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Resumen

El campo de la neuroinmunologia ha avanzado en los ultimos afios, con
importantes descubrimientos en el entendimiento de patologias del sistema
nervioso como el autismo, el infarto y la depresion, entre otros. Sin embargo,
no se ha explorado la relacion entre la inflamacién y la motivacion para
consumir sustancias de abuso, por lo que nuestro objetivo fue identificar si la
inflamacion dolorosa y no dolorosa son capaces de afectar la motivacion para
consumir morfina y nicotina.

Para evaluar la conducta motivada utilizamos el modelo de preferencia
de sitio condicionado con morfina y con nicotina en animales con inflamacion
dolorosa y no dolorosa. Utilizamos 2 modelos de inflamacion, el primero fue la
administracion de carragenina intraplantar (250 o 750 pl al 1%) en ratas con o
sin sensibilidad en la pata; el segundo modelo fue la administracion
intraperitoneal del bacilo de Calmette-Guerin (BCG) 1x107 unidades
formadoras de colonias (UFC). Encontramos que ambos estimulos
inflamatorios inhiben la preferencia de sitio condicionada con morfina, y la
administracion de ibuprofeno recuperaba la preferencia de sitio en el modelo de
carragenina, pero no tenia ningun efecto en la inflamacién inducida con el
BCG. En el modelo de nicotina, también encontramos un blogqueo de la
preferencia de sitio condicionada con ambos modelos de inflamacién y de
nuevo el ibuprofeno recupera el efecto de la nicotina en el modelo de
carragenina, pero no en el de BCG. Al probar con aversion de sitio
condicionada, la carragenina no muestra ningun efecto, mientras que el BCG
también bloquea esta forma de condicionamiento, en este modelo el ibuprofeno

no presenta ningun efecto.



Estos experimentos demuestran que la inflamacion no dolorosa inhibe
las respuestas de preferencia y aversion de sitio condicionadas sugiriendo un
efecto sobre el sistema de recompensa, lo que parece indicar que existen al
menos 2 mecanismos diferentes, siendo uno sensible a modulacién por

ibuprofeno, mientras que el otro es resistente.
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Abstract

The field of neuroimmunology has expanded in recent years providing
new insight and therapies into pathologies like stroke, autism, and depression.
However few works have explored the relationship between inflammatory
stimuli and motivation. Thus, the aim of this study was to determine how painful
and non-painful inflammatory stimuli affect reward behavior induced by
morphine and nicotine. To test reward-response, we used morphine and
nicotine induced conditioned place-preference and place-aversion model in rats
with non-painful inflammation. Inflammation was induced by two distinct
methods: In the non-painful infectious inflammation, 24 hrs prior to conditioning
sessions an injection with Calmette-Guerin bacillus (CGB) 1x10 7 cfu ip was
administered. To produce non-painful non-infectious inflammation 24 hrs prior
to conditioning sessions, the rats’ sciatic nerve was blocked and cut, followed
by the injection of carrageenan 750l in the paw. Cytokine concentration was
measured to determine the inflammatory profile of each of our models.
Finally, we administered ibuprofen to determine if it could prevent the effect of
inflammation over conditioned place-preference.
We showed that carrageenan significantly reduced the morphine-induced
reward. Non-painful inflammatory stimulus induced both with CGB and
carrageenan, inhibit the conditioned place-preference to morphine and nicotine,
furthermore the administration of CGB also block conditioned place-aversion to
nicotine, but carrageenan had no effect on conditioned-place aversion. The
administration of ibuprofen reinstates conditioned place-preference to morphine

and nicotine in the carrageenan model, but has no effect in the CGB model, and



finally ibuprofen has no effect in either of the conditioned-place aversion tested.
Our data suggest that non-painful- inflammatory stimuli inhibit the reward
system, independent of cytokine concentration. Also, the administration of a

PGE 2 inhibitor can importantly modulate this phenomenon.
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1.- Introduccion

1.1 Conducta de recompensa

El sistema de motivacion del cerebro es un sistema intrincado de
estructuras interconectadas con poderosos efectos sobre la conducta,
generando un rango de conductas desde normales y necesarias, hasta
patoldgicas e incapacitantes.

La influencia de este sistema es particularmente importante en el
contexto de la adiccidon ya que estudios en modelos animales han mostrado
que la exposicion repetida a sustancias de abuso genera una robusta
autoadministracion, preferencia de sitio condicionada (CPP) y preferencia en el
consumo de la sustancia (Lynch y Nicholson, 2010). En humanos, se ha
observado que la accesibilidad a sustancias de abuso genera uso compulsivo
y dependencia. Estos efectos pueden ser vistos en las epidemias actuales de

consumo de sustancias como los opioides o el tabaco (Alexander 2015; OMS,



2015). De manera general, los farmacos de abuso alcanzan el sistema
nervioso central rapidamente, especificamente el sistema mesocortico-limbico,
causando una intensa liberacion dopaminérgica hacia importantes estructuras
implicadas en diversas conductas como la corteza prefrontal (PFC), el
hipocampo (Hc), amigdala (Amg) y nucleo accumbens (NAc), lo cual llevara al
animal o al ser humano al consumo compulsivo de la sustancia, en los
siguientes parrafos estudiaremos 2 drogas especialmente relevantes en el
contexto actual.

En primer lugar la morfina; ésta tienen su efecto sobre el sistema de
recompensa; es decir, una vez que es consumida, rapidamente alcanza el
cerebro y activa el sistema opioidérgico (Mercuri et al. 1985; Morales y Margolis
2017; Badiani et. al 2011). El sistema opioidérgico consta de 3 receptores
principales, el Mu (MOR), Delta (DOR) y el Kappa (KOR), los tres son
receptores metabotropicos acoplados a proteinas G inhibitorias, por lo que
disminuyen el AMP ciclico (AMPc), disminuyen la conductancia al ion Ca™ y
aumentan la conductancia del ion K, de manera que su efecto global es
inhibitorio (Siegel, et al. 2006).Estos receptores son ubicuos en el cerebro, (en
la figura 1 se muestra su localizacion general) sin embargo presentan una
densidad especialmente alta en estructuras mesencefalicas tal como la AM, el
area ventral tegmenal (VTA) el NAc, hipotdlamo (HYP), sustancia gris
periacueductal (PAG) y PFC explicando el vasto abanico de funciones que
estos receptores pueden modificar incluyendo estado de animo, secrecion
hormonal, dolor, suefio y por supuesto recompensa y motivacion (Merrer y
Becker 2009).
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Figura 1. (tomada de Merrer y Becker 2009): Distribuciéon general de los receptores opioides en el cerebro
detectados por inmunofluorescencia. Se puede apreciar la ubicuidad de estos receptores, debido a esto

tienen efectos importantes sobre la funcién de casi todas las estructuras cerebrales.

Los agonistas opioidérgicos inducen un efecto de recompensa Unicamente
cuando activan al MOR y en menor medida al DOR, mientras que el KOR
genera disforia y aversion (Merrer y Becker, 2009; Johnson y North, 1992)

En modelos animales los agonistas de los receptores Mu son auto
administrados en el VTA y en el NAc, y se ha observado que su administracion
facilita el desarrollo de CPP a alimentos dulces o a otros farmacos adictivos; lo
opuesto sucede con los antagonistas de este receptor (Shaham y Stewart
1996), la morfina administrada en la periferia o en sistema nervioso central
provoca conducta de autoadministracion y preferencia de sitio condicionada
(Shaham y Stewart 1996; Fields y Margolis 2015).

