos a la
droga se producia en sesiones de doce horas de duracion durante el ciclo nocturno y
nunca recibian una inyeccién cebadora (priming injection). Se sometid a los animales a
la adquisicién de la conducta de autoadministracion de morfina durante 15 dias, tras los
cuales se sustituyd la droga por suero salino para provocar la extincion de esta conducta.
Tras pasar por las condiciones experimentales correspondientes a cada grupo (ver la
seccion Disefio Experimental), se sacrificé a los animales por decapitacion, se
extrajeron sus cerebros y acto seguido se procedio a su congelacion mediante inmersién
en isopentano enfriado con hielo seco, hasta el comienzo de los experimentos de

autorradiografia.

3.2.4 Diseilo experimental para el estudio de los receptores NMDA

Se utilizaron 6 grupos de animales, 3 de la raza LEW y 3 de la raza F344. En
cada una de las razas se establecieron los siguientes grupos: los animales del grupo T=0
fueron sometidos a 15 dias de autoadministracion de morfina y fueron sacrificados justo
después de la Gltima sesién de autoadministracion; los animales de los grupos T=7 y
T=15 se sometieron igualmente a autoadministracion de morfina y fueron sacrificaron a
los siete y quince dias de extincidn, respectivamente, después de haber sustituido

durante este periodo la morfina por suero salino.

3.2.5 Técnica de autorradiografia cuantitativa de receptores

La técnica de autorradiografia permite obtener la distribucion espacial de los
radioisétopos incorporados a la proteina de interés mediante la exposicion de la muestra
a emulsiones fotogréficas sensibles a la radiacion. Esto permite visualizar, localizar y

cuantificar la proteina mediante procedimientos de analisis de imagenes. Las proteinas
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estudiadas con esta técnica suelen se enzimas, receptores y lugares de recaptacion de
neurotransmisores, permitiendo localizar el lugar de accion de ligandos tales como

neurotransmisores, hormonas y farmacos.

La utilizacion de esta técnica ““in vitro” ofrece multiples ventajas ya que, aunque
es relativamente costosa, ofrece un alto grado de fiabilidad, es facilmente reproducible y
tiene un grado de resolucion espacial de micrometros, lo que proporciona un gran

detalle anatomico de la zona a estudiar.

La técnica de autorradiografia es cuantificable, lo que significa obtener medidas
absolutas (nCi y/o fmoles/mg de tejido) que facilitan la comparacion entre diferentes
estudios. Estas ventajas han desplazado a otras técnicas alternativas de fijacion basadas

en preparados homogeneizados de receptores marcados radiactivamente.

3.2.6 Técnica de autorradiografia cuantitativa de los receptores NMDA

En primer lugar, se procedio a obtener cortes coronales seriados de los encéfalos
procedentes de los diferentes grupos experimentales de ambas razas mediante un
criostato. En nuestro caso, para cortar los cerebros en el criostato, se montaron
convenientemente protegidos en una nuez de criostato con Tissue-Tek®, un material que
se solidifica al enfriarse. Se obtuvieron dos secciones por porta de la region
seleccionada. Estos portas se almacenaron a -35°C hasta el dia del marcaje con el
ligando radiactivo [°H]-MK801. Se sigui6 un protocolo similar al empleado por Sakurai
et al. (1991). De forma resumida, los portas con las secciones cerebrales se prelavaron
durante 30 minutos en tampdn 50 mM Tris-acetato. Posteriormente, esos mismos portas
se incubaron en 50 mM de buffer Tris-acetato (pH 7,4) durante 120 minutos, a
temperatura ambiente. El tampén contenfa 5 nM de [*H]-MK-801. La unién no
especifica se determind en presencia de 100 uM de MK-801 no marcado
radiactivamente. Tras la incubacion, las secciones se lavaron en 50 mM de tampén Tris-
acetato (pH 7,4) a 4°C durante 80 minutos en 250 ml de tampon frio. A continuacion se
lavaron en agua destilada y, por ultimo, se procedié al secado de los portas con aire seco
y frio. Los portas se dejaron con desecante (Drierita; Sigma, Espafia) durante toda la
noche y, al dia siguiente, se expusieron a peliculas sensibles al tritio (*H-Hyperfilm;
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Amersham, Espafia). Después de transcurridas 8 semanas de exposicion, las peliculas
autorradiograficas se revelaron con liquido revelador Kodak-D19 y, posteriormente, se

analizaron los autorradiogramas como se indica a continuacion.

3.2.7 Técnica de autorradiografia cuantitativa de los receptores endomorfina-1y
endomorfina-2

Tras sacrificar a los animales se extrajeron sus cerebros y fueron sumergidos en
isopentano previamente enfriado con hielo seco después de lo cual se almacenaron a -35
°C. Posteriormente se obtuvieron cortes coronales de los encéfalos de un grosor de 20
micras mediante un criostato. Dichos cortes fueron convenientemente montados en

portas y almacenados a -35 °C hasta el dia del marcaje con ligandos radiactivos.

Como se ha citado maés arriba se ha sugerido que las endomorfinas podrian ser los
ligandos enddgenos para los receptores p-opioides. Por ello decidimos emplear en
primer lugar un protocolo similar al utilizado para medir dichos receptores con un
ligando especifico como es el DAMGO (Mansour et al., 1987) aunque con pequefias
modificaciones. Resumidamente, los portas con las secciones cerebrales se
preincubaron durante 6 minutos en tampén 100 mM Tris-acetato a 25 °C (pH 7,4).
Posteriormente se incubaron en tampdn 50 nM también a 25 °C y con el mismo pH con
[*H]-Endomorfina 1, y [*H]-Endomorfina 2 durante 60 minutos utilizando uno u tro en
dos experimentos diferentes. Ambos radioligandos fueron preparados por Géza Toth del
Instituto de Bioguimica del Centro de Investigaciones Bioldgicas de la Academia de
Ciencias de Hungria. Estas incubaciones con las endomorfinas tritiadas se llevaron a
cabo en presencia o ausencia del mismo ligando “frio” (sin radiactividad) con una
concentracion de 10 uM para determinar de este modo la union total y la union no
especifica de los radioligandos. Transcurrido el tiempo de incubacién los portas se
lavaron dos veces durante 6 minutos cada vez en tampdn Tris frio y luego se enjuagaron
otras dos veces en agua destilada. Después se secaron con aire seco enfriado con hielo
seco Yy se almacenaron en cajas adecuadas en presencia de gel de silice durante 24 horas.
Transcurrido este periodo de secado, los portas se expusieron a peliculas Biomax

(Kodak, Espafia) durante 12 semanas y se revelaron con liquido revelador Kodak D-19
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3.2.8 Andlisis cuantitativo de los autorradiogramas

Una vez obtenidos los autorradiogramas, se cuantificaron mediante un
analizador de imagenes computerizado Scion Image (NIH, EE.UU). Para proceder a la
digitalizaciéon con una camara, los autorradiogramas fueron situados en un dispositivo
que los iluminaba desde abajo. Todas las imagenes capturadas de una misma pelicula
fueron corregidas mediante una rutina de codigo que igualaba la iluminacién (contraste

y brillo) de la imagen autorradiografica a un fondo blanco homogéneamente iluminado.

Las imagenes fueron digitalizadas mediante un convertidor analdgico-digital con
salida de iméagenes codificadas en 8 bits, lo que da como resultado imagenes de 2°=256
(0-255) tonalidades de gris. La rutina de captacion digital de la cAmara asegura que cada
pixel tenga igual tamafio horizontal y vertical minimizando, de esta manera, la
distorsion geomeétrica y fotografica a menos del 0.5 sobre la imagen de entrada

analogica.

De esta forma, cada pixel (correspondiente a un area de 20 x 20 um) fue
convertido en valores de tonalidad de gris de 0 a 255 que representan la transmision de
la luz a través del autorradiograma. Estos valores de gris fueron, a su vez, convertidos
en densidad Optica calibrada (OD) mediante la transformacién de la escala de gris a la
inversa del logaritmo decimal, de forma que OD=1/log gris. Esta transformacion lineal
ayuda a corregir la falta de linealidad en los extremos, esto es, para valores de gris muy

oscuros o0 muy claros.

Para traducir los valores de OD de los autorradiogramas a valores de
radiactividad (nCi/mg) se emplearon unos patrones radiactivos compuestos de pasta de
polimero conteniendo [*H]-ornitonina. La escala de grises de los patrones fue
transformada a OD y ésta, convertida a su vez, a valores de radiactividad por unidad de

area del patron.

Los valores de radiactividad vienen especificados en el catalogo del producto
(Amersham, Espafia). Estos valores obtenidos fueron transformados automaticamente
por el programa a una escala de logaritmo neperiano (In), dando como resultado In OD
vs. In valores de radiactividad.
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La calibracion mediante logaritmos neperianos en los dos ejes ayuda a corregir
la falta de linealidad en los extremos de la escala del patron, es decir, para valores muy
claros y muy oscuros de gris o lo que es lo mismo, para concentraciones muy altas o
muy bajas del radioligando. Los valores asi obtenidos pueden expresarse en nCi/mg de

tejido o traducirse a concentraciones de fmol/mg de tejido.

Para la identificacion y discriminacion de las estructuras cerebrales de interés se
utilizaron imagenes con diferentes niveles de umbral. La identificacion, por otra parte,
también viene facilitada por el is6topo utilizado, que al ser *H, proporciona una gran
resolucion anatomica. Con este procedimiento se determinan las diferentes regiones y
son medidas utilizando la calibracion antes descrita. De este valor se resta el
correspondiente de la imagen autorradiografica que representa la unién no especifica,
obteniendo con ello el valor molar correspondiente de la union especifica del receptor.
Todos estos datos fueron convertidos mediante un programa en Visual-Basic a formato

Excel y SPSS para su posterior analisis estadistico.

