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RESUMEN

Los fendbmenos de tolerancia a opioides se han relacionado con modificaciones de los receptores y sus funciones en las estructuras
mesolimbicas, entre ellas el NUchkarumbens. Este nlicleo se ha vinculado directamente con la regulacién opioide debdolor

lo cual una sobreestimulacion con metadona podria generar tolerancia al efecto analgésico y cambios en este nucleo. Utilizando
técnicas de inmunohistoquimica se evalué la expresion de la parvoalbimina en las neuronas (un marcador de la homeostasis del
calcio intracelular) del Nuclesccumbens , encontrandose que existe una mayor expresion de esta proteina en animales expuestos

a metadona con respecto al control, que correlacionaba con las pruebas de tolerancia analgésica. Estos hallazgos sugieren una
accion de entrada de calcio, posiblemente relacionada con fendémenos de "up regulation” de los receptores NMDA en este nucleo,
lo cual puede ser uno de los mecanismos plasticos de tolerancia analgésica con opioides.

Abstract

Opioid tolerance phenomena have been related to changes in receptors and their functions in mesolimbic structures, among them,
the Nucleus\ccumbensThis nucleus has been directly related with opioid pain regulation; therefore a methadone overstimulation
could generate changes in it, and tolerance to the analgesic effect. Using immuno-histochemical techniques, the parvoalbumine
expression of the NucleBscumbens neurones was evaluated (an intracellular calcium homeostasis marker); a greater expression
of this protein was found in animals exposed to methadone than in control ones, directly correlating to the analgesic tolerance
tests. These findings suggest a calcium entry action, possibly related to "Up regulation” phenomena of the NMDA receptors in
this nucleus, which could be one of the plastic mechanisms of analgesic tolerance to opioids.

INTRODUCCION Los farmacos opioides actian en los receptores de
péptidos opioides enddgenos, principalmente los

Los medicamentos opioides son las sustancias m@geptores ?'y ? (). El receptor ? pertenece a la superfamilia
usadas para manejar dolor severo (, ) pero tienenda receptores acoplados a proteinassg han descrito
caracteristica de generar tolerancia, pierden su potengjgersos subtipos de proteinas del tipo Gi/Go asociadas
analgésica cuando son usados a la misma dosis duragg. Entre sus acciones esta la inhibicion delénilato
periodos prolongados de tiempo( ). Se han descritficlasa, disminucién dAMPc y secundariamente la
cambios asociados al comportamiento de los recepto@stein KinasaA (PKA) (). Los receptores opioides
opioides y cambios en la funcion de otros receptores fjucen la activacion de Guanilil Ciclasa y la produccion
opioides como el receptor para glutamato NMDA durane GMPC, el cual esta encargado de activar la Protein
las etapas de tolerancia ( ).Cuando un agonista opioidghasa C (PKC). Se ha descrito un aumento en la
es administrado de forma continua, su efecto analgésiggnductancia al potasio por apertura de canales de K+
disminuye con el tiempo y se recupera al aumentarjlgducida por la accién de los agonistas opioides y una
dosis del medicamento. disminucién en la conductancia al Ca++ al inhibir los
canales de calcio dependientes de voltaje (4).
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que inducen cierto grado de hiperpolarizacion neuronal tiempo se observa un aumento en la expresion en
por el aumento en la conductancia del potasibl. membrana de los receptores para glutamato NMDA,

i » ademas de una sensibilizacion de estos receptores.
Ademas de la regulacién meduldos receptores

opioides se encuentran en diversas estructuras limbitas receptores NMDA son canales para iones de calcio,
como la corteza del cingulo, la amigdala, el hipocampaospdio y potasio. El aumento en el nUmero de receptores
en los nucleos hipotalamicos. Estas areas constituygamenta también la cantidad de calcio que entra a la
circuitos emocionales que influencian directamente €lula. Este estudio pretende evaluar la expresion de la
percepcion del dolpl su participacion media en granproteina atrapadora de calcio parvoalbimina en el niicleo
medida el efecto analgésico de los farmacos opioidesaccumbens, durante el periodo de tolerancia a los

opioides.
El NucleoAccumbens se localiza en la region ventralp
del ndcleo caudado, y su citoarquitectura esta MATERIALES Y METODOS

constituida principalmente por neuronas multipolares . .
P b P P %g?delo de tolerancia a la Metadona. Se determinaron

medianas y grandes. En los mamiferos no primates,
90% de estas neuronas son neuronas espino %grupos de 7 ratas Sprague Dawley® con peso entre
y 250 g de peso, los cuales se mantuvieron en la

%guientes condiciones: ciclos de luz /oscuridad de 12
ras, temperatura ambiental de 27°C, con agua y alimento

medianas, las cuales son neuronas GABAérgicas
proyeccion, y el 10% son interneuronas; de estas
mayoria son interneuronas GABAérgicas, y las restan . . I .
son neuronas colinérgicas, las cuales constituy anina de Purina) ad libiturAl primer grupo, se le

alrededor del 1% del total de las células del ntcleo (10,12 iministro una ,dOSIS de 9 mg/Kg/dia de metat_jo_na'wa
oral durante 9 dias; al segundo grupo se le administré un