Por otro lado tenemos a la nicotina; el sistema nicotinico se comunica a
través de receptores del mismo nombre; todos los receptores de este grupo
estan acoplados a canales i6nicos permeables al sodio (Na*), por lo que su
funcidn es, en términos generales, excitatoria (De Biasi y Salas 2008). Su
distribucion es también ubicua, pero hay una gran densidad de receptores en
las estructuras del sistema de motivacion antes mencionado como el NAc,
VTA, AM y PFC (De Biasi y Salas 2008; D’'Souza y Markou 2011), e interactua
con numerosos neurotransmisores esenciales en el proceso de recompensa
como el glutamato, y la dopamina (D’Souza y Markou 2011; Benowitz et. al.
2009) que seran mencionados mas adelante (ver tabla 1. se muestra un
resumen del efecto de la nicotina sobre la liberacion de otros

neurotransmisores).



| Glu ACh DA GABA NA
| Cerebellum o7 (r) [4)

Cortex a7 ()" [10] 42 (r) [11] a3p2* (h) [63]
B2* (r) [11,62] axP4* (r) [11] adp2* (r)” [64]
a3 and/or abp2* (r)
Hippocampus o7 (r)" [42] «4p2* (r)* [10) a3p4* (r) [11,65] a7 {r) [10] «3@2% {r) [10]
axpéa* (r)" [10) adP2* (r) [11] adP2* (r) [11]
a3p4* (r)" [42)
o7 (r) [11]
Interpeduncular nucleus B4* {m)* [10] axf2* (m) [10]
Hypothalamus x[2* (r) [66]
Midbrain adf2* (m, r) [10] adP2* (m, r) [10]
Lateral geniculate nucleus a7 (c) [10]
Olfactory tubercle «7 (r) [10] adf2* (m)” [67],
a3 and/or abp2* (m)
167]
Superior colliculus o7 (m) [68] a3p2* [68] and/or
abp2* (m) [68]
Striatum a7 (r) [10] adf2* (m)® [24,64,69]

ada5B2% (m)® [24,69)
abadf2B3 (m)” [24,69]
aBB2p3 (m)°® [24,64,69]
o {r) [10]
Thalamus adf2* (m) [67] adfi2* (m) [10]
“Tested in synaptosomes. Abbreviations: ACh, acetyicholine; c, chick; DA, dopamine; GABA, y-aminobutyric acid; Glu, glutamate; h, human; m, mouse; NA, noradrenaline; r, rat.

Tabla 1 (tomada de tomado de Gotti 2012).- Efectos de la nicotina sobre la liberacion de otros
neurotransmisores por region del sistema nervioso central.

La nicotina periférica al ser administrada en ratas genera preferencia de sitio condicionada, existe
autoadministracién en vena y en VTA, también genera tras una administracion crénica un aumento en la
motricidad basal del animal (sensibilizacion motora) y sindrome de abstinencia(Benowitz et. al. 2009;
Domino 2001).

Ademas de su efecto en la recompensa, la nicotina tiene un poderoso efecto
toxico y de aversion, cuando es administrada en dosis mayores la nicotina
puede generar alteraciones importantes en la marcha y la coordinacion e
incluso llevar a convulsiones y a neurotoxicidad importantes (Benowitz et. al.
2009). La nicotina a estas dosis se acopla preferentemente a receptores de
una estructura cerebral conocida como habénula lateral (HbL), la cual tiene
numerosas proyecciones gabaérgicas a otras estructuras del sistema de
recompensa, siendo de las principales el VTA, teniendo un efecto global de
inhibicion de este sistema y generando una respuesta aversiva (Frahm vy
Slimak 2011). Tanto en animales como en seres humanos una vez que se
desarrolla estos efectos motores y neuroldgicos a estas sustancias es muy
dificil revertir o bloquear estas respuestas, evidencia importante de esto es la
falta de tratamientos efectivos para las adicciones en la actualidad (Alexander
2015; OMS 2015).

Para comprender de una manera mas precisa la forma en la que estas
sustancias afectan el cerebro de animales y humanos, y la compleja tarea que
representa encontrar estrategias terapeuticas especificas y efectivas, primero

debemos entender como funciona en situaciones fisiologicas el sistema de
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recompensa y motivacion, por lo que en la proxima seccion analizaremos los

componentes anatomicos y funcionales de este sistema neuronal.

1.1 Sustratos anatomicos y funcionales de la conducta de

recompensa
El sistema de recompensa tiene como principal propoésito el integrar
informacion sensorial y ambiental de diferentes sustancias o eventos para
determinar su importancia en la supervivencia del animal y el mantenimiento de
Su especie, para después generar respuestas complejas (emocionales,
motoras y cognitivas) encaminadas a reforzar conductas positivas y evitar
conductas negativas.
Debido a esta compleja interaccion es un tanto superficial diferenciar las
estructuras del cerebro que pertenecen al sistema de recompensa y las que no,
ya que practicamente todas las estructuras estan relacionadas de alguna
manera; sin embargo, por motivos didacticos mencionaremos Unicamente las
mas relevantes y mas estudiadas.
Como se observa en la figura 2, al realizar una actividad placentera como, por
ejemplo: escuchar mdasica, estar con una persona amada, realizar algun
deporte, comer algo delicioso, se producen estimulos externos que son
procesados por diversas areas cerebrales (la corteza auditiva, visual,
somatosensorial, etc.) y convergen en un sitio del cerebro llamado VTA (Zald y
Zatorre 2011).
Este es un sitio muy importante de sintesis del neurotransmisor dopamina (DA);
cuyas neuronas proyectan a nucleos muy importantes de integracion y es esta
liberacion dopaminérgica la que asigna la relevancia del estimulo que
consumimos, por ejemplo, si estamos por probar por primera vez una barra de
chocolate, al ser un alimento nuevo, causara una respuesta vigorosa del area
ventral tegmental, aumentando la concentracion de dopamina en el cerebro,
esto generara la conducta motivada de querer consumir el chocolate (Morales y
Margolis 2017; Siegel et al. 2006; Zald y Zatorre 2011).
Las proyecciones mas importantes del VTA son 1) hacia la amigdala
generando una respuesta emocional, 2) al hipocampo facilitando la
consolidacion de memorias asociadas al producto que consumimos, 3) a la

PFC que procesa y hace consciente la relevancia del consumo que tuvimos y
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4) a el NAc (Fields y Margolis 2015). En el NAc, una de las estructuras
esenciales en el proceso de recompensa, se integran las proyecciones del
sistema dopaminérgico, principalmente del VTA, con proyecciones de otras
estructuras relevantes como la corteza (PFC y corteza insular) cuyas
proyecciones son principalmente glutamatérgicas; la conjuncion de estos
estimulos, tanto dopaminérgicos como glutamatérgicos dara en el NAc una
respuesta conductual final ya sea de recompensa y reforzamiento o de
aversion y des-incentivacion de la conducta, finalmente dando lugar a un
proceso de potenciacion a largo plazo en este nucleo volviendo definitiva la
conducta (Morales y Margolis 2017; Wise y Morales 2010). Una vez que el NAc
acaba de procesar el conjunto de estimulos que ha recibido, responde a su vez
con proyecciones GABAérgicas hacia la PFC; y siendo esta ultima estructura
esencial para el juicio y la inhibicion de la conducta, estas proyecciones
inhibitorias (gabaérgicas) facilitan la realizacion de la conducta, también
pueden estar asociadas con una mayor impulsividad y eventualmente consumo
compulsivo de la sustancia y en seres humanos la adiccion (Laviolette y Van
Der Kooy 2001; Smith et. al. 20093)).

Una vez que se ha activado el sistema motivacional se genera una
respuesta contra reguladora, el NAc activa proyecciones GABAérgicas hacia el
VTA encaminadas a inhibir la funcion del mismo, generando un circuito de
retroalimentacion negativo e inhibiendo la funcion global del sistema (Laviolette
y Van Der Kooy 2001; Smith et. al. 2009). En la figura 2 mostramos un
esquema simplificado de las principales estructuras y neurotransmisores

implicados en la recompensa.
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Figura 2: Esquema de las principales vias implicadas en la recompensa y la aversion con sus

neurotransmisores implicados.

Como se ha presentado, el sistema de recompensa es un grupo de
estructuras complejas comunicandose con numerosos neurotransmisores como
el glutamato, GABA, dopamina y opioides enddgenos entre otros, por lo que
disefiar una estrategia que apunte a un neurotransmisor especifico puede no
ofrecer una eficacia adecuada como sucede con la naloxona (antagonista
opioidérgico) o la vareniclina (antagonista de receptores nicotinicos).

Debido a esto una estrategia que pueda afectar a varios neurotransmisores
dentro del sistema podria mostrar una mayor efectividad y ciertas
caracteristicas del sistema inmunolégico y del proceso inflamatorio podrian
tener este efecto, por lo que en la siguiente seccidon presentaremos esta

evidencia.

1.2 Interacciones entre el sistema inmune y el sistema de

recompensa

Recientemente la neuroinmunologia ha ofrecido un entendimiento mas
amplio de ciertos procesos patologicos, con el subsecuente desarrollo de

estrategias para modular importantes sistemas de neurotransmisores; de
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especial interés para este trabajo esta la inhibicion de los sistemas
dopaminérgicos, opioidérgicos y glutamatérgicos por citocinas y quimiocinas
especificas (Kress 2010).