3.3 Tomografia por emisién de positrones

La tomografia por emision de positrones, mas conocida por sus iniciales en inglés
(TEP)es una técnica de imagen médica no invasiva que permite obtener informacion de
multiples fendmenos biologicos y bioquimicos a nivel molecular. Los radioisotopos
utilizados en la TEP son trazadores que emiten un positron como resultado de su
desintegracion. Este positrén tiene practicamente las mismas caracteristicas que el
electron exceptuando la polaridad de su carga que es positiva. Cuando un positron y un
electron se encuentran durante un determinado intervalo de tiempo se aniquilan dando
como resultado la liberacion de dos fotones gamma de igual energia (511 keV) vy, en

teoria, en la misma direccién pero con sentidos opuestos.
Las técnicas que permiten el estudio de las funciones cerebrales in vivo en las que se

usan individuos experimentales intactos son de especial valor por diversas razones. En

primer lugar las relaciones, en cuanto al metabolismo se refiere, entre el cerebro y las
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estructuras que le suministran el aporte sanguineo son procesos muy regulados y
dindmicos. La interrupcion del aporte de sustratos metabdlicos al cerebro tiene como
resultado la rapida alteracion tanto en la conducta como en el metabolismo cerebral. En
segundo lugar, la barrera hematoencefélica, actuando como un filtro, regula la entrada y
la salida de metabolitos y otras sustancias como son algunas fuentes energéticas que
podria utilizar el cerebro y a las que, de hecho, la barrera hematoencefalica impide
entrar. Por ultimo, existe en las poblaciones neuronales una gran heterogeneidad
regional con respecto a qué neurotransmisores especificos actian como mensajeros asi
como a sus interconexiones anatdmicas. Los métodos bioquimicos in vitro que utilizan
rodajas de tejido, homogeneizados o fracciones subcelulares son, generalmente, poco
satisfactorios para el estudio de enfermedades que resultan de la disrupcion de estas
relaciones metabdlicas. La TEP ha tendido un puente entre las mediciones bioquimicas
in vitro e in vivo de la funcién cerebral. Es un método no invasivo en el que son
introducidos en el flujo sanguineo ciertos radiotrazadores y, posteriormente, mediante
detectores externos al organismo es medida la distribucion en el cerebro de dichos

radiotrazadores.

Para detectar los rayos gamma emitidos cuando los positrones colisionan con electrones
se utilizan multiples detectores dispuestos en uno 0 mas anillos que rodean la cabeza del
sujeto. Cada detector esta pareado con otro situado enfrente y ambos estan conectados
mediante la electronica del escaner. Cada par de detectores identifica los rayos gamma
consecuencia de la aniquilacion del positron a lo largo de la linea espacial que los
conecta. Cada imagen transversal de la distribucion de la radiactividad se crea a partir
de la informacidn (cuentas) derivada de las coincidencias acumuladas de cada anillo. El
par de detectores que registra una coincidencia define la linea a lo largo de la cual ha
tenido lugar la aniquilacion. Posteriormente, para reconstruir la imagen, se utilizan
técnicas similares a las utilizadas en tomografia computarizada (TC) para reconstruir la

imagen derivada de los rayos X.

3.3.1 Adquisicion de las imagenes

Las imagenes TEP fueron obtenidas en dos sesiones diferentes: la primera sesion tuvo

lugar tras la fase de autoadministracion de morfina y la segunda tras la fase de extincion
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de esta conducta. La 2-deoxy-2-[*®F]fluoro-D-glucosa (FDG: 1.99+0.24 mCi) se inyect6
a través del catéter que previamente se habia implantado a los animales. Dejamos
transcurrir 35 minutos para dar tiempo a que los tejidos captaran la FDG transcurridos
los cuales, los animales se anestesiaron con isoflurano (5% en la induccién y 1-1.5% en
el mantenimiento en O, al 100%. Una vez que los animales estaban convenientemente
anestesiados se procedio a la recogida de datos para la formacion de la imagen durante
60 minutos en un escaner TEP de animal pequefio (rPET, SUINSA Medical Systems,
Madrid) Vaquero et al, 2005).

La resolucidn transaxial del escaner utilizado es de 1,65 mm mientras que la axial es de
1,9 mm (FWHM, “Full Width at Half-Maximum”).

3.3.2 Reconstruccién y registro de las imagenes

Las imagenes se reconstruyeron con un algoritmo de retroproyeccion filtrada 3D (3D-
FBP) y utilizando un filtro de Butterworth de orden 12 con una frecuencia de corte al
35% de Nyquist (Abella et al, 2009). Se realizaron las correcciones oportunas de
alineamiento, decaimiento, normalizacion y tiempo muerto. El tamafio de los voxeles

que forman las imagenes reconstruidas es isométrico de 0,81 mm.

El registro de las imagenes es un proceso cuyo objetivo es lograr la concordancia
espacial de manera que dado un véxel concreto, este muestre en todas las imagenes la
informacién de la misma zona del encéfalo. Para llevar a cabo dicho registro se
seleccionaron visualmente dos imagenes de referencia utilizando la plataforma
MMWKS ("Multimodality Workstation™) desarrollada por el Laboratorio de Imagen
Médica del Hospital General Universitario Gregorio Marafidon (Pascau et al, 2006). Esta
plataforma de trabajo permite visualizar, segmentar, cuantificar, registrar y fusionar
imagenes de distinta modalidad. Al elegir estas dos imagenes de referencia se evitaron
las imagenes con poco contraste, movimiento del animal durante la adquisicion o
calidad deficiente. Ambas imagenes se registraron mediante 7 marcadores anatomicos
seleccionados visualmente. Se utiliz6 como medida de evaluacién de dicho registro el
umbral de resolucion del escaner empleado (1,65 mm) de modo que si el indice de

consistencia es menor de 1,65 se considera el registro correcto y en caso contrario,
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erréneo. En este Gltimo caso se procedio a realizar el registro de la imagen de modo

manual mediante marcadores anatomicos (Arun et al, 1987).

3.3.3 Suavizado, enmascaramiento y normalizacion de las imégenes

El suavizado de las imagenes consiste en promediar los valores de los vixeles
adyacentes con los objetivos de aumentar la relacion sefial a ruido de las imagenes y
asegurar que los cambios entre sujetos en los resultados del estudio tengan lugar en
escalas lo suficientemente grandes como para ser significativas. Las imagenes se
suavizaron con SPM (SPMD5, version 1782) utilizando un filtro gaussiano isométrico de

2 mm.

Las imagenes obtenidas por el escaner TEP abarcan mas espacio del estrictamente
necesario para analizar el encéfalo. Por ello y tras el suavizado, se procedié a
enmascarar las imagenes para tener en cuenta Unicamente los voxeles correspondientes
al encéfalo de los animales experimentales a la hora de realizar los analisis estadisticos.
Para ello se utiliz6 una méscara del encéfalo obtenida sobre una imagen promedio

(template) de todas las iméagenes del estudio.

Como ultimo paso de este procesado de las imagenes antes de llevar a cabo el estudio
estadistico es necesario ajustar la intensidad de las imagenes debido a las variaciones en
los niveles medios globales en el metabolismo cerebral tanto entre distintos sujetos
como en un mismo sujeto con el paso del tiempo. Para llevar a cabo dicha
normalizacion se multiplicaron los valores de cada voxel por un factor de manera que en

todas las imagenes el valor medio del cerebro fuera el mismo (100%).

3.3.4 Fusion de los resultados con imagenes de resonancia magnética

Como ya se ha comentado anteriormente, la resolucion anatémica de las imagenes
obtenidas con los escaneres TEP es reducida y por ello y con el objetivo de facilitar la
localizacion de las regiones que resultaron estadisticamente significativas, decidimos
fusionar los resultados arrojados por SPM con una imagen de resonancia magnética de
una rata Wistar adulta macho de la misma edad que los sujetos utilizados en este

estudio.

76



Para obtener dicha imagen el sujeto fue anestesiado con sevofluorano (induccion al 5%
y mantenimiento al 3%) Yy luego introducido en un escaner Bruker Biospec 70/20 (Ultra
Shielded, con un campo magnético principal de 7 teslas). A lo largo de la adquisicion de
la imagen fueron monitorizadas tanto la temperatura como la respiracion del animal.
Para la adquisicion de la imagen se utilizaron tanto una antena de volumen como una
phased array especial para cerebro de rata. Tras realizar el ajuste de la uniformidad del
campo magnético se adquirio la imagen utilizando una secuencia RARE con un tiempo
de repeticion de 4062 ms, un tiempo de eco de 33 ms, un angulo de flip de 90° y un
factor RARE 8. El campo de vision fue de 3,7 x 3,7 cm y la matriz de 256 x 256.
Decidimos que el nimero de rodajas fuera de 37, con un grosor de 0,8 mm cada una. El

tiempo de adquisicién fue de 11 minutos.

La falta de uniformidad en la intensidad se corrigié con el algoritmo automatico n3
(Sled et al, 1998) tras lo cual la imagen se registr6 con los resultados obtenidos

previamente.

3.4 Analisis estadistico

3.4.1 Estudio NMDA

Para analizar los datos conductuales se utilizé un ANOVA de medidas repetidas con el
factor intrasujeto “Dia” y el factor intrasujeto “Cepa”. Con el objetivo de comprobar si
los animales extinguian su conducta de autoadministracion tras sustituir la morfina por
suero salino comparamos las medias de las tres ultimas sesiones de la fase de extincion

con las tres Gltimas de la fase de adquisicion de la conducta mediante t-tests.

Los datos de los estudios autorradiograficos no cumplieron los requisitos necesarios
para poder llevar a cabo un ANOVA (i.e. distribucion normal de los datos y
homocedasticidad de las varianzas) por lo que se llevaron a cabo analisis estadisticos no
paramétricos. Se hicieron comparaciones entre los diez grupos experimentales (F344:
basal, dia0, dia 7 y dia 15 or LEW: basal, dia 0, dia 7 y dia 15) utilizando para ello es

estadistico U de Mann-Whitney. El nivel de significacion estadistica se fijo en o = 0.05.
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Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo con el paquete estadistico SPSS, version
12.0.

3.4.2 Estudio de las Endomorfinas

En primer lugar se llevo a cabo un ANOVA mixto con un factor intrasujeto (dias de
autoadministracion) y un factor entre grupos (dosis). Posteriormente realizamos analisis
post hoc (Tukey b) para comparar entre los distintos grupos. Para estudiar si se daba la
conducta de autoadministracion de E-2 se llevaron a cabo contrastes “t” de Student
entre las medias de los 5 dltimos dias de la fase de autoadministracion y los 5 ultimos de

la fase de extincion

3.4.3 Estudio de microTEP

Para llevar a cabo los anélisis estadisticos se utilizé el programa de libre distribucion
SPM (“Statistical Parametric Mapping”, http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm) muy
utilizado en investigacion de neuroimagen funcional. Este programa permite realizar

analisis paramétricos basados en voxel.