En los dltimos afios se ha descrito un papel importantelumen de 0.3mL de NaCl 0.9%. Después de 30 minutos
de los opioides en la regulacién del dolor relacionad#e la administracion del farmaco, los dos grupos de
con la actividad del nicleo accumbens. En roedores, Rgimales fueron sometidos a la prueba nociceptiva de
microinyecciones de morfina en el Nickecumbens Hot Plate.

revirtieron la sensacion de dolor causada por lainyecc
plantar de capsaicina (cita). Estudio
inmunohistoquimicos han mostrado una gran presen
tanto de receptores opioides como neuronas producto?
de péptidos opioides en el ndcleo accumbens, dan
esto un sustrato biolégico para la accién analgésica
los medicamentos opioides en esta area (7,8,15).

Isﬂlot Plate. Se precalenté el dispositivo a una temperatura
(9 55.0°C. Se determiné el tiempo de tolerancia al estimulo
orico, retirando el animal al mostrar alguna expresion

dolor (lamerse las patas delanteras, emision de
nido, alzar una pata cuando esta en posicién

anatémica). Se examinaron diariamente todos los animales
durante 9 dias.

Existen diversos cambios en los receptores opioidespocedimiento de perfusion.
no opioides y en su sefal de transduccién asociados a

los periodos de tolerancia a los medicamentos opioidé¥2j0 anestesia general con éter inhalado, los animales
fueron perfundidos con 250 cc De solucién salina 0.9%

Como se ha descrito anteriormente, los receptorgs300 c.c. de fijador PLP (paraformaldehido - lisina-
opioides, via una proteina G tipo Gi/Go, poseen lgeriodato a pH 4.4) . Se extrajeron los cerebros y se fijaron
capacidad de inhibir ladenil Ciclasa, disminuyendo los durante 48 horas en PLP a un volumen 10:1 del volumen
niveles deAMPC; pero durante los periodos dedel espécimen.

tole_rancia se ha demostrado quedtenil _Ciclasa €S procedimiento de inmunohistoquimica.

activada por el receptd€omo consecuencia se observa
un aumento en los niveles &dPc y una posterior Los cerebros fijados fueron montados para cortarlos en
activacion de la PKATanto la PKAy la PKC activan una secciones coronales de 50?m en un vibratomo Lancer®.
enzima GRK (G-coupled Receptor Kinase) que se encafgas secciones seleccionadas corresponden a las
de fosforilar al receptor opioide, induciendo que éste s@ordenadas bregma anterior + 1.7 mm del atlas
desensibilice. Una vez el receptor esta fosforilado gstereotaxico de Paxinos.

desensibilizado, es blanco para una proteina

citoplasmatica, arrestina, la cual se ancla al receptor y /@S Seécciones obtenidas se procesaron flotantes en
a inducir su posterior endocitosis (11). pozos individuales, donde el procedimiento de

inmunohistoquimica se inicié con un bloqueo con suero
normal en PBS (buffer fosfato salino pH 7,5) (anti Horse
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normal serum, anti mougedC kit, PK-6102 Vector Distribucion de la inmunorreactividad a

laboratories) durante 40 minutos. Posteriormente gmrvoalbumina en el Nucledccumbens.
incub6 con el anticuerpo primario anti -parvoalbdmina

en una dilucién 1: 5000 en PBS (anti - parvoalbumirllz',n los sujetos control, las células positivas para

Sigma-Aldrich) por una hora. Después de lavar |d&rvoalbumina en el Niclécumbens son neuronas
secciones tres veces por cinco minutos con PBS, 'Qyltipolares medianas, con cuatro a seis troncos
agregé el anticuerpo secundario biotinilado (anti moudgndriticos de aspecto varicoso. Con esta morfologia,
IgG anti mousABC kit, PK-6102Vector laboratorios) y SUMada a la caracteristica de ser positivas para
se incubd por 40 minutos. Después de lavar nuevameR@ voalbumina sugiere que se trata de células
con PBS, se agreg6 avidina (A + B reagent anti mougéoABAerglcas,,y probab!emente interneuronas (Fotc_)
ABC kit, PK-6102 Vector laboratories). Luego de aoN 1). Es'fas. células rguben una poderosa aferencia
minutos se lavé de nuevo con PBS y se revel6 C&l]utamaterglca proveniente de la corteza cerebral.
diaminobenzidina - nickel (DAB brown, sk - 418@ctor
laboratories ).

Las secciones procesadas se montaron en placas d
vidrio preparadas con solucidon cromoaluminio; se

dejaron secar por 24 horas y se cubrieron con
cubreobjetos fijados con Permunt®.

Procedimiento de microscopia y microfotografia.