Los receptores de quimiocinas CXCR4 y CX3CR1 se coexpresan con el MOR
en el hipocampo, la corteza cingulada, la PAG, el NAc y el VTA y colocalizan
con NeuN y CD11b, indicando su presencia en neuronas y células microgliales
(Kress 2010). Estos receptores parecen tener interacciones funcionales con el
MOR en la PAG, ya que se ha observado que los agonistas opioides crean una
corriente hiperpolarizante al incrementar la conductancia al K*, pero la
coadministracion de quimiocinas bloquea la corriente eléctrica bloqueando por
lo tanto la funcion de los opioides en cultivos neuronales (Kress 2010). Esto
sugiere que la presencia de mediadores inmunoldgicos asociados al proceso
de inflamacion puede bloquear la respuesta a agonistas opioidérgicos.

Por otro lado, existe evidencia de que la respuesta inflamatoria también
bloguea la liberacion de dopamina en ratas; por ejemplo, la administracion de
carragenina disminuye la concentracion de metabolitos dopaminérgicos, asi
como una disminuciéon de RNA del receptor y una expresion disminuida del
transportador vesicular en la corteza insular, una estructura esencial para el
procesamiento del dolor y la recompensa (Heinisch y Kirby 2011; Coffeen et al.
2010). En monos Rhesus se ha reportado que la administracion de IFNa
genera un aumento en la conducta tipo ansiedad y disminuye la conducta de
exploracion. Ademas, también disminuye los metabolitos dopaminérgicos en
liquido cefalorraquideo e incrementa la ACTH, una hormona relacionada con
estados de estrés (Felger et al. 2007; Felger y Miller 2012). Otros estudios en
ratas muestran que la pre-administracion de formalina inhibe la preferencia de
sitio condicionada, y que dicho efecto parece estar asociado a una disminucion
de dopamina en el NAc, ya que al administrar el antagonista del receptor kappa
opioide nor-binaltorfimina se recupera la preferencia de sitio condicionada,
sugiriendo que no es solo un bloqueo del sistema opioide, sino una modulacién
del mismo (Narita et al. 2005). Estudiemos ahora las interacciones del sistema
inmune con cada uno de los principales neurotransmisores del sistema de

recompensa.

1.2.1 Interacciones con el glutamato

14



El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del SNC, su produccion
y efecto neuronal son ubicuos, en el hipocampo y corteza temporal es esencial
para la memoria a largo plazo, por sus funciones en la corteza prefrontal
participa en la cognicion, la memoria, la atencion y el raciocinio, y en amigdala
se ha demostrado su papel en estados emocionales (Siegel et al. 2006).

Una vez que se despolariza la neurona se libera este neurotransmisor de las
vesiculas al espacio sinaptico, ahi activa tanto a receptores ionotropicos
(AMPA, NMDA y Kaintato) como metabotropicos (mGIluRs), después de esto es
recapturado por los astrocitos sinapticos y metabolizado a glutamina, un
compuesto inerte, de manera que el efecto glutamatérgico depende en gran
medida de la sensibilidad de sus receptores (neuronas) y de la tasa a la que se
metaboliza (astrocitos), por lo que la presencia de inflamacion puede generar
grandes variaciones en ambos (Sofroniew 2009; Harvey et. al. 2011).

En presencia de TNF, -considerada la principal citocina proinflamatoria- el
glutamato sensibiliza a los receptores ionotrépicos, especialmente al receptor
NMDA que es naturalmente permeable al calcio y participa por lo tanto en
procesos como la potenciacion a largo plazo y plasticidad neuronal. Sin
embargo, la presencia de TNF puede generar una hiperactividad en el mismo
receptor llevando a un proceso de toxicidad conocido como excitotoxicidad
(Takeuchi et. al. 2006). Este proceso se caracteriza por la acumulacion de Na+
intracelular y edema citotéxico, ademas de un incremento en el Ca++ libre
intracelular, activacion de las proteinas caspasas y apoptosis. El receptor
AMPA presenta también cambios importantes, aumentando la expresion de la
subunidad GIuR2, lo cual permite la entrada de Na+ y de Ca++ en grandes
cantidades potenciando el proceso antes mencionado de excitotoxicidad
(Takeuchi et. al. 2006; Kuno et. al. 2005). La activacion del receptor de TNF
(TNFr) en los astrocitos lleva a una expresion a la baja de la proteina
encargada de la recaptura glutamatérgica, -EAAT1-, lo que provoca la
acumulacion del glutamato sinaptico. Otro efecto importante es la astrogliosis,
una respuesta defensiva de las células gliales (Harvey et. al. 2011). Finalmente
las citocinas proinflamatorias pueden aumentar la produccion de mas citocinas,
en las células microgliales lo que induce la liberacion de TNF causando una
retroalimentacion positiva, junto con este efecto, la microglia empieza a

secretar también BDNF y mas glutamato (Kuno et. al. 2005; Saha, Liu y Pahan

15



2006). Ademas de la potenciacion de la excitotoxicidad y el exceso relativo de
glutamato, la inflamacion puede también interferir con la funcion de este
neurotransmisor; durante eventos inflamatorios, la estimulacion por interferones
y prostaglandina E2 aumenta la expresion de la enzima indoleamina-2,3-
dioxigenasa, que sintetiza acido kinurénico a partir de triptdfano, en las células
del sistema inmune innato. La sobreexpresion de esta enzima puede limitar la
disponibilidad de sustrato para la sintesis de serotonina y, al mismo tiempo
provocar acumulacion de kinureninas, que tienen efectos importantes en el
funcionamiento del SNC (Vécsei et. al. 2012; Torok et al. 2016; vease la figura
3). Por ejemplo, el acido kinurénico inhibe la liberacion de dopamina y es un
antagonista de receptores ionotrépicos de glutamato, principalmente el NMDA,
mientras que el acido quinolinico es un agonista de receptores de glutamato y
puede potenciar la excitotoxicidad mediada por glutamato (T6rok et al. 2016).

Esta interaccion ha probado ser relevante en la clinica, donde pacientes con la
enfermedad neuroinflamatoria, esclerosis multiple, presentan concentraciones
elevadas de kinureninas desde etapas tempranas de la enfermedad (Lim et al.
2017) y, ademas, se encontro que el perfil de kinureninas en LCR correlaciona
con sintomas neurocognitivos como fatiga, depresion y ansiedad, asi como con

la progresion de la discapacidad (Lim et al. 2017).
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Figura 3 (tomado de Vécsei et al. 2012): Ruta metabdlica de la kinurenina.

1.2.2 Interacciones con sistemas monoaminérgicos
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La noradrenalina y la dopamina son importantes neurotransmisores y
neuromoduladores en el cerebro, son elementos esenciales del sistema de la
atencion a través del sistema activador reticular ascendente, la amigdala y la corteza
prefrontal, del sistema motivacional en el area ventral tegmental y el ndcleo
accumbens (Ventura, Morrone y Puglisi-Allegra 2007). La inflamacion puede
modificar de manera importante la sintesis, metabolismo y funcién de estos
neurotransmisores.

Como se menciond antes, ciertas moléculas pueden inducir a la enzima
indoleamina-2,3-dioxigenasa, aumentando la sintesis de las kinureninas
mencionadas previamente (Vécsei et al. 2012), la acumulacion de acido
kinurénico resultante puede bloquear la liberacion de dopamina de estructuras
como el nucleo estriado (St) (Okuno, Fukuwatari y Shibata 2011) y también
disminuye el disparo de neuronas dopaminérgicas en el VTA disminuyendo la
concentracion de este neurotransmisor (Linderholm et al. 2016).

El estado inflamatorio causa también un aumento en la concentracion de
especies reactivas de oxigeno como el acido xanturénico entre otros, esto
causa especialmente en las neuronas monoaminérgicas la desnaturalizacion
de un cofactor llamado tetra hidrobiopeterina (Haruki et al. 2016), este cofactor
es un componente esencial en la maquinaria para la sintesis de todas las
monoaminas (dopamina y noradrenalina), asi como de la serotonina (Kapatos
2013).