La estadistica llevada a cabo consistié en un analisis de varianza (ANOVA) de tres
factores fijos con medidas repetidas en uno de ellos. Los factores son cepa, con dos
niveles (LEW vy F344), condicion, con dos niveles (salino y morfina) y dia, con dos
niveles (dia 0 y dia 15). La matriz de disefio (especificacion del modelo general lineal
al que se ajustan los valores de cada voxel y que fue implementada en SPM8 mediante
la opcion “Flexible Factorial”) incluyd también el factor sujeto y las interacciones dos
a dos de los tres factores fijos mencionados. Se utilizd la correccion estadistica por
comparaciones multiples mediante la opcion “Family-WiseError” (FWE) con un nivel
de significacion estadistica de 0,001.
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4 RESULTADOS

4.1 Autoadministracion de morfina y niveles de unién al receptor
glutamatérgico NMDA

A continuacion pasamos a presentar los resultados del estudio en el que medimos los
niveles del receptor NMDA tanto a nivel basal como después de haber adquirido la
conducta de autoadministracion de morfina durante 15 dias asi como después de 7 y 15
dias tras el inicio de la fase de extincion de dicha conducta. En primer lugar veremos los

resultados conductuales.

4.1.1 Autoadministracion de morfina

La Figura 4-1 muestra la adquisicion y la extincion de la conducta de autoadinistracion
de morfina en las cepas LEW y F344. El anova de medidas repetidas revel6 un efecto
significativo estadisticamente tanto en el factor “cepa” (F16 = 15,31, p < 0.001) como
en el factor “dia” (F1453 = 4,16, p < 0.001) en la fase de autoadministracion. Los
animales de la cepa LEW se autoadministraron un mayor nimero de inyecciones de
morfina por sesion que los animales de la cepa F344 durante esta fase. Por el contrario,
durante la fase de extincion no se encontraron diferencias significativas entre ambas
cepas. La comparacion de las medias entre las Gltimas tres sesiones de la fase de
autoadministracion versus las tres Ultimas sesiones de la fase de extincion resulto en
diferencias significativas estadisticamente en ambas cepas (F344: t;o = 3.66, p < 0.01;
LEW: tBg = 2.79, p < 0.05) lo que indica que ambas, LEW y F344 redujeron
significativamente su tasa de autoadministracion tras 15 dias después de sustituir la
droga por el suero salino.
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Figura 4-1 Conducta de autoadministracion y extincion de la misma. Tasas de respuesta y nimero de
refuerzos (inyecciones de morfina 1 mg/kg)

4.1.2 Niveles de unién del ligando radiactivo [°H]-MK-801

En el presente trabajo se han estudiado los receptores NMDA glutamatérgicos
analizando los niveles basales de unién del ligando radiactivo [*H]-MK-801, tras la
autoadministracién de morfina y durante la extincién de esta conducta (a los 7 y 15
dias), en el encéfalo de ratas de las cepas LEW y F344. En la figura 4.2. pueden verse
autorradiogramas representativos de cada una de las condiciones experimentales en
ambas razas. En las Figuras 4.3 a 4.14 se han representado los niveles de unién del
ligando a los receptores NMDA en las diferentes regiones cerebrales estudiadas tras la

autoadministracion de morfina y durante la extincion de esta conducta.
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Figura 4-2 Autorradiogramas representativos basales y de cada dia de extincidon en ambas razas.

En condiciones basales las ratas de la cepa LEW mostraron niveles de union del ligando
utilizado a los receptores NMDA significativamente superiores a los mostrados por los
animales F344 en diversas areas cerebrales (p<0.05). Estas diferencias tuvieron lugar
especialmente en él area del ATV (VcX, AuCx, MGNu, RSG, SuG and EntCx).

Tras 15 dias de autoadministracion de morfina (dia 0) podemos observar diferentes
patrones en las cepas LEW y F344 segun el area estudiada: en el area del NAc los
animales LEW no muestran apenas cambios mientras que los animales F344 sufren un
incremento en la unién del ligando. Sin embargo en el area del talamo se observa un
aumento de la unién en ambas razas. Por altimo, en las areas del ATV y del rafe no se

observan cambios.

Existe una tendencia general a la disminucion de union del MK-801 tritiado en los
animales de la cepa LEW a lo largo de la fase de extincion. En cambio, en los animales

F344 la union del ligando disminuye el dia 7 pero se recupera el dia 15.

Mas concretamente, tras 15 dias de autoadministracion de la droga podemos observar
que mientras que en las ratas F344 los niveles de unién aumentan en diversas
estructuras del encéfalo anterior (M, Par, I, Pir, ) y en el resto de estructuras estudiadas
se observa una tendencia al alza aunque no significativa, en los animales LEW no se

observa cambio alguno. Sin embargo, en la zona del talamo se observa un aumento en
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los niveles de union del ligando en todas las estructuras estudiadas y en ambas razas.
Por ultimo, en las estructuras analizadas en el area del ATV y el Rafe los animales F344
no muestran cambios pero si lo hacen, al alza, algunas estructuras de los animales LEW
( MGNu, EntCx, SuG).

A los 7 después de sustituir la morfina por suero salino puede observarse en ambas
razas una disminucion de la union del ligando en practicamente todas las estructuras
analizadas en las zonas del NAc y del tdlamo. A la altura del ATV los animales

LEW solo varian en RSG, a la baja, mientras que las F344 muestran un descenso en

el nivel de los receptores estudiados en todas las regiones exceptuando SuG. Por ultimo,
en la zona del Rafe las ratas LEW solo muestran un descenso en el DR mientras que las

F344 muestran un incremento en PAG y en SuG.

Transcurridos 15 dias tras la sustitucion de la morfina se aprecian claramente dos
patrones de resultados opuestos en ambas cepas: los animales LEW muestran una clara
disminucion en la uniéon del ligando radiactivo tanto en el &rea del NAc como en el del
ATV y en el del Rafe. Por el contrario, los animales F344 muestran un aumento en la
unién tanto en el area del NAc como en la del talamo y en la del ATV en la gran
mayoria de las estructuras estudiadas mientras que en el area del Rafe puede observarse

una disminucion en la unién del ligando.

En cuanto a las diferencias entre ambas cepas, tras finalizar la fase de

autoadministracion (dia 0) se observan diferencias significativas entre las dos cepas en
la mayoria de las estructuras estudiadas. Mientras que en las areas del NAc y el tdlamo
las ratas de la cepa F344 mayores niveles de union del ligando, en el ATV y en el Rafe

muestran menores niveles.

Transcurridos 7 dias desde el inicio de la fase de extincion las dos cepas se igualan no
encontrandose diferencias significativas mas que en tres estructuras: VcX, MGNu y
RSG.

Por ultimo, finalizada la fase de extincion (dia 15) se observa que casi en la totalidad de

las estructuras estudiadas hay diferencias entre las cepas en cuanto a los niveles de
union del ligando radiactivo.
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Niveles de unién del [°H]-MK-801 a los receptores NMDA glutamatérgicos.

Fischer 344 Lewis

Control Dia 0 Dia7 Dia 15 Control Dia0 Dia7 Dia 15

AcbC 2.50+0.43 3.17+0.27 2.25+0.15b | 2.70+0.14* 1.13+0.08 2.96+0.22 2.13+0.06b | 1.63+0.22bc

2.67+0.13*
AcbSh 2.61+0.47 3.42+0.25 2.27+0.12b be 1.08+0.07 2.89+0.24 2.19+0.10b | 1.52+0.17bc
Cog 3.89+0.54 5.36+0.49 3.90+0.18b | 4.73x0.21*c | 2.07+0.17 4.80+0.24 3.99+0.13b | 3.74+0.25b

Mot 3.29+0.47 5.53+0.52a 3.95+0.25b | 4.39+0.22* 1.85+0.16 4.82+0.27 3.77£0.13b | 3.39+0.23b

4.82+0.18*

Par 3.23+0.45 6.09+0.52*a | 3.69+0.23b be 2.09+0.16 4.70+0.33 3.84+0.14b | 3.17+0.35bc
5.31+0.19*

Ins 3.64+0.50 6.67+£0.39*a | 4.10+0.30b be 2.23+0.15 5.03+0.30 4.37+0.15 3.88+0.32b
. 4.17+0.17*

Pir 3.14+0.45 5.31+0.34*a | 3.14+0.20b be 1.74+0.11 3.94+0.39 3.01+0.12 | 2.49+0.19bc
3.11+0.10*

cl 2.87+0.50 3.74+0.21 2.51+0.16b be 1.53+0.11 3.19+0.26 2.35+0.14b | 1.62+0.10bc

Tu 2.65+0.43 3.91+0.42 2.63+0.16b | 3.48+0.09bc | 1.41+0.09 2.51+0.19 2.97+0.10 2.05+0.30c
5.14+0.56*

DG 3.41+0.14* | 8.31%0.14*a | 4.27+0.15b b 3.94+0.12 6.43+0.21a | 3.63£0.35b | 3.12+0.24b
6.63+0.64*

CAl 4.41+0.22 10.12+0.29*a | 5.26+0.15b b 4.71+0.07 7.3240.29a | 4.98+0.42b | 3.42+0.28bc
5.12+0.55*

CA2 3.32+0.16 8.91+0.22*a | 3.51+0.13b be 3.63+0.11 5.74+0.23a | 3.73£0.34b | 3.08+0.26b

CA3 2.83+0.10* | 7.24+0.12*a | 3.07+0.13b | 4.45+0.46bc | 3.43+0.10 5.20+0.34a | 3.00+0.28b | 2.89+0.23b

VPM 1.14+0.07 3.45+0.12*a | 0.97+0.07b | 1.67+0.17bc | 1.32+0.13 2.00+0.12a | 1.08+0.26b | 1.38+0.11b

. 1.20£0.13

VPL | 080%006 | 2.58:0.11%* | 0.88+0.05b 0 1.00£0.09 | 1.600.09a | 0.78+0.24b | 0.85:0.05b
1.74£0.19%

