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REGULACION DEL SINDROME DE ABSTINENCIA A
OPIACEOS POR LOS SISTEMAS DE RECAPTACION DE
GLUTAMATO

1.- INTRODUCCION

1.1.- GLUTAMATO.

Los aminoacidos excitatorios (EAA) y en particulal glutamato son
generalmente aceptados como los principales nausstrisores que median la
excitacion sinaptica del sistema nervioso cenBd() de los mamiferos (Watkins et
al., 1990; Nakanishi, 1992; Nicholls, 1993). Laiation y modulacion de los
receptores glutamatérgicos esta muy relacionado etoaprendizaje y la memoria
(Artola and Singer, 1993; Sapoznik et al., 2008ag/ fases tempranas del desarrollo
neuronal (Constantine-Paton et al., 1990; McDoraatd Johnston, 1990). Es bien
conocido, también, que el glutamato puede ser h@tioo, especialmente cuando las
reservas de energia se ven comprometidas. Estaaafon ha dado pie a la propuesta
de que la neurodegeneracion esta relacionada ¢gomaa desérdenes tanto agudos
como crénicos del sistema glutamatérgico (derramebcal isquémico, epilepsia,

enfermedad de Parkinson, VIH, demencia y sindroenebdtinencia de opiaceos).

Los efectos del glutamato estan mediados por reeptonotropicos (NMDA,
AMPA vy kainato), los cuales se encuentran integsagor canales ionicos, y por
receptores metabotropicos acoplados a la proteifgaupos |, 1l y 1ll) (Danbolt, 2000;
Matsui and Williams, 2010; Rassmusen, 2010)

1.1.1.- Receptores ionotrépicos del glutamato.

Los receptores ionotropicos estan constituidos gamales catidnicos y se
clasifican segun la funcion de su ligando espeziéic receptores sensibles a N-metil-
D—aspartato (receptores NMDA), receptores sensiale&cidoe-amino-3-hidroxi-5-

4



metil-4-isoxazolil-propidnico (receptores AMPA) \eceptores sensibles a kainato

(receptores de kainato).

a) Receptores NMDALos receptores NMDA son molecularmente distintofosa

receptores AMPA y kainato, pero también unidossacknales i6nicos. Estos receptores
estan activados por el glutamato y el NMDA peraegponden a los AMPA, kainato o
a los agonistas mGIluRs (metabotropicotp corteza cerebral es el lugar donde mayor
cantidad de receptores NMDA se ha localizado. kecsptores NMDA son permeables
tanto a NA y K" como a C#, y estdn asociados con los procesos de

aprendizaje/memoria, desarrollo neuronal y regatadel dolor.

b) Receptores AMPALos receptores AMPA son llamados asi por su welaéilta

afinidad por el AMPA (y quiscualato) frente a kdmaEstos receptores tienen baja
afinidad con el NMDA. Han sido identificados cuasabtipos: GIuR1-GluR4. Los
receptores AMPA estan implicados entre otros pax;esn el sindrome de abstinencia

a opiaceos.

c) Receptores kainat&stos receptores tienen muy baja afinidad por ANAIMMDA.

Su papel no estad todavia bien identificado, peros@gpecha que podrian estar
implicados a nivel presinaptico en la modulaciénad#ansmision GABAérgica y en la

regulacion de la liberacion del glutamato.

1.1.2.- Receptores metabotrépicos (NMGLUR).

Estos receptores, son receptores acoplados ana®téi/o. Los mGLURs estan
clasificados segun su estructura o funcion en grepos llamados I, Il y Ill. Los
receptores del grupo | se acoplan principalmengepmoteina Gqg, mientras que los del

grupo Iy Il se acoplan a Gi/Go.



1.2.- ADICCION A OPIACEOS.

1.2.1.- Sistema opioide.

Un opioide es un agente quimico que remeda lamaa®da morfina y se une a
receptores opioides en el sistema nervioso cef8fN), tracto gastrointestinal y otros
organos. Hay cuatro grandes clases de sustanciagdey los péptidos opioides
endogenos (endorfinas, encefalinas o dinorfinas, dicaloides derivados del opio
(como la morfina, codeina...), los opiaceos semkitsiciis (como la heroina y la
oxicodona) y los opiaceos completamente sintétignsperidina y metadona), que
tienen una estructura no relacionada con los att=dalel opio.

1.2.2.- Receptores opioides.

Los receptores opioides, son receptores acoplagosteinas G que se activan
mediante péptidos opioides producidos enddgenanemediante la administracion
exégena de drogas opioides u opiaceos. Principémsmn encuentran en el sistema
nervioso central (SNC), aunque también han sidotiiitados en el sistema nervioso
periférico (SNP). Estan compuestos por una cadetipaeptidica simple con siete
segmentosi-hélice transmembranales, quedando el terminal@(Nii,) en el exterior
de la célula y la terminal carboxi (COOH) en eleidr. Los dominios estan unidos
entre si por asas polipeptidicas (tres intracedslgutres extracelulares)

Existen al tres subtipos de receptores opioidest¢Rak, 2004; Zamalloa,
2007):

a) Receptoreg (“mu”): Estan relacionados con la morfina, la cual indacanalgesia,

bradicardia, hipotermia y miosis.

b) Receptores (“kappa”): Estan relacionados al quetocyclazocin, el cualigadla

disminucioén del reflejo flexor y la sedacion.



c) Receptores (“delta”): En 1977, Lord et al. identificaron en ratones uferdinte

cuarto tipo de receptor opioide, que tenia unaafltadad con las encefalinas, al que

llamaron “delta”.