Esta interaccion del proceso inflamatorio con el sistema monoaminérgico y con
la serotonina ha mostrado tener consecuencias en la clinica, donde la
kinurenina y la inflamacion han mostrado correlacionar con depresion
resistente a tratamiento, ademas de servir como un biomarcador para
depresion con componente inmunologico (Réus et al. 2015).

En pacientes con procesos inflamatorios cronicos como la esclerosis multiple,

existen alteraciones importantes en el sistema dopaminérgico, principalmente
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la conexidn entre nucleo estriado y corteza prefrontal (Cui et al. 2017), estas
alteraciones tienen una relacion importante con algunas de las manifestaciones
neurocognitivas de éstas patologias, tal como fatiga, depresion y problemas
con la atencion (Cui et al. 2017; Nagaraj et al. 2013; Jongen 2012; Bergendal,
Fredrikson y Almkvist 2007).

En la esquizofrenia, una patologia neuropsiquiatrica compleja, tradicionalmente
asociada con alteraciones en la neurotransmision de dopamina (Patel et al.
2014) se han encontrado datos solidos de la participacion del sistema inmune
como niveles incrementados de citocinas en el liquido cefaloraquideo (LCR)
(Potvin et al. 2008; Wildenauer et al. 1991), una disfuncién dopaminérgica
inducida por la activacion del sistema inmune en el desarrollo neurologico
(Winter et al. 2009) y de la acumulacion de metabolitos de la via de la
kinurenina (Kegel et al. 2014).

Finalmente se ha demostrado que al activar receptores dopaminérgicos en el
VTA, aumenta la respuesta bactericida de monocitos-macrofagos y de células
T, asi como una reduccion significativa en la concentracion de E. Coli
administrado a ratones (Ben-Shaanan et al. 2016), esto prueba que existe al
menos una relacion descendiente, efecto que también se aprecia en pacientes
con el efecto placebo, donde el bienestar subjetivo mejora la respuesta

inmunologica (Diener et al 2017).

1.2.3 Interacciones con acetilcolina
La acetilcolina es esencial en la adiccion al tabaco y a la nicotina, este
neurotransmisor como ya se menciono brevemente, tiene su efecto a traves de
receptores nicotinicos en el SNC, principalmente en el VTA (De Biasi y Salas
2008,

El receptor nicotinico es un canal i6nico que consta de 5 subunidades que

(ver pagina 7).1a

pueden pertenecer a 2 familias, las subunidades “a” o las “B”, y pueden
acoplarse en unidades homomeéricas (todas las subunidades son iguales) o
heteroméricas (al menos una subunidad a y una ), la nicotina puede acoplarse
entre una subunidad a y una B, o dos subunidades a (De Biasi 2008; Siegel et
al. 2006).
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Los receptores mas estudiados en la recompensa asociada a la nicotina debido
a su papel en la neurotransmision dopaminérgica y glutamatérgica son el
receptor heteromérico a4f3,, as Yy a7, ubicados principalmente en estructuras
mesencefalicas(De Biasi 2008).

Estos receptores también son altamente susceptibles a modulacidén en estados
inflamatorios, por ejemplo en cultivos celulares de ganglio simpatico, se ha
encontrado que el tratamiento con prostaglandina E; (PGE,) abate la respuesta
eléctrica del receptor por lo que se abole la corriente generada en el canal en
respuesta a la nicotina, esto debido a un decremento en la probabilidad de
apertura del mismo, ademas cuando el cultivo se trata con ibuprofeno, un
inhibidor de la via metabdlica de produccion de prostaglandinas, se rescata la
respuesta eléctrica de los receptores tratados con PGE,(Du et al. 2013).

Al analizar los receptores nicotinicos mas prevalentes en los ganglios
simpaticos encontramos que aunque los a 34 son los mas expresados, los
homoméricos a; son también prevalentes y por su alta conductancia al Ca*™
tienen una participacion muy importante en el potencial de accion y en cadenas
de segundos mensajeros intracelulares (Skok y Vladimir 2002), haciéndolos un
buen candidato para esta comunicacién neuro-inmune.

La via de la kinurenina también podria tener un impacto importante en el
funcionamiento de los receptores nicotinicos; el acido kinurénico es un
antagonista competitivo de la nicotina, al acoplarse a la subunidad a7, usando
neuronas corticales se demostré que la pre-administracion de kinurenina podia
bloquear la liberacion glutamatérgica inducida por los receptores nicotinicos en
la corteza (Konradsson-Geuken et al. 2009), sin embargo esta relacion aun es

controvertida.

1.2.4 Interacciones con opioides
El sistema opioidérgico es uno de los mas relevantes en cuanto al sistema de
motivacion y la modulacion de la conducta, mientras que la dopamina es
instrumental en la “recompensa”, ese deseo por realizar la actividad; el sistema
opioidérgico se ha visto principalmente involucrado en el “placer”, una
respuesta hedonica positiva al realizar ciertas actividades (Berridge vy
Kringelbach 2015).
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Se han encontrado puntos anatomicos especificos en los que los agonistas
opioides (Mu, Delta y Kappa) al ser administrados directamente inducen
preferencia de sitio y generan o potencian respuesta primitivas placenteras, tal
como chupeteo, estos son conocidos como “hedonic hotspot” o punto heddnico
critico y se pueden encontrar en el NAc rostro ventral, el nlcleo ventral palido
posterior, la corteza orbitofrontal, la corteza insular (Berridge y Kringelbach
2015).
La figura 4 muestra los puntos hedonicos criticos, asi como las conductas
estereotipadas de “placer”.

‘Liking’ reactions to sweet taste ‘Disgust’reactions to bitter taste
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Figura 4 (tomada de Berridge y Kringelbach 2015): Puntos hedoénicos criticos positivos y
negativos, y conductas estereotipadas de placer y desagrado. A: conductas estereotipadas de
placer o agrado del lado izquierdo en 3 especies diferentes, ratas, mono y bebé humano, la
conducta es de chupeteo, tras administrar una sustancia dulce se relajan los musculos faciales,
y se abren y cierran los labios; se muestra del lado derecho conducta de disgusto, posterior a la
administracion de una soluciéon amarga se protruye la lengua hacia fuera y se abre la cavidad
oral. B: Podemos ver los principales puntos heddnicos criticos, en rojo los positivos
principalmente en el nudcleo parabraquial, el nudcleo ventral palido posterior, el nucleo
accumbens rostral ventral, la corteza orbitofrontal y la corteza insular; se aprecian también

puntos heddnicos criticos negativos, cuya activacion genera desagrado.
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Este sistema de neuropéptidos también es susceptible a modulacién por el
sistema inmunoldgico; sin embargo, debido a su complejidad no ha sido
estudiado a profundidad; uno de los escenarios mas estudiados es durante el
dolor inflamatorio, donde los productos del sistema inmune como las
quimiocinas aumentan la sensacion dolorosa (hiperalgesia), en parte por un
bloqueo de la funcién opioidérgica periférica (Kress 2010) (vide supra)
El proceso implicado es la desensibilizacion cruzada en el que la activacion de
otros recetores metabotrépicos disminuye la actividad de los receptores
opioides debido a internalizacion del receptor, desacoplamiento con su proteina
transductora, presencia de fosfatasas que degradan segundos mensajeros o a
fosforilacion del receptor opioide o de alguno de sus sustratos inactivandolos
(Allouche, Noble, y Marie 2014).
El fendmeno de desensibilizacion no ha sido estudiado afondo y en ocasiones
da resultados inconsistentes, sin embargo los resultados mejor caracterizados
se dan con la proteina cinasa dependiente de receptor de proteina G (GIRK) 2,
3y 5,y con la proteina cinasa C (PKC), siendo los receptores Mu y Delta los
mas susceptibles (Allouche, Noble, y Marie 2014).
Como ya fue mencionado, estos segundos mensajeros han demostrado
efectos sobre la percepcion del dolor; en ratones la produccion de TNFa, IL 1y
CX3CRL1 lleva a una hiperactividad microglial y a hiperalgesia (Willemen et al.
2010); el TNF y la IL 1 también ha mostrado ser una parte esencial de la
tolerancia que presentan los pacientes tras exposiciones repetidas a
analgésicos opioides, llevando a una pérdida de eficacia clinica (Eidson et al.
2016; Olmos y Llado 2014) y que el bloqueo de esta citocina con un péptido
guelante como XPro1595 revierte este fendmeno (Eidson et al. 2016).
La PKC resulta también de interés debido a su funcion ubicua en numerosas
vias de activacion inmunologica, donde tanto la activacion de receptores tipo
Toll, del receptor de linfocito T y del receptor de linfocito B (Lim, Sutton y Rao
2015), sugiriendo interacciones con receptores a opioides, aunque estas no
han sido estudiadas.