VM | 1204006 | 3.30:009%a | 1.16£0.07b 20 123+009 | 2.15+0.06a | 1.08£0.47 | 1.22+0.09b

Sub | 1.17:0.06% | 341%0.13a | 1.57+0.09b | 2.20#0.34b | 1.62+0.08 | 343+019a | 1.89+0.64b | 1.81+0.15b
3.29+0.28

Amyg | 2.23+0.08* | 5294021*a | 2.29+0.06b 20 2884014 | 4.28+0.20a | 2.82+0.32b | 2.28+0.05b
* *

VeX' 1 166£0.14% | 1.39£0.25* 2'18ib0'08 3'56i2'30 3844027 | 2.66+0.46 | 2.81%0.08 | 1.27+0.17bc
5.06+037*

AUCX | 2.20+020% | 1.75:023* | 3.45+0.46b 00 4844018 | 307047 | 3.5840.05 | 1.64+0.1dbc
* *

MGNu | 1.14%0.10% | 0.89+0.13* 1'281b0'°9 2'28§2'18 264+019 | 1.43+016a | 1.71#0.08 | 0.89+0.17bc

RSG | 0.83:0.07* | 0.67+0.16* O'QOibO'OS* 1'85§g'17* 1754016 | 1.41:024 | 1.17+0.06b | 0.6120.07bc
0.95:0.18

SUG | 050£005% | 047$011* | 050+0.00 3 1198011 | 0012015 | 0964020 | 0.43£0.05bc
5.17+0.38%

EntCx | 204%023* | 1.73+023% | 3.14%0.22b 20 489+018 | 3.04:046a | 354013 | 1.87+0.32bc

PAG 0.28+0.04* 0.27+0.04* 0.48+0.06b | 0.24+0.07c 0.41+0.05 0.53+0.04 0.52+0.04 | 0.26+0.05bc

DR 0.29+0.04* 0.29+0.04* 0.35+0.05 0.25+0.05 0.47+0.04 0.62+0.06 0.37+0.04b | 0.22+0.04bc

SuG 0.59+0.14 0.67+0.12* 1.21+0.10b | 0.58+0.12c 0.78+0.09 1.53+0.11a 1.27+0.09 | 0.79+0.12bc

Tabla 4-1. Niveles de unién del [?H]-MK-801 a los receptores NMDA glutamatérgicos. Los valores
representan la media £ e.e.m. expresados en nCi/mg de tejido equivalente. * p<0.05, ** p<0.01 respecto a
la raza LEW, a p<0.05 respecto al control de la misma raza, b p<0.05 respecto al dia 0 de la misma raza 'y
¢ p<0.05 respecto al dia 7 de la misma raza.
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En general, puede decirse que la raza F344 experimenta mayores cambios
(aumentos y disminuciones) en los niveles de receptores NMDA durante la extincién de
la conducta de autoadministracion de morfina en comparacion con la raza LEW aunque
los niveles de estos receptores vuelven a los valores observados tras la
autoadministracion practicamente en todas las regiones. Por el contrario, la raza LEW
muestra cambios (disminuciones) mas tardios y persistentes en los niveles de estos
receptores, permaneciendo disminuidos tras 15 dias de extincion en muchas de las

regiones cerebrales estudiadas.

En las figuras 4.3. a 4.14. pueden verse algunas graficas de zonas
representativas del encéfalo que ilustran lo comentado (los simbolos de las leyendas del
pie de figura son: C, diferencias significativas respecto a los animales control de la
misma cepa; 0, diferencias significativas respecto a los animales sacrificados el dia 0,
altimo dia de autoadministracion; 7, diferencias significativas respecto a los animales

sacrificados el dia 7 después de la sustitucion de morfina por suero salino).
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Una vez vistos los resultados del estudio de los receptores glutamatérgicos NMDA
pasaremos a abordar los del estudio en el que quisimos indagar acerca del metabolismo
cerebral de la glucosa en los animales LEW y F344 tras la adquisicién de la conducta de

autoadministracion de morfina y tras la retirada de esta.
4.2 Metabolismo cerebral de la glucosa medido por TEP

De nuevo, empezaremos con los resultados sobre la conducta para ver, posteriormente,
los obtenidos tras medir los cambios en el metabolismo de la glucosa.
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4.2.1 Autoadministracion de morfina.

La Figura 4-15 muestra la adquisicién de la conducta de autoadministracion de morfina
en las cepas LEW y F344. El ANOVA de medidas repetidas revel6 un efecto
estadisticamente significativo en la fase de autoadministracion. Los animales de la cepa
LEW se autoadministraron un mayor nimero de inyecciones de morfina por sesion que

los animales de la cepa F344 durante esta fase (p<0,001).
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Figura 4-15. Conducta de autoadministracion. Tasas de respuesta y nimero de refuerzos (inyecciones de
morfina por hora 1 mg/kg)

4.2.2 Diferencias en el metabolismo cerebral de la glucosa.

El disefio experimental contaba con dos cepas de ratas (LEW y F344), dos condiciones
(salino y morfina) y dos dias (0 y 15). En total, 8 grupos de imégenes a contrastar:
Lewis salino 0 (LS0), Lewis salino 15 (LS15), Lewis morfina 0 (LMO0), Lewis morfina
15 (LM15), Fischer salino 0 (FSO0), Fischer salino 15 (FS15), Fischer morfina 0 (FMO) y
Fischer morfina 15 (FM15). La estadistica llevada a cabo consistio en un analisis de
varianza (ANOVA) de tres factores fijos con un nivel de significacion estadistica de
0,001.

89



Llevamos a cabo contrastes para comprobar si la autoadministracion cronica de morfina
afectaba al metabolismo de la glucosa cerebral en la cepa LEW (LSO vs. LMO) y en la
F344 (FSO vs. FMQ). También hicimos los contrastes oportunos para ver si la extincion
de la conducta de autoadministracion de morfina modificaba este metabolismo de la
glucosa (LMO vs. LM15 y FMO vs. FM15). Incluso comparamos las imégenes de los
animales que se autoadministraron suero salino en la primera fase con las imagenes de
estos mismos animales tras el periodo de extincién (LSO vs. LS15 y FSO vs. FS15)
como medida de control. Ninguno de los contrastes mencionados arrojo ningun
resultado significativo. En cambio, cuando cuando comparamos a las dos razas entre si
salieron a la luz resultados significativos claros tanto en los animales de la condicién
salino (dias 0 y 15) como en los gque se habian autoadministrado morfina (LSO vs. FSO,
LS15 vs. FS15, LMO vs. FMO y LM15 vs. FM15).

Figura 4-16. Iméagenes representativas del contraste (salinos a dia 0) en el que se iluminan los
véxeles correspondientes a las zonas del encéfalo en las que los animales Lewis muestran mayor
metabolismo de la glucosa que los Fischer 344.
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Figura 4-17. Iméagenes representativas del contraste (salinos a dia 15) en el que se iluminan los véxeles
correspondientes a las zonas del encéfalo en las que los animales Lewis muestran mayor metabolismo de
la glucosa que los Fischer 344.

Las ratas Lewis mostraron mayor metabolismo cerebral de la glucosa que las ratas
Fischer 344 en las cortezas entorrinal y perirrinal asi como en una amplia zona que
comprende el hipotdlamo, los cuerpos mamilares, la sustancia negra, el area tegmental
ventral y el haz prosencefalico medial, influyendo en menor medida los factores
condicion y dia (ver Figuras 4.16 a 4.19). Esto es, parece que la variable causante de
estas diferencias es la cepa. Sin embargo se puede apreciar claramente que tras 15 dias
de autoadministracion de morfina estas diferencias disminuyen notablemente, tanto en
el numero de voxeles como en que pierden la bilateralidad, aunque solo en las zonas

corticales y no en las subtalamicas.

Figura 4-18. Iméagenes representativas del contraste (morfina a dia 0) en el que se iluminan los véoxeles
correspondientes a las zonas del encéfalo en las que los animales Lewis muestran mayor metabolismo de
la glucosa que los Fischer 344.
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Sin embargo, tras otros 15 de extincion se observa cierta tendencia a la recuperacion de
estas diferencias. Las diferencias en cuanto al metabolismo de la glucosa se mantenian
en mayor o menor extension dependiendo del registro aplicado, del parametro FWHM
del suavizado, del jacknifing (procedimiento consistente en realizar los contrastes
eliminando al azar a uno de los animales) y del nivel de significacion. La magnitud de
estas diferencias entre razas depende del contraste que se realice. Por ejemplo, la
corteza lateral aumenta de 107 vdxeles significativos (contraste Lewis Salino Dia 0 >
Fischer 344 Salino Dia 0) a 125 voxeles (contraste Lewis Salino Dia 15 > Fischer 344
Salino Dia 15).

Figura 4-19. Imagenes representativas del contraste (morfina a dia 15) en el que se iluminan los voxeles
correspondientes a las zonas del encéfalo en las que los animales Lewis muestran mayor metabolismo de
la glucosa que los Fischer 344.

Seguidamente veremos los resultados correspondientes del estudio con las

endomorfinas. En primer lugar veremos los niveles de union de ambas endomorfinas.
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4.3 Niveles de union de las endomorfinas 1 y 2 tritiadas a sus
receptores.

En primer lugar mostraremos algunos aurorradiogramas representativos de las uniones
total e inespecifica de las endomorfinas tritiadas. En la figura 4-30 podemos apreciar
como las imagenes de la unidn inespecifica difieren poco de las de la union total en el

caso de la E-1.
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Figura 4-20. Autorradiogramas representativos de la unién total y la inespecifica de E-1.

Sin embargo, las imagenes de la E-2 muestran que la union inespecifica es claramente

inferior en comparacion con la E-1.
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Figura 4-21. Autorradiogramas representativos de la unién total y la inespecifica de E-2.