La nomenclatura de los receptores opioides hawgidgran tema de debate. En
biologia molecular, por ejemplo, los receptofesc y p son DOR, KOR y MOR
respectivamente. El Comité Internacional de Uniédmfacoldgica de Nomenclaturas de
Receptores y Clasificacion de Medicamentos (NC-IBRMHsugirié otra nomenclatura

para definir los ya nombrados receptotes y u: DOP, KOP y MOP.

Si nos centramos en los receptatepodemos ver como en los ultimos afos, y
bajo mucha controversia, se ha sugerido la existede algunos subtipos de los
receptores MOR: MOR MOR, and MOR. Todos estos subtipos de receptores han
sido confirmados con técnicas moleculares. Pastg2204) sugiri6 que MORes el
responsable de la analgesia supraespinal y pedfda euforia y la miosis, MQRse
encarga de la analgesia espinal y de los efectstsogdaestinales y respiratorios y ha
sido identificado como receptor directamente aapkala enzima éxido nitrico sintasa

constitutiva.

Una gran cantidad de receptofeban sido identificados en el SNC. EIl RNAm
de estos receptores ha sido encontrado en distadaas del cerebro como el
prosenceéfalo (bulbos olfatorios, estriado, nuclecuenbens, hipocampo, nucleos de la
amigdala, giro dentado, etc.), diencéfalo (nucléalsimicos, nulcleos predpticos
mediales del hipotalamo, etc.), mesencéfalo (sostayris periacueductal, etc.) y en la

protuberancia (nucleos del rafe, locus coerule@,(hucleos prabraquiales, etc.).

1.2.3.- Sindrome de abstinencia y dependencia.

La continua administracion de algunos farmacosatieraleza opioide, como los
opiaceos, produce fendmenos de dependencia tasita fitolerancia y abstinencia)

como psiquica.

La tolerancia es la reduccion de la respuesta dgansmo a una

concentracién/dosis de una determinada substaocifje conduce al aumento de la



dosis o al acortamiento entre los intervalos deimidiracion de la substancia para

producir el mismo efecto del agonista opioide.

Para hacer un diagndstico de dependencia en laachinmana, el DSM-IV-TR
(2002) (Manual Diagnostico y Estadistico de lossiomos Mentales) establece que
debe haber un patron desadaptivo de consumo glleveomalestar o deterioro (fisico,
psicologico o social) y, al menos, tres de losisigies criterios en algdn momento de
un periodo continuado de 12 meses:

- Tolerancia.

- Abstinencia.

- La sustancia es consumida en cantidades mayodesaote mas tiempo de lo
que se pretendia en un principio.

- Existe un deseo persistente o esfuerzos infrgoside interrumpir el consumo
de controlarlo.

- Se emplea mucho tiempo en actividades relacianada la obtencion de la
sustancia, consumo o recuperacion de sus efectos.

- Se da una importante reduccién de las actividadtidianas del sujeto debido a
la ingesta de la sustancia.

- Se continda consumiendo la sustancia a pesaremr tconciencia de sus

potenciales riesgos.

El CIE-10 (Organizacion Mundial de la Salud, 2008&jiere que para poder
hablar de dependencia han de presentarse tres a@arlas siguientes criterios en un

periodo de 12 meses:

- Fuerte deseo de consumir la sustarmiav(ng).

- Dificultades para controlar dicho consumo.

- Sindrome de abstinencia al interrumpir o redelcadonsumo.

- Tolerancia.

- Abandono progresivo de intereses ajenos al coodglarnia sustancia. Inversion
cada vez mayor de tiempo en actividades relaci@nada la obtencion de la
sustancia o con la recuperacion de sus efectos.

- Persistencia en el uso de la sustancia a pesaemir de forma clara sus
efectos perjudiciales.



Debemos tener en cuenta, que el uso de opiastdsmely extendido en la
practica clinica de tratamientos crénicos del doRor tanto, una herramienta muy
valiosa utilizada para estudiar estos fendmenossida la experimentacion con

animales.

Los signos de comportamiento mas caracteristicosn@nales (roedores) con

sindrome de abstinencia a opiaceos son los sigsient

- Aumento de la frecuencia de aparicion de losisigas signos:
e Conducta exploratoria del entorno.
e Saltos.
e Castafeo de los dientes.
e Masticaciones.

e Sacudidas en forma de perro mojado.

- Aparicionde novo de los siguientes signos:
e Diarrea
e Palidez de las orejas
e Piloereccion
e Ptosis
e Pestafieo
e Rinorrea
e Chillidos al tocar
e Lagrimeo
e Postura anormal
e Ereccién de pene
e Hostilidad al ser cogidos

e Eyaculacion



1.3.- EL LOCUS COERULEUS (LC).

1.3.1- Generalidades: anatomia y fisiologia.

El locus coeruleus es el mayor grupo de neuronesdrenérgicas (NA) en el
cerebro de los mamiferos y esta localizado billtenate en el tronco del encéfalo,
ventrolateral al cuarto ventriculo. En las ratha$, & esta compuesto por 1500 neuronas

por nucleo aproximadamente.

Las eferencias del LC conforman las proyeccioneadienérgicas mas amplias
del SNC. Las neuronas del LC se proyectan a la riaage las areas del cerebro. Estas
eferencias incluyen el cerebelo, el tdlamo y ebtdifmamo, cortex cerebral, hipocampo,

tronco del encéfalo y astas dorsales y ventralds ohedula espinal.