Todas estas alteraciones en los neurotransmisores estan asociadas a
cambios importantes en el funcionamiento cerebral y por lo tanto también a
cambios significativos en diversas conductas que seran comentados a

continuacion.
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1.3 Efectos de la inflamacién sobre la conducta
Los efectos ya mencionados de la inflamacion sobre los diferentes grupos de

células, asi como sobre los neurotransmisores en el SNC, tiene importantes
consecuencias en la conducta y el funcionamiento de diversos sistemas
neuronales. El efecto de esta interaccion es una serie de conductas
estereotipadas conocidas como conducta de enfermedad, caracterizada en
modelos animales por presentar fiebre, activacion de hormonas del estrés
(HPA), anorexia, anhedonia, adinamia y aislamiento social al administrarles
moléculas como productos bacterianos (LPS, BCG) o directamente citocinas
(TNF, IL 1) (Dantzer 2006).

Estas manifestaciones tiene diferentes mediadores y diferentes vias de
influencia sobre el cerebro, por ejemplo en modelos animales donde se
administra LPS intraperitoneal se genera la conducta de enfermedad antes
mencionada, junto con las alteraciones hormonales y la fiebre, en estos
animales cuando se realizaba una ablacién selectiva del nervio vago abdominal
o al bloquear el ndcleo del vago en el bulbo, desaparecia mdultiples
manifestaciones conductuales como la anorexia y el aislamiento social
mientras que la fiebre y la respuesta hormonal HPA no (Dantzer 2006).

La fisiopatologia demostrada hasta ahora comienza con la activacion de
macrofagos en organos periféricos cercanos al nervio vago (Dantzer 2006), o
células microgliales en los 6rganos circunventriculares (6rgano vascular de la
lamina terminal, érgano del area postrema, hipotalamo enddcrino) y en plexos
coroides; una vez activados secretan moléculas proinflamatorias al cerebro tal
como el TNF, la IL 1, PGE,, teniendo los efectos antes mencionados sobre los
sistemas de neurotransmisores (Jin et al. 2016).

En seres humanos esta relacion también se ha estudiado, tenemos por ejemplo
la mayor incidencia de depresion y fatiga en pacientes que presentan una
enfermedad inflamatoria cronica, del mismo modo entre los pacientes
diagnosticados con trastorno depresivo mayor, se encuentra un subgrupo
asociado a inflamacion(Miller y Raison 2015; Akhondzadeh et al. 2009;
Mendlewicz et al. 2006), ya sea por la presencia concomitante de marcadores
de inflamacion elevados (proteina C reactiva ultrasensible, IL 1, actividad HPA),

0 por presentar un importante efecto antidepresivo al administrar anti
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inflamatorios como acido acetil salicilico o celecoxib (Akhondzadeh et al. 2009;
Mendlewicz et al. 2006).

En pacientes con esclerosis multiple también encontramos efectos similares, un
80% de los pacientes reportan fatiga como sintoma importante (Nagaraj et al.
2013; Jongen et al. 2012), mientras que la mitad reportan otros trastornos
cognitivos (Jongen et al. 2012) y otro porcentaje importante alteraciones neuro-
psiquiatricas como depresion o ansiedad (Marrie et al. 2015).

En la tabla 2 se reporta la frecuencia de diversos trastornos neuropsiquiatricos
en pacientes con esclerosis multiple, una de las patologias neuroinflamatorias

mas comunes y mas estudiadas.

Alteracion Frecuencia reportada | Referencia

Fatiga 85-95% Nagaraj et al. 2013;
Jongen et al. 2012

Depresion 23.7% Marrie et al. 2015

Ansiedad 21.9- 26.4% Marrie et al. 2015

Déficit cognitivo general 45-60% Borghi et al. 2013

Velocidad de | 20-30% Bergendal, Fredrikson y

procesamiento Almkvist 2007

Atencion 25% Nebel et al. 2007

Tabla 2.- Principales alteraciones neuro-psiquiatricas en pacientes con esclerosis multiple.

Con estos antecedentes, nuestro objetivo fue demostrar que la inflamacion
periférica no dolorosa podia alterar la preferencia de sitio condicionada a
farmacos de abuso como los opiaceos o la nicotina; para lo cual decidimos
utilizar modelos que ya han sido ampliamente estudiados y de los cuales se
conoce su inmunopatologia, (Tabla 3) por lo que nuestra eleccion incluyé la
inflamacion inducida por la administracion intraplantar de carragenina y la
administracion intraperitoneal del bacilo de Calmette Guerin. (Narita et al. 2005,
O’Connor 2009)
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Modelo de inflamacion Carragenina Bacilo de Calmette

intraplantar Guerin
Sustancia administrada Carragenina 1%, 250 o Bacilo completo 1x10’
750 ul unidades formadoras de
colonias
Sitio del proceso Cojinete plantar Peritoneo
inflamatorio
Células implicadas Macréfagos plantares Macréfagos peritoneales
Principales mediadores Prostaglandina E2 Interleucina 12 e Interferén
gamma
Principal via de acceso Hematégena Transmision por nervio
al cerebro vago abdominal
Efectos conductuales Ninguno Depresion en modelo de
demostrados nado forzado

2.Razonamiento cientifico

2.1. Justificacion

El consumo de sustancias de abuso es una importante causa de
morbilidad y mortalidad en el mundo, es uno de los principales factores de
riesgo prevenible en la fisiopatologia de numerosas enfermedades, entre ellas
el infarto cerebral, el infarto al corazén, la neumonia y numerosos tipos de
cancer, como el de laringe, el de pulmdn e inclusive el de mama. La evidencia
epidemiologica permite estimar que 6 millones de personas fallecen cada afio
por causa del consumo directo o indirecto de tabaco, mientras que se estima
gue en Estados Unidos alrededor de 91 personas mueren todos los dias por el
consumo de opioides.
Debido a lo anterior, se han realizado grandes esfuerzos para facilitar la
suspensién del consumo de estos productos; sin embargo, los resultados hasta
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ahora son pobres en estudios a largo plazo, con un alto riesgo de recaidas con
los tratamientos actuales que sélo modifican la neurotransmision. Esto hace
que el desarrollo de nuevas terapias para las adicciones sea una prioridad, en
la que destaca la busqueda de nuevos blancos terapéutico. En este sentido, el
estudio de la posible relacidon entre el sistema inmune y el sistema de
recompensa permitiria entender con mayor claridad la fisiopatologia de la
adiccion y eventualmente podria permitir el desarrollo de nuevos blancos
farmacoldgicos y terapéuticos.

La evidencia experimental generada hasta ahora sugiere que la inflamacién
pudiera ser un blanco terapéutico interesante; es decir, la inflamacion periférica
ha demostrado generar alteraciones en el metabolismo de la serotonina, la
dopamina y el glutamato al activar la via de la kinurenina. Ademas, en estudios
de recompensa inducida por opioides, la administracion de un estimulo pro
inflamatorio doloroso, como la carragenina o la formalina inhiben la conducta
condicionada de recompensa. Por lo que consideramos importante analizar si
la modulacion del sistema inmune puede alterar la respuesta de recompensa a

farmacos de abuso como los opioides y la nicotina.

2.2. Hipotesis
La respuesta inflamatoria periférica modificard la respuesta de

preferencia/aversion de sitio condicionada a morfina y a nicotina en ratas.

2.3. Hipotesis particulares

2.3.1. Un modelo de inflamacibn mediado por carragenina
intraplantar inhibira la preferencia de sitio condicionada con morfina y
con nicotina.

2.3.2. El efecto sera sensible a la administracion de un inhibidor
de la COX como el ibuprofeno.

2.3.3. Un modelo de inflamacion mediado por el bacilo de
Calmette-Guerin inhibira la preferencia de sitio condicionada con morfina
y con nicotina.

2.3.4. El efecto sera resistente a la modulacion por parte de un

inhibidor de la COX como el ibuprofeno.
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2.3.5. Un modelo de inflamacion mediado por carragenina
intraplantar inhibira la aversion a un sitio condicionada con nicotina.