4.3.1 Niveles de unidén de la endomorfina-1

A continuacion se presentan las graficas que muestran los resultados encontrados tras el
analisis de las imagenes obtenidas con la concentracion 3 nM tanto con E1 como con E2
en distintas regiones del encéfalo de la rata. En primer lugar se muestran los niveles de
union total del ligando (niveles obtenidos cuando los cortes fueron incubados
Unicamente en presencia del ligando radiactivo) asi como los de unién inespecifica
(niveles obtenidos al incubar los cortes en presencia tanto del ligando radiactivo como
del ligando no radiactivo). Los resultados se muestran presentando en primer lugar
diversas estructuras a la altura del Nucleo del Lecho de la Estria Terminal (BNST) y a
continuacion a las alturas del Nucleo Accumbens (NAc), Hipocampo, (HIP), Area
Tegmental Ventral, (VTA) y Locus Coeruleus, (LC). Para localizar todas las estructuras
que se mencionan en el presente trabajo se ha utilizado el atlas del encéfalo de la rata de
Paxinos y Watson (2004).



Las graficas de la E1 muestran que hay diferencias entre la union total y la unién
inespecifica en la mayoria de las regiones estudiadas. Sin embargo, el desplazamiento

en la unién del ligando radiactivo es menor de lo esperado.
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Figura 4-22. Niveles de union de E-1 a nivel de BST (Cgl- area 1 corteza cingulada, Cg2- area 2, M1-
corteza motora primaria, M2- secundaria, S1- corteza somatosensorial primaria, S2- secundaria, IPACM-L-
nlcleo intersticial medial y lateral, BSTMA-V- bed nicleo medial y ventral, CPU- caudado / putamen, LPG- globo
palido ventral, mfba-b- haz prosencefalico medial, LSI-V-D- Septum intermedio, ventral y dorsal, SHi- Septum
hipocampal, Pir- corteza piriforme, ICj- isla de calleja, SIB- sustancia innominada, Estriosomas del estriado, Matriz
del estriado).
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Figura 4-23. Niveles de unién de E-1 a nivel de NAcc (Cgl- area 1 corteza cingulada, Cg2- area 2 corteza
cingulada, M1- corteza motora primaria, M2- corteza motora secundaria, S1- corteza somatosensorial primaria, S2-
corteza somatosensorial secundaria, Cl- células adrenérgicas, LSS- banda lateral del estriado, LAcbSh- nicleo
accumbens shell, AcbC- ndcleo accumbens core, CPU- caudado / putamen, \VP- palido ventral, VDB- banda diagonal
nlcleos limbicos, MS- Septum medial, LSi- Septum intermedio lateral, LSV- Septum ventral, LSD- Septum dorso
lateral, SHi- Septum hipocampal, PIR- corteza piriforme, Estriosomas del estriado, Matriz del estriado).
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Figura 4-24. Niveles de union de E-1 a nivel de Hip (RGSb- corteza retrospenial granular b, RSA-
corteza retrospenial agranular, M2- corteza motora secundaria, M1- corteza motora primaria, S1- corteza
somatosensorial primaria, S2- corteza somatosensorial secundaria, Ect- corteza entorrinal, CA1- hipocampo &rea 1,
CA2- “ area 2, CA3- “ area 3, PODG- giro dentado superior, DG-giro dentado, CPU- caudado /
putamen, LGP- globo palido lateral, LHb- nucleo habenular lateral, PV-nicleo talamico paraventricular, VPM-
nucleo talamico posterior ventral, MDC-.nucleo taldmico medio dorsal, LDVL- nucleo taldmico dorsolateral, Subv-
nlcleo taldmico submedio ventral, MGP- globo palido medial, LH- &rea hipotalamica lateral, DMD- ntcleo
dorsomedial hipotalamico, VMHDM- nucleo ventromedial hipotalamico, VM- nicleo taldamico ventromedial,
VMHVL- nicleo talamico ventrolateral, MePD- nicleo posterior dorsal de la amigdala, MeAD- ndcleo anterodorsal
de la amigdala, MePC- nlcleo medial dorsal de la amigdala, BMA- nicleo basomedial de la amigdala, B- nicleo
basal de Meysnert, LaDL- nucleo lateral de la amigdala, Rt- ntcleo reticular taldamico).
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Figura 4-25. Niveles de unién de E-1 a nivel de VTA (RsGb- corteza retrospenial granular b, V2MM-
corteza visual secundaria, Aud- corteza auditiva secundaria, Ect- corteza entorrinal, PRb- corteza peririnal,
APir- area piriforme de la amigdala.AHIPM-area de la amigdala hipocampal posterior, PMCo- nicleo amigdaloide
posterior, CA1l, CA2 CAS3- éreas 1, 2, y 3 del hipocampo, DG- giro dentado, PoDG- giro dentado superior, LPMC-
nlcleo talamico posterior, MGD-V-M- nicleo geniculado dorsal, medial y ventral, SG- nicleo talamico
suprageniculado, SNL-D-R- sustancia negra lateral, dorsal y reticular.IPoR- nicleo interpeduncular, VTA- area
tegmental ventral, VTRZ- zona tegmental visual, R- nlcleo rojo, RLi- ndcleo rostral del raphe, DpMe- nicleos
mesencefalicos, IMLFG- nucleos intersticiales, LPAG- sustancia gris periacueductal lateral, DMPAG- sustancia gris
periacueductal dorsomedial, DLPAG- sustancia gris periacueductal dorsolateral, DpWn- deep white layer coliculo
superior, Ing- coliculo superior intermedio).
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Figura 4-26. Niveles de unién de E-1 a nivel de LC (prf- fisura primaria., Sim- lobulo simple, Crusl-
crus 1 lobulo ansiform, PF1- parafloculus, DC- nlcleo dorsal coclear, GRC- niicleo coclear granular, VCP-
nlcleo coclear ventral, SpSo- nlcleo espinal trigemino, P7- zona perifacial, LGPI- nucleo lateral paragigantocelular,
GIA- nucleo del bulbo olfatorio accesorio, PPy- nicleo parapiramidal, Rmg- ndcleos mayores del raphe, Rpa- nicleo
palido raphe, pd- bundle predorsal, DPGI.- nicleo dorsal paragigantocelular, IRt- nicleo reticular intermedio, Acs7-
nucleo facial accesorio, PCRtA- nucleo reticular parvocelular, icp- pedinculo inferior cerebral, Spve- nlcleo espinal
vestibular, MVeMC- nucleo medial vestibular parvocelular, CI- nicleo intersticial caudado, SMV- velum superior
medular, MVeRC- nlcleo medial vestibular, LVE- nlcleo vestibular lateral, Vecg- ndcleo vestibuceleberal, Suve-
nucleo superior vestibular, Y- nucleo Y, Lat- nacleo cereberal lateral, INTA- nlcleo anterior cereberal, Py- tracto
piramidal, A5- células noradrenérgicas).

4.3.2 Niveles de unién de la endomorfina-2

Por otra parte, las graficas de la E2 muestran que también existen diferencias entre la
union total y la union inespecifica pero, a diferencia de los resultados con la E1, en este
caso el desplazamiento producido por el ligando no radiactivo es mayor y mas

consistente.

La distribucion observada tanto con la E1 como con la E2 coincide en gran medida a la
ya descrita para el DAMGO (Mansour et al., 1987), agonista especifico de los

receptores p-opioides.
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Figura 4-27. Niveles de union de E-2 al nivel del la estria terminal. Cgl- area 1 corteza cingulada, Cg2- area 2
corteza cingulada, M2- corteza motora secundaria, M1- corteza motora primaria, S1- corteza somatosensorial
primaria, LSV- Septum ventral, LSi- Septum intermedio lateral, MnPo- nicleo predptico mediano, SFi- ndcleo
septofimbrial, BSTMA- ntcleo de la estria terminal, Amig- amigdala, MCPO- nicleo predptico magnocelular, HDB-
nacleo horizontal de la banda diagonal, LGP- globo pélido lateral, CPU- caudado putamen, MPOL, nicleo predptico
medial lateral, AVPe, nlcleo periventricular anteroventral, Patches, Matriz.
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Figura 4-28. Niveles de union de E-2 al nivel del NAcc Alcx cing- area 1 corteza cingulada, a2 cx cing- area
2 corteza cingulada, cx motor sec- corteza motora secundaria, cx motor prim- corteza motora primaria, cx
somatosens prim- corteza somatosensorial primaria, LSV- Septum ventral, LSi- septum intermedio lateral, MS-
septum medial, VDB- banda diagonal nicleos limbicos, SHi- septum hipocampal, amig- amigdala, Cpu- caudado
putamen, patches.
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Figura 4-29. Niveles de union de E-2 al nivel del hipocampo. RGSh- corteza retrospenial granular b,
RSA- corteza retrospenial agranular, M2- corteza motora secundaria, M1- corteza motora primaria, S1-
corteza somatosensorial primaria, S2- corteza somatosensorial secundaria, Ect- corteza entorrinal, CAl- hipocampo
area 1, CA2- “ area 2, CA3- “ area 3, PODG- giro dentado superior, DG-giro dentado, CPU-
caudado / putamen, LGP- globo pélido lateral, LHb- ntcleo habenular lateral, PV-n(cleo taldmico paraventricular,
VPM- nucleo taldmico posterior ventral, MDC-.nicleo taldmico medio dorsal, LDVL- nlcleo talamico dorsolateral,
Subv- nicleo talamico submedio ventral, MGP- globo palido medial, LH- area hipotalamica lateral, DMD- n(cleo
dorsomedial hipotalamico, VMHDM- nlcleo ventromedial hipotalamico, VM- nicleo talamico ventromedial,
VMHVL- ndcleo taldmico ventrolateral, MePD- nucleo posterior dorsal de la amigdala, MeAD- nucleo anterodorsal
de la amigdala, MePC- nucleo medial dorsal de la amigdala, BMA- nicleo basomedial de la amigdala, B- nlcleo
basal de Meysnert, LaDL- nucleo lateral de la amigdala, Rt- ntcleo reticular talamico.
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Figura 4-30. Niveles de union de E-2 al nivel del VTA. RsGb- corteza retrospenial granular b, RSA- corteza
agranular retrosplenial, cx V2mm-corteza visual secundaria mediomedial, cx V2ml- corteza visual secundaria
mediolateral, cx PtA, corteza de asociacion parietal, S1- corteza somatosensorial primaria, CAl, CA2, CA3, GD- giro
dentado, LPMC- nucleo taldmico posterior lateral mediocaudal, LPMR- nicleo taldmico posterior lateral
mediodorsal, LPLR- nicleo talamico posterior lateral laterorostral, DLG-nlcleo geniculado lateral dorsal, VPM-
nlcleo taldmico ventral posteromedial, SNR- sustancia negra reticulada, VTA- area tegmental ventral, PMCo, nlcleo
amigdaloide cortical posteromedial, AHIPM-area de la amigdala hipocampal posterior, APir- area piriforme de la
amigdala, MM- nGcleo mamilar medial, ML- nGcleo mamilar medial lateral.
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Figura 4-31. Niveles de union de E-1 a nivel de LC (prf- fisura primaria., Sim- lobulo simple, Crusl-
crus 1 lobulo ansiform, PF1- parafloculus, DC- nucleo dorsal coclear, GRC- niicleo coclear granular, VCP-
nlcleo coclear ventral, SpSo- nlcleo espinal trigemino, P7- zona perifacial, LGPI- nucleo lateral paragigantocelular,
GIA- nucleo del bulbo olfatorio accesorio, PPy- nucleo parapiramidal, Rmg- nucleos mayores del raphe, Rpa- nicleo
palido raphe, pd- bundle predorsal, DPGI.- ndcleo dorsal paragigantocelular, IRt- nicleo reticular intermedio, Acs7-
nucleo facial accesorio, PCRtA- nucleo reticular parvocelular, icp- pedunculo inferior cerebral, Spve- nlcleo espinal
vestibular, MVeMC- nicleo medial vestibular parvocelular, CI- nicleo intersticial caudado, SMV- velum superior
medular, MVeRC- nlcleo medial vestibular, LVE- nlcleo vestibular lateral, Vecg- nicleo vestibuceleberal, Suve-
nlcleo superior vestibular, Y- nicleo Y, Lat- ndcleo cereberal lateral, INTA- ndcleo anterior cereberal, Py- tracto
piramidal, A5- células noradrenérgicas).