Las neuronas del LC estan implicadas en una gmnaedea de funciones. Entre
ellas, podemos destacar de interés para nuestyeqiooel sindrome de abstinencia a
opiaceos. Ademas, las propiedades electrofisicddgite las neuronas del LC son muy
homogéneas, lo que hace que sean ideales patadibegle sistemas noradrenérgicos.

1.3.2.- Abstinencia a opiaceos y LC.

Cuando los opiaceos son administrados cronicamesge,desarrolla una
tolerancia a sus efectos (Nestler, 2004). La atiian cronica también genera
dependencia hacia los opiaceos, indicado con whiasire de abstinencia cuando dejan
de ser administrados o0 se administra un antagonpstéde. La dependencia a opioides
es evidente en la respuesta fisiologica de lasonesrdel LC; se da una liberacion
masiva de glutamato. Si esta hiperactividad glutrgeca no es frenada, con la
utilizacion de antagonistas de glutamato por ejempe desarrolla el sindrome de

abstinencia a opioides.
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las neuronas del LC responden directamente a losisigs que activan toda
clase de receptores glutamatérgicos, y esto puadeirocomo respuesta al glutamato,
NMDA, AMPA, kainato, quisqualato y agonistas mGlin el sindrome de abstinencia
a opiaceos hay una hiperactividad de glutamatol &4€eproducido por mecanismos
extrinsecos e intrinsecos (Nestler, 2004). Los misg®s extrinsecos implican la
activacion de las neuronas del LC a partir de glatamatérgicas que provienen del
nucleo paragigantocelular lateral en el bulbo rdeiventrorrostral. Se ha demostrado
un incremento de los niveles extracelulares deaglato en el LC y una
desensibilizacion de la respuesta postsinapticgllahmato durante la abstinencia a
opiaceos (Kogan, 1994). En consonancia con esttazdas, las lesiones del nicleo
paragigantocelular lateral o la administracion dagonistas inespecificos del receptor
de glutamato atenlan la hiperactividad inducida lpoabstinencia a opiaceos y el

sindrome conductual (Rasmussen, 1995).

Por otra parte, en el SNC se han descrito distiriipes de proteinas
recaptadoras de glutamato que se encargan a waraes de terminar la accion de este
neurotransmisro (EAAT). Estudios de nuestro lalmwiat (manuscrito en fase de
preparacion) han demostrado la presencia de al srdo® tipos de transportadores, el
EAAT2 y el EAAT3, en el LC de ratas. Los EAAT3 e&ta localizados en membranas
neuronales y serian responsables de la termindeida accion singptica del glutamato,
mientras que los EAAT2 estarian en células glisdesre otros lugares, y jugarian un

papel fundamental en el mantenimiento de conceatras tonicas de glutamato.

Ha sido demostrado recientemente que se puedemenctar la expresion de
recaptadores de tipo EAAT2 tras el tratamiento icwon ceftriaxona (Rothstein et
al., 2005). Por tanto, podemos plantear como hgmigue el tratamiento cronico con
ceftriaxona reduce la cantidad de glutamato endbgena hendidura sinaptica del LC
y cOmo consecuencia, reduce los efectos provoqaatos sobre-activacion del sistema
glutamatérgico en el LC y, en concreto, la apaniadé@ un sindrome de abstinencia a

opiaceos.

Esta hipotesis no es nueva porque ya se ha sidicgud previamente que los
B-lactamicos son capaces de reducir el sindromédstnancia de opiaceos y bloquear
11



el desarrollo de la tolerancia en animales (Rawlale 2001a; 2010b). En nuestro
laboratorio nos hemos interesado en profundizaresta hipétesis valorando los
mecanismos neuroquimicos y anatoémicos concretos sgueadesarrollan. Nos ha
interesado comprobar si el efecto de la ceftriaxeaaproduce por efecto en los
recaptadores EAAT2 en el LC.

El trabajo presentado en esta memoria es solo aria gel un proyecto mas
amplio que se esta llevando a cabo en el labooaterfocado al estudio
electrofisiolégico del LC. Hemos valorado la paxdenductual del sindrome de
abstinencia para confirmar si el protocolo de mmarfy ceftriaxona era valido en
nuestras condiciones experimentales para redusinétome de abstinencia a opiaceos.
Ademas, hemos explorado los mecanismos de estanaeealuando si se produce una

interaccion en el EAAT2 en el sindrome de abstirzenc

En resumen, lahipotesis planteada para hacer este estudio fue ver como

interactian la ceftriaxona (potenciador especifieda transcripcion de los EAAT2) y
el DHK (inhibidor especifico de los EAAT2) en elndiome de abstinencia a la
morfina, cuando se da una liberacion masiva deagato en el locus coeruleus. Como
ya se ha demostrado en la literatura, R¥ctamicos reducen el sindrome de
abstinencia de opiaceoNosotros hemos querido comprobar como esta redu@so

cuantificable en los signos propios del sindrome aistinencia, que es dosis
dependiente y ademas que el efecto puede seridevpdr farmacos inhibidores de la

recaptacion del glutamato, como lo es el DHK.

Los objetivos principalesdel estudio fueron los siguientes:

- Estudiar el efecto y dosis-dependencia del tregiaim cronico con ceftriaxona,
un farmaco potenciador de la expresion de EAAT2afpeador de glutamato),
sobre el sindrome de abstinencia conductual ptadipipor naloxona en ratas

tratadas con morfina.

- Estudiar la modulacion del efecto de la ceftrizxen el sindrome de abstinencia
a la morfina por un inhibidor de la recaptacion dieitamato que actua en el
EAAT2 (DHK).

12



3.- MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIALES.
3.1.1.- Animales.