2.3.6. El efecto sera sensible a la administracion de un inhibidor
de la COX como el ibuprofeno.

2.3.7. Un modelo de inflamacibn mediado por el bacilo de
Calmette-Guerin inhibira la aversion a un sitio condicionada con nicotina.

2.3.8. El efecto sera resistente a la modulacion por parte de un
inhibidor de la COX como el ibuprofeno.

2.3.9. Cada modelo inflamatorio tendra una respuesta

citocinérgica particular.

2.4.0Objetivos
2.4.1 Establecer, validar y caracterizar un modelo de infeccion
primaria por el bacilo de Calmette Guerin: Ratas wistar macho
recibieron Mycobacterium bovis, cepa danesa a una dosis de 1 x 10’
UFC por via intraperitoneal. Posteriormente, se determind la
respuesta de citosinas ¢ cuales? en suero.
2.4.2 Establecer, validar y caracterizar un modelo de inflamacion
mediado por carragenina: Ratas wistar macho recibieron 750 ul de
carragenina al 1% por via intraplantar. Posteriormente, se determino
la respuesta de citocinas (TNFa, INFg, IL4 e IL10) en suero.
2.4.3 Determinar conductualmente si la preferencia/aversion de sitio
condicionada puede inhibirse con el modelo de BCG.
2.4.4 Determinar conductualmente si la preferencia/aversion de sitio
condicionada puede inhibirse con el modelo de carragenina.
2.4.5 Determinar si la administracion de farmacos antiinflamatorios
(ibuprofeno), en modelos animales inflamados, modulan el proceso

de condicionamiento
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3.- Metodologia
Todos los procedimientos fueron aprobados por el comité de bioética de la
facultad de medicina de la Universidad Nacional Autobnoma de México, y fueron
realizados bajo las especificaciones de la NOM ZO0O-069.
Se utilizaron ratas Wistar macho de 200-350 g, con alimentacion e hidratacion
ad libitum, los animales se encontraban en ciclo luz/oscuridad de 12 horas
invertido (luces encendidas a las 7 de la noche y apagadas 7 de la mafana).
Todos los experimentos conductuales se realizaron en un cuarto de
experimentacion conductual con iluminacion controlada y atenuacion de ruidos
externos.
3.1. Preferencia de sitio condicionada

Utilizamos una caja de condicionamiento de sitio dividida en 3 compartimentos,
en los extremos los compartimentos tienen el mismo tamafio pero diferente
color y textura en el piso: EI compartimento A es transparente con una rejilla de
alambre en el piso, el compartimento B tiene lineas negras y lija negra en el
piso; el tercer compartimento, C, conecta ambos compartimentos (A y B), y
tiene el piso liso.
El proceso de condicionamiento se realizé durante 8 dias divididos en 4 fases:
habituacion, prueba de preferencia pre-condicionamiento, condicionamiento y
prueba de preferencia postcondicionamiento. Usamos un modelo sesgado, es
decir consideramos como basal el sitio preferido por cada rata.

3.1.1 Fase de habituacion
Del dia 1 al dia 3 cada animal fue colocado en el compartimento C
permitiéndole explorar liboremente la caja completa por 30 minutos.

3.1.2 Prueba de preferencia pre-condicionamiento
Al cuarto dia las ratas se colocaban en el compartimento C y se les permitia
explorar libremente la caja completa, las ratas eran videograbadas por 900

segundos para determinar la preferencia basal.
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3.1.3 Condicionamiento
Las sesiones de condicionamiento se realizaron del dia 5 al dia 8; previo al
inicio de la sesion se administré via subcutanea vehiculo (solucion salina al
0.9%) o nicotina (1 mg/kg o 2 mg/kg) o morfina (5 mg/kg) e inmediatamente
después se coloc6 en uno de los compartimentos laterales (A o B) y se
mantuvo ahi por 30 minutos. Las sesiones se realizaron 2 veces al dia con 6
horas de separacion entre ellas (11am-5pm).

3.1.4 Prueba de preferencia postcondicionamiento
En el dia 9 los animales fueron colocados en el compartimento C de nuevo con
libre acceso a la totalidad de la caja y se les permitié explorar libremente, se
videograbé la conducta de la rata por 900 segundos determinando cual era el
compartimento preferido después del condicionamiento. La conducta del
animal era analizada utilizando el programa “Omnialva”.

Un resumen del disefio experimental es presentado en la figura 5.

2nd
recording

Dayl Day2 Day3 Day4 |Day5 Day6 Day7
Day 0 Day 8

Hour Compartment Drug Compartment Drug Compartment Drug

11:00 Non-preferred Morphine Non-preferred Morphine Non- Morphine
/Nicotine /Nicotine preferred /Nicotine

17:00 Preferred Saline Preferred Saline Preferred Saline

Figura 5.- Disefio experimental.
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3.2 Administracién de farmacos

La nicotina (SIGMA Nicotine hydrogen tartrate salt) fue diluida en solucién
salina al 0.9% y se tituldo el pH a un rango entre 7.0 y 7.4. El farmaco fue
administrado  subcutdneo inmediatamente antes de la sesion de

condicionamiento, las dosis y le compartimento se establecen en la tabla 3.

Morfina 5mg/kg No preferido 1ml/kg Preferido basal
basal

Nicotina 1mg/kg No preferido 1ml/kg Preferido basal

recompensa basal

Nicotina 2mg/kg Preferido basal  1ml/kg No preferido

aversion basal

Tabla 3.- Resumen de las sesiones de administraciéon de farmacos.

3.3 Grupos experimentales
Grupo control (n=12): Se realiz0 el proceso de condicionamiento
administrando Unicamente solucion salina al 0.9% en ambos compartimentos

en los 2 horarios al dia.

Grupo droga (n=10): Se realizo el proceso de condicionamiento administrando
nicotina o morfina dependiendo del grupo (recompensa/aversion) y en el
siguiente horario se administré solucion salina. Se intercambio el orden de

administracion cada 24 horas.

Grupo inflamacion no dolorosa infecciosa (n=20): Los sujetos fueron
inoculados (ip.) con el bacilo de Calmette Guerin (BCG, de la cepa danesa) a
una dosis de 1x10” UFC, 24 horas previas al condicionamiento, mas adelante
se asignaron de manera aleatoria al grupo de aversion (n=10) o recompensa
(n=10) a nicotina. Sélo aquellos animales con una pérdida de al menos el 5%
de peso corporal total y que no presentaran conducta de guardia abdominal,
irritabilidad, vocalizacion a la manipulacién abdominal o cualquier otro dato de

dolor abdominal fueron incluidos en el experimento.
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Grupo inflamacién no dolorosa no infecciosa (n=20): Se realizO una
denervacion no dolorosa del nervio ciatico derecho (la técnica completa esta
descrita mas adelante) y, posteriormente se permiti6 una semana de
recuperacion a los animales, durante la cual se observo la aparicion de datos
de dolor neuropatico como la conducta de autotomia. Al término de la semana,
se administraron 750 pl de carragenina al % por via intraplantar (ipl) en la
misma pata en la que se realiz6 la denervacion, y se asignaron los animales a
grupos de recompensa 0 aversion y, 24 horas después se inicio con las
sesiones de condicionamiento.

Solo aquellos animales con una pérdida de al menos el 5% de peso corporal
total, con enrojecimiento y edema persistente en la pata inyectada, pero sin
defensa de la pata, vocalizacibn a la manipulacion o evidencia de dolor

neuropatico como conducta de autotomia, fueron incluidos en el experimento.

3.4 Técnica quirurgica de denervacion
Para la denervacion no dolorosa los animales fueron anestesiados con
pentobarbital (30 mg/kg) administrado via intraperitoneal y se utilizo
clorhexidina como antiséptico local sobre el area de la articulacion femoro-
pélvica derecha de la rata. Para infiltrar el area con lidocaina (20 mg/ml), se
inserto la aguja postero medial al trocanter mayor en una direccion ateromedial,
y al contacto con hueso se retir6 0.5 mm la aguja, se inyect6 la lidocaina
(0.5ml) y se esperd 1 minuto buscando el efecto anestésico, el volumen final
administrado fue de 1 ml de lidocaina. El nervio ciatico fue expuesto posterior a
realizar una incision de 10 mm sobre la articulacion pélvica, se separo la fascia
entre el masculo vasto lateral del cuadriceps y la cabeza larga del biceps
femoral, las fibras de este ultimo fueron separadas para extraer el nervio sin

generarle dafio (en la figura 6 se muestra la exposicion del nervio).
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Figura 6.- Técnica quirdrgica y exposicion del nervio ciatico de la rata. Posterior a este punto se
blogueaba la transmisién nerviosa usando lidocaina hasta que desaparecia cualquier respuesta

motora o sensitiva.