Nuestra intencién inicial era comparar los niveles de union de la endomorfina 2 entre las
dos cepas de rata (LEW y F344). Sin embargo, no pudimos llevar a cabo dicha
comparacion a consecuencia de la degradacion del ligando. Por ello, mostramos a
continuaciéon varias imagenes en las que se puede apreciar cébmo los niveles son

inusualmente bajos y, en consecuencia, no susceptibles de someter a analisis.

Figura 4-32. Autorradiogramas representativos realizados con E-2 tritiada degradada.



4.3.3 Autoadministracion de endomorfina-2

En vista de los resultados obtenidos decidimos llevar a cabo el estudio de
autoadministracion con la E2. Comenzamos con la concentracion 100 nM a la que
siguieron 600 nM, 1200 nM y 2400 nM. Para el analisis de estos resultados realizamos
un ANOVA mixto con un factor intrasujeto (dias de autoadministracion) y un factor
entre grupos (dosis). Obtuvimos un efecto del factor intrasujeto “dias” (F14,406=6,029;
p<0,001). También obtuvimos un efecto de la interaccion “dias x dosis”
(F42,406=2,289; p<0,001). El efecto del factor entre grupos “dosis” también fue
estadisticamente significativo (F3,29=6,979; p<0,01). Los analisis post hoc (Tukey b)
revelaron diferencias estadisticamente significativas entre las dosis de 100 nM y 600
nM (p<0,01) asi como entre 100 nM y 2400 nM (p<0.05).

También realizamos comparaciones entre los 5 Gltimos dias de la fase de adquisicién
con los 5 ultimos dias de la fase de extincion. Una vez realizados los analisis
estadisticos se observo que solo existian diferencias significativas entre el nimero de
inyecciones que los animales se autoadministraron durante las fases de adquisicién y
extincion en la concentracion de 2400 nM (t9=5,377; p<0.001). En cuanto a la extincién
obtuvimos un efecto de la variable “dias” (Fs,192=2,689; p<0,05) y de la interaccion
“dias x dosis” (Fis102=2,629; p<0,01). En este caso el efecto del factor entre grupos
“dosis” no fue estadisticamente significativo.

También comparamos los 5 ultimos dias de autoadministracion con los 5 dltimos de

extincidn entre las distintas dosis no encontrando diferencias significativas.
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Figura 4-33. Curva de autoadministracion de E-2 (concentracion 100nM).
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Figura 4-34. Curva de autoadministracion de E-2 (concentracion 600nM).
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Figura 4-35. Curva de autoadministracion de E-2 (concentracion 1200nM).
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Figura 4-36. Curva de autoadministracion de E-2 (concentracion 2400nM).
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Figura 4-37. Conducta de autoadministracion de E-2 con las cuatro concentraciones probadas.

Por ultimo, comparamos la cantidad total de droga ingerida por los animales a lo largo
de toda la fase de autoadministracion en cada concentracion. Transformamos los datos
originales aplicando una transformacion logaritmica obteniendo homocedasticidad en
los datos por lo que se llevo a cabo un ANOVA unifactorial con el factor “dosis”
arrojando como resultado que habia un efecto de la dosis (F333=98,508; p<0,001). Tras
realizar las pruebas post hoc (Tukey b) pudimos comprobar que las cantidades de droga
total ingerida por los cuatro grupos eran todas diferentes entre si (p<0,05 para todas las

comparaciones).
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Figura 4-38. Curva de la ingesta acumulada total segiin cada concentracion.

4.3.4 Administracion pasiva de endomorfina-2

Tras observar que los animales no mostraban el patron conductual caracteristico de
autoadministracion con drogas de abuso y dada la rapida metabolizacion a la que son
sometidos estos péptidos decidimos realizar una prueba para asegurarnos de que la
sustancia llegaba al cerebro de los animales por via intravenosa. Para ello inyectamos a
dos animales una dosis alta de E2 para a continuacion extraerles el encéfalo y llevar a
cabo posteriormente un estudio autorradiografico. Ambos animales murieron en el acto,
seguramente a consecuencia de sobredosis. En la figura 4-39 podemos observar unas
imagenes representativas de dicho estudio. De esta manera comprobamos que,

efectivamente, la sustancia llegaba al cerebro y se unia a sus receptores.



Figura 4-39. Autorradiogramas representativos de unién de E-2 tritiada tras la administracion
intravenosa.
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5 DISCUSION

5.1 Niveles del receptor glutamatérgico NMDA

Uno de los objetivos del presente trabajo de investigacion ha sido estudiar los niveles
del receptor NMDA glutamatérgico en las razas Fischer 344 y Lewis tanto en niveles
basales como tras la autoadministracion de morfina y durante la extincion de dicha

conducta.

Los resultados basales coinciden con los de nuestro anterior estudio (Martin et al. 2003)
en el sentido de que los animales lewis muestran un mayor nivel de NMDAR que los
animales de la raza fischer en la mayoria de las estructuras estudiadas si bien estas
diferencias solo son estadisticamente significativas en las areas mas posteriores del

encéfalo (area del VTA y area del Rafe) de las analizadas en el presente estudio.

En este punto hemos de afadir el hecho de que los nimales F344 tienen niveles basales
de glutamato en el NAcc superiores a los animales LEW (Selim and Bradberry, 1996).

Tras 15 dias de autoadministracion de morfina los animales Lewis muestran un aumento
en los niveles del receptor estudiado pero solo en las estructuras pertenecientes a la zona
del Talamo permaneciendo estables en el resto del encéfalo e incluso disminuyendo en
alguna estructura. Por su parte las ratas Fischer muestran asimismo un aumento del
receptor en numerosas estructuras de las areas del Nac y del Talamo permaneciendo

estables en el resto del encéfalo.

En cuanto al periodo de extincion de la conducta de autoadministracion de morfina nos
encontramos con dos patrones bien distintos. Por un lado los animales de la cepa Lewis
muestran una disminucién mantenida de los niveles del receptor NMDA durante los 15
dias que dura la extincién mientras que en los sujetos de la cepa Fischer se observa
como en las zonas mas anteriores de las estudiadas (NAc y Talamo) los niveles del
receptor NMDA disminuyen tras 7 dias de extincion para volver a aumentar el dia 15 de

extincién. Sin embargo en el area de la VTA muestran un aumento progresivo de los



niveles del receptor que alcanza su méaximo el dia 15. Por ltimo en la zona del Rafe el

dia 7 estos niveles se ven aumentados para disminuir el dia 15.

Estas diferencias entre razas en la union a los receptores NMDA no parecen
correlacionar con el transcurso temporal de la conducta de extincién. En efecto, si se
observa la curva de extincion puede comprobarse que ambas cepas extinguen de una
manera muy similar pero, como ya se ha comentado, un patron de disminucion
mantenida en la union a receptores NMDA solo se observa en la cepa LEW, si bien esta
disminucion es estadisticamente significativa solamente en los ultimos dias de dicha

extincion.

Dadas las caracteristicas funcionales del receptor NMDA y del ligando que hemos
empleado en estos experimentos, el MK-801, que se une al canal del receptor cuando el
ibn magnesio ha sido desplazado, podemos afirmar que hay diferencias en la
transmision glutamatérgica entre ambas razas. Esto es, una mayor unién del ligando
MK-801 implica que més canales del receptor NMDA han estado abiertos con lo que la
entrada de Na" y Ca®* ha sido posible y, por tanto, una mayor probabilidad del aumento
del disparo neuronal.

Mientras que la exposicion aguda a morfina disminuye los niveles de glutamato
extracelular en regiones como la corteza cerebral ( Hao et al. 2005), el estriado dorsal
(Enrico et al. 1998), el NAc (Martin et al 1999), el globo palido y el palido ventral
(Huffman et al. 1989 and Johnson et al. 1997) y el hipocampo (Guo et al. 2005) pero no
en el ATV (Ojanen et al. 2007) la exposicién crénica puede producir tolerancia a este
efecto e, incluso, podria acabar provocando una supersensibilidad neuronal al glutamato
(Satoh et al. 1976; Fry et al. 1980 ). Por otra parte, la exposicion crénica a morfina
disminuye la recaptacion de glutamato en FC, estriado e hipocampo (Ronnback et al
1983), asi como la expresion en el estriado de EAAT2 (Ozawa et al 2001). También
sabemos que se producen disminuciones en la union de [3H] MK-801 o [3H] glutamato
en varias regiones cerebrales tras la exposicion repetida a la morfina (Gudehithlu et al.
1994; Bhargava et al. 1995) mientras que la union aumenta en el hipocampo
(Gudehithlu et al. 1996). Por otra parte la retirada de morfina ha sido descrita como un

estado de hiperactividad glutamatérgica (Rasmussen, 2003).