Para llevar a cabo este experimento, se utiliz&matas albino macho de la
cepa Sprague-Dawley, cuyo peso oscilaba alrededmsd300 g. Estos animales fueron
criados en el estabulario de la Universidad dek R&édsco (UPV-EHU), bajo las
condiciones estandares de laboratorio (temperatirstante de 20°C, humedad relativa
del 65-70% y un ciclo de luz-oscuridad de 12h, deeta fase luminica de 08:00h a
20:00h). Desde el inicio del experimento hasta#dizacion del estudio, todas las ratas
se mantuvieron en jaulas de plastico, y tuviertameliacceso a agua y a una dieta
estandar compuesta por proteinas (15,4%), lipi@p@%), glucidos (60,5%), fibra
(3,9%), humedad (12%), minerales (5,3%) y con uortapcaldrico tedrico de 3000
cal/kg.

Se realizd el méximo esfuerzo posible para dismigusufrimiento y el niumero
de animales utilizados en el estudio. Todos loscqaimientos experimentales se
realizaron de acuerdo con la Directiva 86/609/CE 2# de noviembre de 1986
establecida por la Comunidad Europea sobre la quidie de animales utilizados para
experimentacién. El protocolo experimental utiliagzhra el estudio fue aprobado por
el Comité de Etica de Bienestar Animal de la Ursigad del Pais Vasco (CEBA
76/2010/PINEDA ORTIZ y CEBA/77/2010/PINEDA ORTIZ).

3.1.2.- Farmacos.

Los farmacos utilizados durante este experimen&rofu cuatro: morfina,
naltrexona, ceftriaxona y DHK (&cido dihidrokainicden la siguiente tabla se
especifica cual es el perfil farmacolégico de caoer de ellos y donde fueron

adquiridos.
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, PERFIL )
FARMACO ADQUISICION

FARMACOLOGICO

MORFINA Agonista opioidet Alcaliber, S.A.

NALTREXONA Antagonista opioide Sigma

Potenciador de la
transcripcion de los _
CEFTRIAXONA Laboratorios Sala
transportadores de Glu

EAAT2

DHK Inhibidor especifico de los

EAAT2

Tocris
(&cido dihidrokainico)

Estos farmacos tuvieron que ser disueltos antes éeministracion. La morfina
fue disuelta en 42,5% de parafina liquida estéf% de Arlacel y 50% de suero (NacCl
0,9%). El resto de los farmacos se disolvio encssalino (NaCl 0,9%).

3.1.3.- Tratamiento.

En este estudio, el tratamiento de los animalesdiu& dias completos. Se
dividieron las 57 ratas en tres grupos: el grupacef@riaxona 200 mg/kg (n=21), el
grupo de ceftriaxona 100 mg/kg (n=16) y el grupocedériaxona 200 mg/kg+DHK
(n=20). En cada uno de los tratamientos se hicigrapos paralelos control, tratados
con una solucién salina, con el mismo niumero dasrgtie las tratadas (menos en el

grupo de CFT 200 mg/kg, ya que se afladié una rasaahgrupo de salino).

El tratamiento comenz6 con la administracion dedfiriaxona (200 mg/kg o
100 mg/kg, i.p.) al grupo de ratas tratadas, masntque al grupo control se le
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administraba NaCl 0,9% (i.p.). Al quinto dia detdraiento, se procedia a colocar a
todas las ratas una implantacion subcutanea deinao(pellet), que se liberaba

lentamente durante las siguientes 72 horas (inchosaasi un tratamiento subcrénico
con opiaceos). Esta implantacion se colocaba eonedlo de la rata por via subcutanea,
bajo sedacion con hidrato de clorato (400 mg/kg,iy seguidamente se les dejaba
recuperarse. Tras el periodo de 72 horas (el 8tdiasel comienzo con la ceftriaxona)
se les inyectaba la naltrexona (10 mg/kg, i.p.ppmaraluar su comportamiento con el

sindrome de abstinencia que se producia.

Se siguioé el mismo protocolo en el grupo de ratadas con DHK, pero 30
minutos antes de la inyeccion de naltrexona sadesinistraba el DHK (10 mg/kg s.c.)
tanto a las ratas control como a las tratadas €an(200 mg/kg).

3.2. METODOS.

3.2.1.- Evaluacioén del sindrome de abstinencia da morfina.

La evaluacion del sindrome de abstinencia de I|dimaose realizo siete dias
completos pasados después de haber comenzadaashiérato con ceftriaxona (es
decir, el 8° dia) y 3 dias completos pasados desgeéraber insertado el pellet (es
decir, el cuarto dia tras la implantacién). El diéala evaluacion se inyecto la naltrexona
(10 mg/kg, i.p.) y se lleva a cabo una observadiéros signos de abstinencia que se

reflejan en el comportamiento de las ratas.

La observacion de los signos cuantificables (eggion, saltos, sacudidas de
perro mojado, castafieo de dientes y masticaciom¢aizd durante el periodo de 15
minutos inmediatamente posterior a la administracié la naltrexona, en una sala
acondicionada para ello. Estos signos son cuaadifis por su frecuencia, es decir, se

cuantifica el nimero de episodios que se da enwaalae los animales.

A los 60 minutos de haber inyectado la naltrex@earealizo la comprobacion
de la existencia o0 no en cada animnal de los sitesesignos (“presentes”): chillidos al
tocar, hostilidad al coger en mano, ptosis, pestafi@orrea, lagrimacion, diarrea,

ereccion del pene, postura anormal, orejas blampagoceyaculacion y piloereccion. En
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este caso no se cuantifica la frecuencia, sinosguanota su presencia o ausencia y se
valora la incidencia en los animales estudiadose@® et al., 1998; Rasmussen et al.,
1990).