Las placas obtenidas fueron analizadas directamente pol
microscopia de luz para su analisis cualitativo y luego
fotografiadas digitalmente para facilitar el conteo celular
Los resultados del conteo fueron analizados

estadisticamente utilizando GraphPad Prims 3.0 utilizando ]
un andlisis t-student Foto N°1. Neuronas del nicleAccumbens marcadas con

L .. parvoalbimina, grupo control.
Comité de Etica

EL proyecto fue presentado y aprobado por el Comité g, |55 syjetos tolerantes a metadona, hay un incremento
Etica en experimentacion animal de la Facultad de Sa"é‘iignificativo del nimero de células marcadas para

de la Universidad dfalle. parvoalbimina. Los arboles dendriticos de las neuronas

RESULTADOS. positivas en los sujetos tolerantes son de mayor
diametro, y la extension de las dendritas marcadas es

Prueba del Hot Plate mayor en estos casos (Foto 2).

Después de 9 dias de tratamiento farmacoldgico, el efecto

analgésico evaluado en la prueba del Hot Plate mostrd

gue el grupo con metadona disminuy6 su tolerancia al

dolor, hasta ser similar al control a partir del 5° dia de

tratamiento (Figura N°1).

Figura M7 1. Tolerancia analgssica
al estimule caldmco (Hot Pate)

Fim ==l Gupo Cantenl

& Gupo Metadona

Twempa de latencia al dalos
{5e0.)

Foto N°2. Neuronas del nucléccumbens marcadas con
parvoalbimina, grupo con tolerancia a la metadona.

Twempo [dias)
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Al comparar el conteo de células en el Nucleen la actividad sinaptica corticoestriatal. Se ha descrito
Accumbens, se encontr6 que la marcacién pauma co-localizacion de los receptores NMDA con
parvoalbdmina en las ratas control fue de 22.4 3.38ceptores opioides principalmente en axones, dendritas
células/4800 2, mientras que en los animales tratadpserminales de las neuronas del Nucdazumbens

con metadona se hall6 28.89 5.81 células/4800 2 (p(¥4,15,18).y una relacion estrecha entre las funciones de
0.001), lo que significa que la expresion de esta proteiaatos dos sistemas de neurotransmisores. Estudios de

aumento con la estimulacion opioide. comportamiento han mostrado que los receptores NMDA
estan involucrados en los procesos de tolerancia y
Distribucion de células pesitivas para dependencia generados por los farmacos opioides (17).
parvoalbumina en nicleo accumbens Los receptores opioides regulan de forma presinaptica y
45 A postsindptica la generaciéon de potenciales
o A0 Bp postsinapticos excitatorios asociados a la funcién de
é‘ 35 los receptores NMDA (14)
[=n]
e 04 En casos de tolerancia a farmacos opioides se ha descrito
¢ 24 un Down-regulation de los receptores opioides y un Up-
E 20 regulation de los receptores NMDA7). Al verse
W 154 aumentado el nimero de receptores NMDA los niveles
3 104 de calcio que entran a la neurona via este canal de iones
=z = se veran proporcionalmente aumentados. La neurona
- para realizar una homeostasis del calcio ejecuta cambios

T T , .
narmal apipide en sus proteinas atrapadoras de calcio como la
parvoalbimina.

Gréfico 2. Comparacion en el conteo de neuronas que expresan ) )
parvoalbmina en el Niclécumbens en los dos grupo 0N los resultados obtenidos se puede sugerir que la
estimulacion de manera sostenida de los receptores

DISCUSION opioides, induce una actividad de los receptores NMDA,
que lleva a una entrada de calcio en las neuronas del

El uso prolongado y repetido de agonistas totaldicleoAccumbens. Estos hallazgos pueden relacionarse
opioides ha mostrado generar tolerancia al efect®n los fendmenos de tolerancia analgésica observados.
analgésico de estos medicamentos. Gracias a la pruéttsque existen otros cambios plasticos asociados a la
del Hot Plate se pudo observar como el uso de @isminucion del efecto analgésico, se podria proponer
agonista total como la metadona en ratas geneab NUcleoAccumbens como una de las regiones
tolerancia. La eficacia analgésica del medicamento vaiiéncionales para plantear la busqueda de mecanismos
del tal forma que al quinto dia el grupo al cual se lgue disminuyan o eviten la pérdida analgésica de los
administraba la metadona no tuvo una diferencimedicamentos opioides.
significativa con el grupo control respecto al tiempo de L.
respuesta al estimulo nociceptivo generado por el Ho@radecimientos:

Plate (grafico 1). Estos resultados estan de acuerdo gage proyecto conté con la colaboracion de Colciencias
otros autores que mostraron la aparicion de toleranciggien patrociné al DAndrésA. Quintero, por medio del

la morfina al quinto dia de uso en un modelo en ratas fograma "Jévenes InvestigadoresAl "Centro de
insercion quirdrgica subcutanea de tabletas de morfigat,dios Cerebrales” dirigido por el Biernan Pimienta
(12). y la Dra. Martha Escobgror su apoyo logistico en varias

El NucleoAccumbens es una estructura que recib(tj-ze las etapas del presente proyecto.
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