Una vez expuesto el nervio ciatico se aplicé 0.2 ml de lidocaina y se esperd 30
segundos mas, la eficacia del bloqueo se comprob6 midiendo la latencia del
retiro de pata a un estimulo nociceptivo por presion en el cojinete plantar
ipsilateral. Una vez que no existié respuesta defensiva ni vocalizacion a la
estimulacion ipsilateral pero si a la contralateral, se consideré un bloqueo
completo, tras lo cual se corté un segmento de 2 mm del nervio proximal a la
bifurcacién en tibial y peroneal. Se sutur6 la incisién con sutura nylon 2-0s y se
aplico clorexhidina en la herida como antiséptico para prevenir infeccion.

La técnica fue modificada de Beloeil et al. 2009.

3.5 Farmacos antiinflamatorios
El efecto de farmacos antiinflamatorios en nuestro modelo fue determinado
mediante la administracién de ibuprofeno (50 mg/kg, i.p. SIGMA-ALDRICH) v,
adicionalmente se les proporcioné ibuprofeno (0.6 mg/ml) disuelto en agua 24
horas previo a las sesiones de condicionamiento y hasta el final del

experimento.
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3.6 Analisis de datos
Calculamos la “Preferencia de Sitio Condicionada” CPP, que es la diferencia en
el tiempo que pasaba el animal en cada compartimento antes de las sesiones
de condicionamiento y después, como un indicador de la conducta de la rata.
CPP= Tiempo total en el compartimento no preferido postcondicionamiento-
Tiempo total en el compartimento no preferido pre-condicionamiento
CPA= Tiempo total en el compartimento preferido postcondicionamiento-
Tiempo total en el compartimento preferido pre-condicionamiento
Se calculod la normalidad de la distribucion de los PSC utilizando la prueba de
normalidad D'Agostino & Pearson omnibus, en los datos que seguian una
distribucion estandar usamos un analisis de varianza (ANOVA) para determinar
si habia diferencias significativas, con el post hoc Dunnett comparando cada
grupo con el que recibia el farmaco de abuso. En todos los casos se considero
como significativo una p<0.05, se calcularon y reportaron también los intervalos
de confianza al 95%.
Para determinar el tamafio del efecto se calcularon las diferencias de medias
entre los grupos, realizamos una tabla de contingencia calculando el riesgo
relativo de disminucion en la respuesta a los grupos que recibian la nicotina en

comparacion con los que recibian nicotina y tenian inflamacion.

4. Resultados
4.1. La inflamacion dolorosa con carragenina inhibe la preferencia
de sitio condicionada con morfina
La figura 7 muestra los valores de condicionamiento de preferencia de sitio
inducido por morfina; como se puede observar la administracion de morfina
causa un CPP de 180.5 s, a diferencia del tiempo inducido por la
administracion de solucién salina cuyo tiempo fue de tan solo -3.5; por otro
lado, la administracion de carregenina disminuyd significativamente el
condicionamiento inducido por morfina a un valor de 63.5 s.
Estos resultados confirman lo publicado por Narita y colaboradores, y validan el
modelo conductual utilizado en el presente proyecto, y siguieren que cuando
existe inflamacion dolorosa las ratas son menos propensas a mostrar

recompensa a la morfina. Sin embargo, este modelo no permite discriminar si el
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decremento en la CPP es por los mediadores inflamatorios o por el estimulo

doloroso.

*k%k *
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Figura [5]7: La inflamacion dolorosa inhibe el condicionamiento de preferencia de sitio. La
grafica muestra los tiempos (en segundos) del condicionamiento en el sitio no preferido
después de la administracion de morfina con y sin inflamacién. Cada barra representa la media
de un nimero variable de animales (9-10). Las lineas verticales indican errores estandar. Se
compararon los grupos con ANOVA seguida de Dunnett *p<0.05, *p<=.005

4.2. La inflamacion no dolorosa con carragenina inhibe la

preferencia de sitio condicionada con morfina
Para separar el efecto del dolor del efecto de los mediadores inflamatorios
evaluamos el efecto de la carragenina en la CPP posterior a una denervacion
del nervio ciatico en la pata de la rata en la que se administra la carragenina.
En la figura 8 mostramos que al aplicar 250ul de carragenina al 1% no habia
ningun efecto sobre la CPP, pero al incrementar la dosis a 750ul al 1%, ésta si
fue capaz de reducir en un 93% la CPP (180.5 vs 11.6 s). Este resultado
representa nuestra primera evidencia experimental de que la inflamacion no
dolorosa bloquea la CPP; sin embargo, la falta de respuesta con la dosis menor
sugiere que en presencia de dolor, la inflamacion puede funcionar como un co-
adyuvante, pero en dosis mayores la inflamacion por si sola puede inhibir la
recompensa. Para corroborar estos resultados, utilizamos un segundo modelo

con un perfil inmunolégico diferente, pero de nuevo sin dolor, para lo cual
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administramos 1x107 unidades formadoras de colonias del Bacilo Calmette
Guerin (BCG, de la cepa danesa), por via intraperitoneal, 24 horas previas a
las sesiones de condicionamiento. Los resultados de este grupo se muestran
una importante reduccion de la CPP (97.3%, 180.5 vs. 3.9 s), lo cual sefala
qgue los 2 modelos de inflamacion no dolorosa presentados en este trabajo son

capaces de inhibir la CPP inducida por morfina (ver Fig. 9)
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Figura 8: La inflamacién no dolorosa con carragenina en dosis alta, pero no con dosis baja
inhibe la preferencia de sitio condicionada con morfina. La grafica muestra los tiempos (en
segundos) del condicionamiento en el sitio no preferido después de la administracion de
morfina con y sin inflamacién no dolorosa. Cada barra representa la media de un namero
variable de animales (9-10). Las lineas verticales indican errores estandar. Se compararon los
grupos con ANOVA seguida de Dunnett *p<0.05
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Figura 9: La inflamacion no dolorosa con BCG inhibe la preferencia de sitio condicionada con
morfina. La grafica muestra los tiempos (en segundos) del condicionamiento en el sitio no
preferido después de la administracion de morfina con y sin inflamacion no dolorosa inducida
por BCG. Cada barra representa la media de un numero variable de animales (9-10). Las
lineas verticales indican errores estandar. Se compararon los grupos con ANOVA seguida de
Dunnett *p<0.05

4.3. El ibuprofeno re-establece la CPP en el modelo de carragenina,
pero no en el de BCG
Después de establecer que los dos modelos diferentes de inflamacion
utilizados en este proyecto bloquean la CPP inducida por morfina, nos
propusimos determinar si ambos modelos respondian a la administracion de
un inhibidor de la COX, para lo cual administramos ibuprofeno. La
administracion de un inhibidor de la COX nos permitiria obtener evidencia
acerca de las posibles diferencias en el mecanismo a través del cual tanto
carragenina como BCG son capaces de inhibir condicionamiento inducido por
morfina.
Previo al experimento descartamos la posibilidad de cualquier interaccion
farmacoldgica entre el ibuprofeno y la morfina, para lo cual en la figura 10
mostramos que la administracion de ambos farmacos de manera simultanea no
modifica la CPP inducida por morfina.
Los resultados obtenidos muestran (Fig. 10) que la administracion de
ibuprofeno en el modelo de carragenina (750ul 1%) induce una importante

recuperacion en el condicionamiento de preferencia de sitio inducido por
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morfina (media 487.9 vs 11.6, r’= 0.79, F( 5, 47)= 37.3, p< 0.00005, 95% CI [-
627.1, -325.4]); y que dicha recuperacion es también evidente al comparar los
resultados de condicionamiento de sitio sin inflamacién (media 487.9 vs 180.5,
r’= 0.79, F( 5, 47)= 37.3, p< 0.00005, 95% CI [-307.4, 47.6]). Estos datos
sugieren que la sintesis de prostaglandinas es un paso esencial en la inhibicion
de la CPP inducida por morfina dependiente de carragenina.