3.2.2. Andlisis de datos.

La puntuacion total del sindrome de abstinencia dakulado teniendo en
cuenta los signos “cuantificables” en los primetésminutos desde la administracion
de la naltrexona y los signos positivos (“preséhtebservados tras los 60 minutos
desde su administracion en cada rata (Ulibarrl.efl887). La frecuencia de aparicion
de los signos “cuantificables” se han mostrado consmlias * error estandar de la
media (E.E.M.). la incidencia de los signos “présghse ha mostrado como numero de

animales positivos (signos presentes) / animatetetoevaluados.

Todos los datos recogidos durante los experimectogportamentales fueron
anotados en tablas, en hojas de calculo de Exoelvez terminada la experimentacion,
estos datos se introdujeron en el programa GrapRRswh 5, en el que se llevo a cabo

tanto el analisis estadistico como las figuras.
Se hicieron comparaciones por parejas de la sigureanera:

- Efecto de ceftriaxona: morfina + naltrexona #r&aVS morfina + naltrexona +
ceftriaxona;

- Modulacién por DHK sobre el efecto de la ceftaaa: morfina + naltrexona +
salino + DHK VS morfina + naltrexona + ceftriaxon®HK.

La comparativa entre grupos para el numero de @psdfrecuencia) de cada
signo “cuantificable” (exploracién, saltos, sacudidde perro mojado, castafieo de
dientes y masticacién) medido durante los 15 pseninutos desde la administracion
de la naltrexona se analiz6 estadisticamente ntedghest no paramétrico U de Mann
Whitney para dos colas. La incidencia mayor o mesotos distintos grupos de los
signos “presentes” (chillidos al tocar, hostilidadcoger en mano, ptosis, pestafieo,
rinorrea, lagrimacion, diarrea, erecciéon del pgrastura anormal, orejas blanquecinas,
eyaculacion y piloereccion), se analizé estadistergte con el test Exacto de Fisher. Se
consideraron estadisticamente significativos tddssvalores de probabilidad menores
a 0,05, siendo divididos en dos subgrupos de pitodedies: P<0,05*) y P<0,01 t*).
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4.- RESULTADOS

4.1.- SINDROME DE ABSTINENCIA.

Para poder cuantificar el sindrome de abstinerwaos verificado que la
implantacion subcutanea de una emulsion oleosaainian (200 mg/kg), la cual se va
re-absorbiendo durante las siguientes 72 horasjidgegde la administracion de
naltrexona (10 mg/kg por via intraperitoneal) arto dia, produce buenos niveles de
dependencia fisica hacia los opiaceos en lastrataslas.

Practicamente todas las ratas tratadas con monfiostraron los siguientes
signos caracteristicos de abstinencia: chillidosoehr, hostilidad al coger en mano,
ptosis, pestafieo, rinorrea, lagrimacion, diarreecadn del pene, postura anormal,

orejas blanquecina, eyaculacién y piloereccion i@ ah

Después de la implantacion del pellet, y tras yadnion de naltrexona, también
observamos una mayor frecuencia de aparicion dsidpgentes signos, que suelen ser
caracteristicos de la dependencia a los opioidesxploracion, los saltos, las sacudidas

de perro mojado, el castafieo de dientes y la naagiit. (Fig. 1).

Estos resultados muestran como la administracibpealiet de morfina produce
una dependencia fisica con el consiguiente sindrdenabstinencia al administrar la

inyeccion de su antagonista, la naltrexona.
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Tabla 1. En esta tabla se muestran los signos positivogatidos del sindrome de

abstinencia inducido por la administracion de patina en ratas tratadas con morfina.

RATAS positivad/ total

CHILLIDOS AL TOCAR 28/ 29
HOSTILIDAD AL COGER EN MANO 28/ 29
PTOSIS 29/ 29
PESTANEO 28/ 29
RINORREA 26/ 29
LAGRIMACION 27/ 29
DIARREA 21/ 29
ERECCION DEL PENE 28/ 29
POSTURA ANORMAL 29/ 29
OREJAS BLANQUECINAS 29/ 29
EYACULACION 27/ 29
PILOERECCION 29/ 29

18



50 -
5
S 7 40 -
[ (=]
£ 3 -
2=
823 304
o c@
T 0 o
0 9T
E g 20 4
— =
T £ —
E =
—_——
@ 10 4
o ) | ] ] 1
c
) )
NSl 4 -8 3 Q
(] = S 7)) c
© S @ .= o )
i @© ®© o o9 L
9 n T € ' )
o ° 80 o
ﬁ 3 e n O e=
S @ S 8
w a S
1001
= 804 |
)
[}
)
c -
S 60
T}
©
= 404
c
=
a
20-
0 T

Figura 1. El histograma de barras (A) representa el nimeregptsdios de cada signo
observados en las ratas con sindrome de abstinémcia figura B esta representada la
puntuacion total obtenida con todos los signos ligireencia (tanto los cuantificados

como los positivos) en el grupo control £ E.E.M=(R9).
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4.2.- EFECTO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON CEFTRIAXON A EN EL
SINDROME DE ABSTINENCIA A OPIACEOS.

Una vez comprobado el desarrrollo del sindromebdéreencia a la morfina en
ratas tratadas con el pellet, empezamos el expetenoen los grupos de tratamiento de
ceftriaxona (CFT: 200 y 100 mg/kg, i.p., una vedial , 7 dias) para comprobar si este
B-lactdmico, que se ha descrito como potenciadda d&presion de EAATZ2, reducia el

sindrome de abstinencia fisico.