Los resultados de nuestro estudio arrojan un aumento en el nimero de receptores
NMDA glutamatérgicos tras 15 dias de autoadministracion de morfina en diversas
estructuras en ambas cepas lo cual coincide con el estudio de Koyuncuoglu y
colaboradores de 1999 y con el de Gudehithlu y colaboradores de 1996 pero difiere de
el estudio de este Gltimo de 1994.

Estas diferencias en los resultados podrian deberse a las distintas metodologias
empleadas. Koyuncuoglu y colaboradores utilizaron la via subcutanea para administrar
la morfina durante 9 dias con una dosis de 3 mg/kg -1 disuelto en 2.5 ml/kg -1 de suero
salino. Por otra parte utilizaron 3H glutamato y tejido cerebral homogeneizado
(binding) para medir los niveles de unién del ligando a los receptores. Por su parte
Gudehithlu y colaboradores utilizaron pellets de morfina (75 mg) subcutaneos durante
un periodo de 7 dias. Ademas utilizaron 3H MK 801 como ligando y homogeneizados
de diferentes estructuras (binding) para medir la union a los receptores.

En nuestro caso, utilizamos la técnica de la autoadministracion intravenosa de morfina

(Img/kg) y la técnica de autorradiografia con 3H MK-801 como ligando.

Este aumento del numero de receptores podria ser debido a un mecanismo
compensatorio desplegado por el hecho de que uno de los efectos de la morfina es la

disminucion de los niveles de glutamato.

Por otra parte, en el dia 7 de retirada observamos una disminucion de la unién del
ligando utilizado a los receptores NMDA en ambas cepas. Ello apunta al aumento de los

niveles de glutamato que tiene lugar durante la retirada de la droga.

De este modo nos encontramos con que los animales de ambas cepas muestran, el
ultimo dia de autoadministracion de morfina niveles aumentados de NMDAR y que
segun Rassmusen, 2003 la retirada de esta droga implica un aumento de los niveles de
glutamato. Ello se ajusta bien al patron temporal caracteristico de la retirada de morfina,
asumiendo que la hiperactividad de estos receptores tenga una relacién directa con el
componente aversivo de la retirada de la droga. Apoya esta idea el hecho de que la
administracion de antagonistas NMDA como el MK-801 o el LY274614 tiene como

consecuencia la reduccion de algunos sintomas caracteristicos del “sindrome de



abstinencia” producido por la brusca retirada de la droga tras su administracion crénica
(Rasmussen, 2003).

No obstante en las mediciones realizadas el dia 15 tras la retirada de la morfina
podemos observar que mientras que las ratas Lewis siguen mostrando dicha
disminucion en el numero de receptores NMDA en los animales Fischer se puede

apreciar una recuperacion en el mismo.

Esta recuperacion de los niveles de receptores NMDA en las ratas Fischer podria
reflejar un componente plastico superior a las Lewis lo que podria traducirse en un
menor riesgo de recaida al haber desaparecido el componente aversivo que implicaria
altos niveles de glutamato circulante. Sin embargo los animales Lewis siguen
mostrando una disminucion en el nimero de NMDAR tras 15 dias de retirada de la
droga lo que podria estar debido a que aun existen altos niveles de glutamato. La
posibilidad de que este hecho podria traducirse en una mayor propension a las recaidas
se ve apoyado por el hecho de que los animales LEW muestran mayor propension que
los F344 a volver a instaurar una respuesta a la metanfetamina tras una inyeccion de
esta droga previamente extinguida asi como una mayor sensibilidad a la recaida
inducida por cocaina en comparacion con los animales F344 (Kruzich and Xi, 2006 a,
b). Asi mismo en otro estudio de autoadministracién llevado a cabo por nuestro grupo,
esta vez de cocaina, se comprob6 que inyecciones de cocaina indujeron una mayor tasa

de presiones de palanca en animales LEW que en F344 (Miguéns et al, 2010).

El patron de cambios neuroadaptativos durante la extincion en los receptores NMDA en
todas las regiones cerebrales de nuestro estudio es similar al encontrado en el caso de
los receptores mu-opioides, especialmente en el caso de la raza F344 ( Sanchez-Cardoso
et al 2007). En la cepa Lewis, sin embargo, en el dia 15 de extincidn se inicia una vuelta
a los niveles del dia 0 en el caso de los receptores mu-opioides y ello no ocurre en los de
NMDA, como describimos en el presente trabajo. Si consideramos en conjunto ambos
estudios estos resultados apuntan a que, en las primeras etapas de la abstinencia de
opiaceos, elementos reguladores (como son sus receptores) de las transmisiones
opioidérgica y glutamatérgica estdn afectados de un modo similar en ambas razas.
Ademaés, parece que los cambios en la transmision glutamatérgica son mas duraderos en

la cepa lewis y por ello de posible mayor influencia que la opiodérgica en los efectos de



la abstinencia retardada. Esto sugiere, en ultima instancia, que en sujetos con una mayor
susceptibilidad genetica a los efectos reforzantes de los opiaceos un cambio neural con
efectos sostenidos en el tiempo (la disminucion de la trasmision glutamatérgica) puede
ser un factor a considerar en las recaidas después de un muy apreciable tiempo de
abstinencia.

A este respecto disponemos de farmacos antagonistas de los receptores NMDA que
parecen prometedores en la clinica de la dependencia a opiaceos. Por ejemplo, existen
estudios preliminares en los que se ha tratado la dependencia a opiaceos con sustancias
como el dextrometorfano o la memantina tanto en la fase de desintoxicacién como en la
prevencion de recaidas cuyos resultados son esperanzadores (Bisaga & Fischman,
2002).

5.2 Metabolismo cerebral de la glucosa

En este estudio hemos usado la técnica de la TEP registrando las imagenes obtenidas
con imagenes de resonancia magnética con el objetivo de ganar precision espacial a la
hora de juzgar los resultados. Estos fueron analizados con el programa SPM para
comparar las respuestas metabdlicas en el cerebro a la autoadministracion cronica de

morfina en animales de las cepas F344 y LEW.

Al contrastar los niveles del metabolismo de la glucosa del grupo salino de animales
Lewis con el grupo salino de animales F344 el dia 0 obtenemos claras diferencias entre
ambas cepas en el sentido de mayor metabolismo de la glucosa en las Lewis que en las
F344. Esto sucede en las cortezas entorrinal y pirirrinal asi como en una amplia zona
que comprende estructuras como el hipotdlamo, los cuerpos mamilares, el area
tegmental ventral y el haz prosencefalico medial. Estas diferencias permanecen tras la
autoadministracion de morfina exceptuando las cortezas entorrinal y pirirrinal en cuyo
caso disminuyen notablemente para iniciar cierta recuperacion tras el periodo de

extincion de la conducta de autoadministracion.

Sin embargo, en ninguno del resto de contrastes llevados a cabo encontramos

diferencias.



Es bien sabido que la morfina aguda disminuye el metabolismo de la glucosa en el
cerebro tanto en humanos (London et al. 1990), como en ratas (Beck et al. 1989; Cohen
et al. 1991). Sin embargo tras un tratamiento crénico de 15 dias de duracion no hemos
encontrado diferencias en los contrastes realizados. La exposicion repetida a morfina va
generalmente acompafiada del desarrollo de tolerancia y dependencia y, aunque los
mecanismos exactos que subyacen a estos fendmenos no se conocen aun
completamente, se cree que estan relacionados con neuroadaptaciones inducidas por la
droga. Es posible que algun mecanismo compensatorio sea responsable de dicha falta de
resultados como ya ha sido sugerido en la literatura (Sharma et al. 2003). En concreto
en este estudio se muestra que tras la administracion aguda de morfina se produce un
significativo decremento en los niveles de glicina y glutamato. Sin embargo, tras 7 dias
de administracion estos niveles eran ligeramente superiores a los de los animales
tratados de forma aguda. Por ultimo, a un grupo se le administr6 naloxona para
provocar los efectos de la retirada y mostraron niveles muy superiores a los registrados
en la administracion aguda lo que apunta a que la administracion cronica de morfina
puede haber puesto en marcha mecanismos compensatorios. En otro estudio (Gao et al
2007) se muestra que después de 10 dias de administracién de morfina los niveles de
glutamato se vieron reducidos tanto en la corteza prefrontal (PFC) como en el
hipocampo. Tambiéen los niveles de GABA se vieron modificados: aumentaron en el
PFC pero disminuyeron en el hipocampo. Sin embargo tras un periodo de 5 dias de
retirada de la droga todos los niveles medidos volvieron a sus valores iniciales.
Teniendo en cuenta que en nuestro estudio el tratamiento cronico fue de 15 dias es
posible que esta compensacion sea mayor y que incluso llegue a igualar los niveles

respecto a los basales lo cual explicaria nuestros resultados.

El estudio de la actividad neural puede basarse en el metabolismo del cerebro
cuantificando el consumo de glucosa. Los cambios en la tasa del metabolismo de la
glucosa reflejan cambios en la neurotransmision (Barros et al 2005) y es la
neurotransmision excitatoria la que mas energia consume. La neurotransmision
inhibitoria consume mucho menos energia debido a su relativamente pequefio impacto
en los gradientes idnicos (Barros y Deitmer, 2010). De esta manera las medidas que nos
proporciona la técnica TEP utilizando FDG como radioligando nos estan informando

indirectamente de la transmisién glutamatérgica.



Por otra parte existen datos recientes en la literatura que indican que los animales LEW
y los F344 muestran diferencias genéticas en la plasticidad sinaptica en el hipocampo
(Prakash et al 2009). En otro estudio se muestran diferencias en tareas de aprendizaje
espacial indicando que los animales F344 son menos efectivas tanto en la ejecucion de
la tarea en el laberinto radial (radial arm maze) como en el test de Morris (water maze)
que los animales LEW (van der Staay et al, 2009). En el mismo sentido en otro reciente
estudio utilizando de nuevo el laberinto radial se muestra que también hay diferencias
genéticas entre estas dos cepas en cuanto a la memoria y al aprendizaje espacial en el
sentido de que los animales F344 cometen mas errores y necesitan mas tiempo para
aprender la tarea (Fole et al 2011). Por otra parte, existe la hipdtesis de que la adiccion
es un aprendizaje patoldgico en el que estan implicados procesos neurales implicados
en el aprendizaje relacionado con la recompensa que subyacen a la memoria asociativa
a largo plazo (Nestler, 2004). Todo ello podria indicar que las ratas de la cepa LEW
podrian tener una mayor capacidad de aprendizaje en comparacion con las de la cepa
F344.