Para evaluar el efecto de la ceftriaxona en elrsind de abstinencia a morfina
se inyecto este farmaco durante 7 dias a una damis de 100 o 200 mg/kg, via
intraperitoneal. Se compararon dos grupos de tratam uno que recibia morfina +
salino (control) y el otro, morfina + ceftriaxorf@ara realizar el tratamiento combinado
(morfina + ceftriaxona), al quinto dia de tratanbiecon CFT o salino se coloco el
pellet de morfina (200 mg/kg s.c.) y al cuarto desde la colocacion del pellet se
procedié a administrar la naltrexona (10 mg/kg. ifphalmente, en estos animales

evaluamos el sindrome de abstinencia.

Tratamiento cronico con ceftriaxona (200 mg/kg)

Las ratas tratadas con CFT (200 mg/kg) presentan@anmenor incidencia de
aparicion de signos de abstinencia que las ratatsotopero esta reduccion no resultd
significativa, como podemos ver en la Tabla 2. Hncaso de los signos
“cuantificables,” apreciamos una reduccion sigatica de la frecuencia media de
episodios en cada animal para los saltos (P<0,8l¢astafieo de dientes (P<0,01) y la
masticacion (P<0,01) (Fig. 2). En el caso de ldaapion, observando el histograma
también se aprecia cierta diferencia entre el grgrdrol y el de CFT (200 mg/kg),
pero este cambio no llega a ser significativo, glesigno de sacudidas de perro mojado
apenas es perceptible ningan cambio (Fig. 2). Eifrigmra 3 se aprecia como la

puntuacion total también es estadisticamente ggtiifa.

Estos datos indican que la ceftriaxona (200 mghegluce el sindrome de

abstinencia fisico en ratas tratadas con morfina.
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Tabla 2. En esta tabla se muestran la comparacion de lasssigositivos observados
en el sindrome de abstinencia de las ratas tratamtasalino y CFT (200 mg/kg). Se
observan menos ratas con signos positivos en pbgte CFT (200 mg/kg) que en el de

salino.

RATAS positivad total

(control) 200 mg/kg

CHILLIDOS AL TOCAR 11/ 11 7/ 10
HOSTILIDAD AL COGER EN MANO 11/ 11 7/ 10
PTOSIS 11/ 11 8/ 10
PESTANEO 10/ 11 6/ 10
RINORREA 10/ 11 10/ 10
LAGRIMACION 10/ 11 10/ 10
DIARREA 7/ 11 6/ 10
ERECCION DEL PENE 11/ 11 7/ 10
POSTURA ANORMAL 11/ 11 7/ 10
OREJAS BLANQUECINAS 11/ 11 8/ 10
EYACULACION 11/ 11 8/ 10
PILOERECCION 11/ 11 9/ 10
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Figura 2. Cada uno de estos cinco histogramas de barrassegpaeel numero de
episodios que se observo en los cinco signos ¢igables del sindrome de abstinencia
a morfina en ratas tratadas con CFT (200 mg/kg).e&e caso, tres de los signos
resultaron ser estadisticamente significativos: daltos {*, P<0,01), el castafieo de
dientes t*, P<0,01) y la masticaciori,(P<0,05). Se presenta la media +tE.E.M de 11y
10 animales, respectivamente, en cada grupo. Lapam@aciones se realizaron con el
test U de Mann-Whitney.
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Figura 3. En este histograma de barras esté representadatleapion total obtenida en

el sumatorio de todos los signos (tantos los cficetties como los positivos) del
sindrome de abstinencia a morfina en ratas traema€FT (200 mg/kg). Al comparar
el grupo de salino con el de CFT (200 mg/kg), ssdpwbservar como la diferencia es
estadisticamente significativd*( P<0,01). Se presenta la media tE.E.M de 11 y 10
animales, respectivamente, en cada grupo. Las cagipaes se realizaron con el test
U de Mann-Whitney.
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Tratamiento cronico con ceftriaxona (100 mg/kg)

Para comprobar si el efecto de CFT es dosis-depetadi repetimos el
experimento con un grupo de ratas que fueron @atadn una dosis menor de CFT

(100 mg/kg). El protocolo que se sigui6 fue el mosie el de la CFT (200 mg/kg).

Las ratas tratadas con CFT (100 mg/kg) presentaignos positivos de
abstinencia muy similares a los del grupo contxa. hubo ninguna diferencia en la
incidencia de los signos “presentes” (N° animatestyos/total) (Tabla 3). Igualmente,
si observamos las figuras de los signos “cuanbfes, podemos apreciar que tampoco
hubo ningan cambio significativo en la frecuenceaepisodios de cada signo entre el
grupo control y el grupo de CFT (100 mg/kg) (Fip. Einalmente, la Figura 5 confirma
lo ya explicado anteriormente; la CFT (100 mg/kg) trene ningun efecto sobre el

sindrome de abstinencia de morfina.

Por lo tanto, podemos concluir que el efecto deeftriaxona en el sindrome de

abstinencia esta relacionado con la dosis.
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Tabla 3. En esta tabla se muestra la comparacion de lo®ssighservados en el
sindrome de abstinencia de las ratas tratadasatimo y CFT (100 mg/kg), medidos
por su presencia o ausencia. No se observa nirdifierancia significativa entre los dos
grupos.

RATAS positivad total

SALINO CEFTRIAXONA
(control) 100 mg/kg

CHILLIDOS AL TOCAR 7/8 8/ 8
HOSTILIDAD AL COGER EN MANO 7/8 8/ 8
PTOSIS 8/ 8 8/ 8
PESTANEO 8/ 8 8/ 8
RINORREA 8/ 8 8/ 8
LAGRIMACION 7/ 8 8/ 8
DIARREA 78 7/8
ERECCION DEL PENE 7/ 8 8/ 8
POSTURA ANORMAL 8/ 8 8/ 8
OREJAS BLANQUECINAS 8/ 8 8/ 8
EYACULACION 7/ 8 7/ 8
PILOERECCION 8/ 8 8/ 8
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Figura 4. Cada uno de estos cinco histogramas de barrassegpaeel numero de
episodios que se observo en los cinco signos ¢igables del sindrome de abstinencia
a morfina en ratas tratadas con CFT (100 mg/kg) e&e caso, ninguno de los cinco
signos resulto ser estadisticamente relevanteré&ema la media + EEEM de 8 y 8
animales, respectivamente, en cada grupo. Las cagipaes se realizaron con el test
U de Mann-Whitney.
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Figura 5. En este histograma de barras esta representadatleapion total obtenida en
el sumatorio de todos los signos (tantos los clicetties como los positivos) del
sindrome de abstinencia a morfina en ratas traewa€FT (100 mg/kg). Al comparar
el grupo de salino con el de CFT (100 mg/kg), sedpwbservar como la diferencia es
estadisticamente irrelevante. Se presenta la medieE.M de 8 y 8 animales,
respectivamente, en cada grupo. Las comparacianagatizaron con el test U de

Mann-Whitney.
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4.3.- MODULACION DEL EFECTO DE LA CEFTRIAXONA EN EL
SINDROME DE ABSTINENCIA A LA MORFINA POR UN INHIBID OR DE LA
RECAPTACION DEL GLUTAMATO (DHK).

En los dos anteriores subapartados, hemos podidogwe al analizar el
comportamiento de los animales, parece que laiaaitra tiene efecto en el sindrome
de abstinencia fisico de la morfina dependienddaddosis. En este apartado, hemos
afadido al tratamiendo de ceftriaxona (200 mg/ggfarmaco DHK. Este farmaco es
un inhibidor especifico de los EAAT2, y queremompoobar si revierte el efecto de la
CFT (200 mg/kg) en el sindrome de abstinenciamadgina (si fuese asi confirmaria la
hipotesis planteada). En este caso, como en lostrdésmientos de ceftriaxona
anteriores, se siguio el mismo protocolo de tragamoi semanal crénico con ceftriaxona
(200 mg/kg), pero se afadié el DHK (10 mg/kg gam}o al grupo de CFT (200 mg/kg)
como en el de salino, 30 minutos antes de la adtracion de la naltrexona (10
mg/kg). Esto es, el DHK se inyecta agudamentenal fiel tratamiento con ceftriaxona

o salino, antes de generar el sindrome de abstmenc

Las ratas tratadas con CFT (200 mg/kg) + DHK prsen signos positivos de
abstinencia muy similares a los del grupo cont@# T, sin CFT). No hubo diferencias
en la incidencia de los signos “presentes” (N° ates) positivos/total) (Tabla 4).
Ademas, si observamos las figuras de los signaantdicables”, podemos apreciar que
tampoco hubo ningln cambio significativo en la ditcia media de aparicion de
episodios de los distintos signos entre el grupdrob (salino + DHK) y el grupo de
CFT (200 mg/kg) +DHK (Fig. 6). Para terminar, laggtiia 7 agrupa todos los signos
(tanto los “cuantificables” como los “presentes”pgdemos ver como la CFT (200
mg/kg) + DHK no tiene ningun efecto sobre el congmoiento en el sindrome de
abstinencia a morfina respecto al control, lo queliferencia del grupo de CFT (sin

DHK, que tenia un efecto atenuador de la abstiagneir apartado 4.2.).

Como conclusion, podemos decir que el DHK reviettefecto atenuante de la

ceftriaxona en el sindrome de abstinencia a opsaceo

28



Tabla 4. En esta tabla se muestra la comparacion de lo®ssighservados en el
sindrome de abstinencia de las ratas tratadas aloro€DHK y CFT (200 mg/kg)
+DHK, medidos por su ausencia o presencia. No sered ninguna diferencia

significativa entre los dos grupos.

RATAS positivad total

SALINO+DHK CEFTRIAXONA

(control) 200 mg/kg+DHK
CHILLIDOS AL TOCAR 10/ 10 9/ 10
HOSTILIDAD AL COGER EN MANO 10/ 10 10/ 10
PTOSIS 10/ 10 10/10
PESTANEO 10/ 10 10/ 10
RINORREA 8/ 10 9/ 10
LAGRIMACION 10/ 10 10/ 10
DIARREA 7/ 10 8/ 10
ERECCION DEL PENE 10/ 10 10/ 10
POSTURA ANORMAL 10/ 10 10/ 10
OREJAS BLANQUECINAS 10/ 10 10/ 10
EYACULACION 9/ 10 10/ 10
PILOERECCION 10/ 10 10/ 10
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Figura 6. Cada uno de estos cinco histogramas de barrassegpaeel nimero de
episodios que se observo en los cinco signos ¢igables del sindrome de abstinencia
a morfina en ratas tratadas con CFT (200 mg/kg) KDKAI grupo control también se
le administrd DHK). Ninguno de los cinco signosutes ser estadisticamente relevante.
Se presenta la media £ E.E.M de 10 y 10 animatspectivamente, en cada grupo. Las

comparaciones se realizaron con el test U de Mahitréjy.
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Figura 7. En este histograma de barras esta representadatleapion total obtenida en
el sumatorio de todos los signos (tantos los cficetties como los positivos) del
sindrome de abstinencia a morfina en ratas trateolasCFT (200 mg/kg) +DHK. Al
comparar el grupo de salino+DHK con el de CFT (20/kg) +DHK, se puede
observar como la diferencia no es estadisticansgiéficativo. Se presenta la media +
E.E.M de 10 y 10 animales, respectivamente, en gagio. Las comparaciones se

realizaron con el test U de Mann-Whitney.
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5.- DISCUSION Y CONCLUSIONES