Nuestros resultados muestran un mayor nivel del metabolismo de la glucosa en los
animales LEW en areas cerebrales como la corteza entorrinal que esta intimamente
relacionada con la memoria y el aprendizaje y conecta el hipocampo con la neocorteza:
de hecho, la corteza entorrinal es tanto la principal fuente de aferencias hacia el

hipocampo como la principal via de salida de este. (Kandel et al, 2000).

También obtenemos diferencias en la corteza perirrinal, implicada tanto en la
percepcidn visual como en la memoria para objetos, contextos y eventos (Murray et al
2007; Eacott y Gaffan, 2005). Asimismo hemos encontrado diferencias en los cuerpos
mamilares, implicados (junto a los ndcleos anterior y dorsomedial del talamo) en la
memoria de reconocimiento (Aggleton et al 2010). También se encuentra entre el grupo
de estructuras en las que hay diferencias significativas el ATV y el haz prosencefalico

medial, estructuras que forman parte del sistema de recompensa (Wise, 2005).



5.3 Distribucion de las endomorfinas y autoadministracion de E-2

Con este trabajo hemos tratado de caracterizar la union de los neuropéptidos opioides E-
1y E-2 en el encéfalo de ratas F344 y LEW asi como comprobar si las ratas de la raza
LEW, propensas a la autoadministracion de drogas de abuso, tienden a

autoadministrarse la E-2.

Los resultados apuntan a que la E-2 en la concentracion de 3 nM se une a los receptores
p-opioides con alta afinidad en todas las regiones analizadas. Esta afinidad parece
comparable a la del DAMGO, agonista selectivo de dichos receptores. También la

distribucion de los sitios de union es similar a la observada para el DAMGO.

Sin embargo, en el caso de la E-1 con esta misma concentracion los resultados no son
tan claros. Por ejemplo en muchas de las regiones estudiadas el desplazamiento
producido por E-1 fria (ho marcada con tritio) no alcanza el 70% mientras que en el
caso de la E-2 llega al 80% en la mayoria de las regiones. Ademas, nuestro grupo ha
llevado a cabo un estudio (datos no publicados) en el que se realizd una curva de
saturacion con E-1 tritiada con las concentraciones 1, 2, 4, 6, 8 y 10 nM y utilizando E-
1, DAMGO vy naloxona para determinar las uniones inespecificas. Los resultados de
este trabajo apuntan a que la union de la E-1 no es tan homogénea como la de la E-2 y
que, incluso, parece que ambas endomorfinas podrian unirse de desigual manera a
distintos receptores. De hecho existe literatura al respecto que apunta en esta direccion:
por ejemplo, la analgesia inducida por E-1 no es revertida tras la administracion de
naloxonacina (un antagonista de los receptores L;-opioides ) pero si lo es la inducida
por E-2 (Sakurada et al, 1999). Ademas, ambas endomorfinas producen un efecto
bifasico en la respiracion en ratas, una breve depresién inicial seguida de un aumento de
mayor duracion. Mientras que el decremento en la tasa respiratoria esta mediado por
receptores opioides el incremento parece no estarlo ya que ni la naloxona ni la
metilnaloxona revierten dicho efecto (Czapala et al. 2000) e incluso lo aumentan en el
caso de la E-2 pero no en el caso de la E-1. Todo ello apunta al hecho de que la E-1 se
une a receptores distintos a los que se une la E-2. Por otra parte ambas endomorfinas
presentan cierta afinidad por un lugar de union de reciente descubrimiento del
fragmento SP1-7 de la sustancia P en el ATV. Dicha afinidad es cinco veces mayor en
el ATV para la E-2 que para la E-1 (Botros et al. 2006).



Nuestros resultados apuntan también a que las dos endomorfinas se unen a distintos
receptores. Como hemos comentado en el apartado de Resultados, el desplazamiento
producido por la E-1 fria es distinto, menor, que el producido por la E-2 fria. Por este
motivo decidimos utilizar la E-2 en nuestro estudio sobre autoadministracion. A este
respecto nuestros resultados muestran que los animales LEW, que adquieren la conducta
de autoadministracion de diversas drogas de abuso con mayor facilidad que los F344,
no adquirieron dicha conducta utilizando las concentraciones 100, 600 o 1200 nM. Sin
embargo, con la concentracion 2400 nM se aprecian diferencias respecto al resto de
concentraciones. Estas concentraciones se eligieron teniendo en cuenta un estudio de
Czapla y colaboradores sobre los efectos cardiorrespiratorios de las endomorfinas del
DAMGO y de la morfina (Czapla et al 2000). El analisis estadistico en el que se
comparaban los Gltimos 5 dias de la fase de autoadministracion con los ultimos 5 de la
de extincion arroja diferencias significativas solo en esta concentracion. Por otra parte al
comparar el efecto del factor entre grupos “dosis” y realizar los analisis pertinentes
también hallamos diferencias entre los grupos 100 y 600 nM y 100 y 2400 nM.

Diversos estudios han abordado la posibilidad de que las endomorfinas sean reforzantes
tanto en ratones como en ratas arrojando resultados contradictorios. Algunos de estos
estudios se llevaron a cabo mediante el procedimiento de la administracion
intracerebroventricular (i.c.v.). Por ejemplo, en dos estudios con ratones se informo de
que la E-1 producia condicionamiento de lugar mientras que la E-2 producia aversion al
lugar (Narita et al 2001a, b). Esta aversion era inhibida cuando se pretrataba al animal
con un antisuero dirigido a la dinorfina, agonista enddgeno del receptor k-opiode, y
cuando se coadministraba un antagonista de este receptor (Wu et al 2004). También los
resultados en ratas empleando la administracion i.c.v. son contradictorios. En el primer
estudio llevado a cabo no se encontraron efectos reforzantes con el paradigma del
condicionamiento de lugar incluso con dosis que claramente producian antinocepcién
(Wilson et al 2000). En otro estudio sobre la relacion dosis-efecto se encontré que con
una dosis baja (15 pg) no se logré el condicionamiento de lugar mientras que con una
dosis alta (30 pug) los resultados fueron distintos en ambas endomorfinas: mientras que
la E-1 produjo una severa alteracion motora (barrel rotation of the body trunk) la E-2
indujo preferencia de lugar (Huang et al 2004). Otro estudio abordd si las endomorfinas

producian preferencia de lugar pero esta vez inyectando las sustancias en el ATV



posterior, una region cerebral critica para los efectos de los opiaceos, y en Nac, uno de
los principales componentes del circuito de recompensa (Zangen et al 2002). Ambas
endomorfinas inyectadas en el ATV posterior dieron como resultado la preferencia
condicionada al lugar asi como efectos psicomotores estimulantes, del mismo modo que
lo hacen la morfina 'y el DAMGO. Ademas, la E-1 inyectada en esta estructura cerebral
produjo claros efectos reforzantes utilizando el paradigma de autoadministracion. Sin
embargo ni la administracion de E-1 ni la de DAMGO en el Nac produjeron ningun

efecto reforzante (Zangen et al 2002).

Por lo que sabemos, nuestro estudio es el primero en utilizar la técnica de la
autoadministracion intravenosa con las endomorfinas. Esta técnica le confiere a nuestro
estudio una mayor validez en cuanto que se trata de una manera sistémica de

administrar la sustancia.

Si analizamos en conjunto todos estos datos podemos decir que la autoadministracion
crénica de morfina produce cambios neuroadaptativos en elementos reguladores del
sistema glutamatérgico, como es el caso de los receptores NMDA, en diferentes
regiones cerebrales. Dichos cambios pueden ser distintos en funcion del genotipo del
sujeto y, concretamente, en el caso de sujetos vulnerables pueden conllevar reducciones
mantenidas en el tiempo de los niveles de dichos receptores que, hipotéticamente,
podrian participar en una mayor facilidad para las recaidas. También que los sujetos
vulnerables, en comparacion con los mas resistentes, parecen tener una mayor
activacion cerebral basal, diferencia que se mantiene durante la autoadministracion de
morfina, aunque esté mas reducida y que no parece ser muy duradera porque se inicia
una recuperacion hacia los niveles basales después de 15 dias de ausencia de la droga.
Finalmente, parte de las acciones reforzantes positivas de los opiaceos pueden ser
mediadas por el péptido endégeno endomorfina-2 a traves de su unién a sus receptores
E-2 centrales, los cuales tienen una distribucion cerebral muy similar a la de agonistas

sintéticos especificos de los receptores mu-opioides.



CONCLUSIONES




6 CONCLUSIONES

1. Existen diferencias significativas entre las razas Fischer 344 y Lewis en los niveles de
receptores NMDA glutamatérgicos tanto a nivel basal como durante la extincion de la
conducta de autoadministracion de morfina. Los animales LEW muestran una
disminucion mantenida desde el ultimo dia de autoadministracion hasta el dia 15 de
extincion. Los animales F344, por el contrario, muestran un descenso el dia 7 y el inicio

de la recuperacion el dia 15.

2. Existen diferencias significativas entre las razas Fischer 344 y Lewis en el
metabolismo cerebral de la glucosa. Estas diferencias son evidentes al comparar los dos
grupos salino tanto el dia 0 como el dia 15 tanto en la corteza como en el area

subtalamica.

3. Si bien las distribuciones anatomicas tanto de la endomorfina-1 como de la
endomorfina-2 coinciden en general con la distribucion anatomica del DAMGO se

observa que esta Ultima se une a sus receptores de manera mas especifica.

4. Los animales de la cepa Lewis se autoadministran endomorfina-2 a concentraciones
altas lo cual sugiere que parte de las acciones reforzantes positivas de los opiaceos
pueden ser mediadas por el péptido enddégeno endomorfina-2 a través de la union a sus

receptores E-2 cerebrales.
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