El glutamato desempefia un papel muy relevante en pacesos de
neuroadaptacion durante el sindrome de abstineno@aceos. En concreto, en el LC
se ha demostrado que el glutamato se encuentra-aotivado durante el sindrome de
abstinencia a opiaceos (Rasmussen, 1995). Comoshplasteado en la hipoétesis, la
ceftriaxona es un farmaco que incrementa el nanderqoroteinas recaptadoras de
glutamato en el cerebro (Rothstein et al., 200%).eELC hay una gran numero de
recaptadores de glutamato de tipo glial (EAAT2, apartado hipotesis). Por tanto, se
puede plantear la hipétesis de que el incrementeaptadores de glutamato provoque
una reduccién del sindrome de abstinencia a opado@mo consecuencia de un mayor
nivel de recaptacion de este neurotransmisor yolasecuente reduccion de las
concentraciones sinapticas de glutamato en el L&hé&ho, otros autores ya habian
descrito que la ceftriaxona reduce el desarrollotalerancia y abstinencia a los
opiaceos (Rawls et al., 2001a; 2010b).

El trabajo de esta investigacion se enmarca emrayegto mas amplio enfocado
al estudio electrofisiolégico del LC y por ello fedimos confirmar conductualmente
si el protocolo a usar en este proyecto con mosfinaftriaxona era valido en nuestras
condiciones experimentales para reducir la abstinezonductual a opiaceos y ademas
profundizar con el inhibidor DHK en los mecanisnuesaccion de la ceftriaxona. En
resumen, podemos decir que la ceftriaxona redugenas de los signos mas
caracteristicos del sindrome de abstinencia a epsaen ratas y este efectco ocurre
dependiendo de la dosis administrada. Al inyectgudamente DHK, pudimos
comprobar que la inhibiciébn de la recaptacion deaghato revierte el efecto de la
ceftriaxona, indicando que la accion atenuanteadeelftriaxona en el sindrome de

abstinencia puede ser debida a una modificacidosdecaptadores tipo EAAT2.
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Comoconclusiones principalesie este experimento podemos nombrar tres:

1.- El protocolo de administraciéon de morfina catigis durante 3 dias genera
un sindrome de abstinencia florido y cuantificadrleratas, que se puede precipitar
con naltrexona. Por tanto, el protocolo empleadesta estudio induce niveles de
abstinencia conductual que son comparables a ptotscolos mas duraderos con
inyecciones repetidas de morfina (Pineda et aR81®% comprimidos NIDA de
morfina (Lane-Ladd et al, 1997). Ademas, nuestbodatorio ya habia demostrado
que el protocolo empleado en este trabajo produtegrado importante de
tolerancia a los opiaceos en conducta analgésiea gl LC (Santamarta et al.,
2006).

2.- El tratamiento crénico con ceftriaxona, un faom que incrementa el nimero
de proteinas recaptadoras de glutamato (Rothsteial.,e2005), provoca una
reduccion en el sindrome de abstinencia a opidceasconcreto en algunos signos
asociados. Este efecto de CFT esta relacionadolecalosis administrada. En
consonancia con nuestros datos, existen algunodie@stya publicados en los que
se demuestra cdmo los antibioticRdactamicos, y en concreto la ceftriaxona,
bloquean el desarrollo del sindrome de abstinemojgiaeos (Rawls et al., 2010a) y
reducen la tolerancia analgésica opioide (Rawtd.e2010b; Scott et al., 2010) en

ratas tratadas con otros protocolos de morfina.

3.- La administracion aguda de un inhibidor deslzaptacion de glutamato glial,
como es el DHK (Jensen y Brauner-Osborne, 200dignte el efecto atenuante de
la ceftriaxona en el sindrome de abstinencia acep& Por tanto, el DHK es capaz
de impedir que el tratamiento cronico con ceftrimxadisminuya el sindrome
conductual de abstinencia a la morfina. Esta intéda es posible que se pueda dar
en el LC dado el importante papel que tiene el &lueste nucleo durante el
sindrome de abstinencia a opiaceos (ver Hipétgstp)e ademas en este nucleo
existe una alta densidad de EAAT2 funcionalmentv@s (resultados de nuestro
laboratorio, ver Hipétesis). El esquema seria quearde la administracion de
ceftriaxona aumentaria la cantidad de EAAT2 en €| lo que reduciria las
concentraciones sinapticas de glutamato en estkemige impediria la sobre-

activacion neuronal noradrenérgica durante estdraime atenuando el nivel
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conductual de abstinencia. Los datos de un inhikd@ola recaptacion de EAAT2

como el DHK revirtiendo el efecto de ceftriaxon@ysm esta hipotesis.

Podemos concluir este trabajo diciendo que la nawitrh de las proteinas
recaptadoras de glutamato podrian llegar a serrdsgdiana adecuados para el
desarrollo de herramientas farmacoldgicas que eegphtologias asociadas con una

hiperactividad glutamatérgica, como es el sindrdeabstinencia a opiaceos.
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