Por otro lado, cuando intentamos identificar el efecto de la administracion de
ibuprofeno en el modelo de inflamacion inducido por BCG, no solo no
encontramos efecto sobre el condicionamiento de preferencia de sitio, sino que
la administracion de ibuprofeno generd un condicionamiento de aversion
(media -150.7 vs 34.1, r*= 0.79, F( 5, 47)= 37.3, p< 0.005, 95% ClI [37.5, 332.1].
Con estos resultados podemos sugerir que los modelos de inflamacion
utilizados en este proyecto tienen una respuesta diferencial a la administracion
de un inhibidor de prostaglandinas (ibuprofeno), lo cual nos permite suponer

gue son mecanisticamente distintos.

Kkkk —kkkk

T
//
400 - /
2 kkkk /
3 200 T %
D //
) / 7 / Kk
Q - T
o, / 7/ - I// 772
Mor Mor Carr Carr BCG /
+ + + +
lbu Mor Mor Mor 2
-200- 4 f
lbu BEG
Mor
+
lbu

36



Figura 10: El ibuprofeno restablece la CPP inducida por morfina en el modelo de carragenina
pero no en el de BCG. La gréafica muestra los tiempos (en segundos) del condicionamiento en
el sitio no preferido después de la administracion de morfina e ibuprofeno con y sin inflamacién
no dolorosa inducida por BCG o carragenina. Cada barra representa la media de un namero
variable de animales (8-10). Las lineas verticales indican errores estandar. Se compararon los
grupos con ANOVA seguida de Dunnett **p<0.005 ****p<0.00005

4.4. La inflamacién no dolorosa con carragenina y BCG inhibe la

preferencia de sitio condicionada con nicotina
Una vez demostrado el efecto con morfina, decidimos explorar el efecto de la
inflamacion no dolorosa en el condicionamiento de preferencia de sitio inducido
por otro farmaco de abuso; la nicotina (1mg/kg). Creemos que este
experimento provee informacién valiosa ya que el condicionamiento por
nicotina depende mucho mas de la transmisiéon dopaminérgica y no tanto de la
opioidérgica, ademas de que con este farmaco puede estudiarse también la
aversion.
Al igual que con morfina, la administracion de carragenina inhibe de manera
significativa el CPP inducida por nicotina, en la figura 11 podemos ver que los
animales que recibieron el estimulo inflamatorio presentaban una disminucion
del 114% en el condicionamiento de preferencia de sitio (Media 136.6 vs -19.3
p<0.005), y que dicho CPP inducido por nicotina se recupera al administrar
ibuprofeno (Media -19.3 vs 258.5 p<0.005).
De la misma manera, los animales que recibieron BCG mostraron una
disminucién en la conducta de condicionamiento a la nicotina (CPP), esta vez
de un 95.2% (Media 136.6 vs 6.6 p<0.005), pero en este caso la administracion
de ibuprofeno no recupero los valores observados en ausencia de la
inflamacion (media 6.6 vs -16.6 p>0.05).
Con estos resultados determinamos que los modelos inflamatorios utilizados en
este proyecto pueden inhibir la CPP inducida por nicotina; sin embargo solo la
inflamacion inducida por carragenina es sensible a la administracion de
ibuprofeno, mientras que la inflamacion inducida por la administracion del BCG
no se modifica por la administracion de este inhibidor de COX.
Estos resultados sugieren, ademas, que aunque los mecanismos involucrados
en la generacion de inflamacién son diferentes, ambos modelos de inflamacion
no dolorosa pueden inhibir este efecto conductual condicionado tanto de la

morfina como de la nicotina.
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Figura 11: La inflamacién no dolorosa con carragenina y BCG inhiben la preferencia de sitio
inducida por nicotina (nicotina 1mg/kg). La grafica muestra los tiempos (en segundos) del
condicionamiento en el sitio no preferido después de la administracion de nicotina e ibuprofeno
con y sin inflamacién no dolorosa inducida por BCG o carragenina. Cada barra representa la
media de un nimero variable de animales (8-10). Las lineas verticales indican errores
estandar. Se compararon los grupos con ANOVA seguida de Dunnett *p<0.05 **p<0.005
****n<0.00005

4.5. La inflamacion no dolorosa con carragenina no tiene efecto
sobre la aversion de sitio condicionada con nicotina; el BCG la
bloquea
Por dltimo decidimos evaluar nuestros 2 modelos de inflamacion pero ahora
con aversion condicionada de sitio (CPA) inducida por nicotina (via i.p.,
2mg/kg).
En la figura 12 mostramos que la inflamacion inducida con carragenina no tiene
ningun efecto en la CPA (-129.1 vs -182.2 p>0.05). Y tampoco encontramos
efecto al administrar ibuprofeno (-182.2 vs -115.9 p>0.05).
Por otro lado, la inflamacién inducida por la administracion de BCG inhibe la
CPA (-129.1 vs 35.2 p<0.005) con una RR de 30, y este efecto no fue

modificado por la administracion de ibuprofeno (35.2 vs -63.9 p>0.05).
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Estos resultados sugieren que los mediadores de la inflamacion producidos en
el modelo de carragenina no afectan el proceso de aversion en general,
mientras que los mediadores inflamatorios inducidos por la administracion de

BCG alteran la conducta de aversion a la nicotina en nuestro modelo.
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Figura 12: La inflamacién no dolorosa con carragenina no tiene efecto en la aversion a un sitio
condicionada con nicotina (nicotina 2mg/kg), el BCG la bloquea. La grafica muestra los tiempos
(en segundos) del condicionamiento de aversion en el sitio no preferido después de la
administracion de nicotina e ibuprofeno con y sin inflamacién no dolorosa inducida por BCG o
carragenina. Cada barra representa la media de un numero variable de animales (8-10). Las
lineas verticales indican errores estandar. Se compararon los grupos con ANOVA seguida de
Dunnett **p<0.005

4.6. La carragenina reduce significativamente la concentracién en
suero de TNFa, IL12 e INFy y no afecta IL10, el BCG no afecta la
concentracion de ninguna citocina
Finalmente buscamos determinar los mediadores inflamatorios implicados en
cada uno de nuestros modelos tomando como referencia las citocinas mas
comunes, por lo que decidimos medir la concentracion en suero de TNF aq,
IL12, INF y e IL10.
En la figura 13 se puede apreciar que la carragenina presentaba una reduccion
significativa de la concentracion de TNF q, IL12 e INFy, pero no se observd
ningun efecto en IL 10.
El BCG no mostré ningun efecto en la concentracion de citocinas al menos al

momento de hacer la medicion a las 48 horas.
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Figura 13: La carragenina reduce significativamente la concentracién en suero de TNFa, IL12 e
INFy y no tiene efecto sobre IL10, el BCG no tiene efectos sobre la concentracién de citocinas.
ANOVA post hoc Tukey, para encontrar diferencias significativas entre el modelo inflamatorio y
las que recibieron ibuprofeno usamos la prueba t. Cada barra representa la media con el error

estandar para 8 o 10 ratas. **p<0.005.

En la tabla 4 resumimos el nimero de animales por grupo, la CPP o CPA

promedio y el intervalo de confianza 95%.

Grupo n Mean CPP 95% ClI

Control 10 -3.5 -79.1,72.2
Morfina 10 180.5 127.6, 233.3
Carr250+Mor 9 63.6 -25.8, 153
Carr250+Den+Mor 9 190 39.6, 340.3
Carr750+Den+Mor 9 11.6 -76.7,99.9
BCG+Mor 10 34.1 -40.4, 108.6
Mor + lbu 8 111.9 31.7,192.2
Carr750+Den+Mor +Ibu 8 487.9 399.1, 576.6
BCG + Mor + Ibu 8 -150.7 -238.9, -62.5
Nicotina 1mg/kg 12 136.6 57.1, 215.1
Carr750 +Den+Niclmg/kg 12 -6.1 -66.1, 53.8
BCG+Niclmg/kg 12 6.6 -52.7, 65.9
Carr750+Den+Niclmg/kg+lbu | 10 88.7 7.2,170.2
BCG+Niclmg/kg+lbu 10 -16.2 -65.7, 33.4
Nicotina 2mg/kg 12 -129.1 -139.9, -118.3
Carr750 +Den+Nic2mg/kg 12 -182.2 -270.4, -93.9
BCG+Nic2mg/kg 12 35.2 -63.7,134.1
Carr750+Den+Nic2mg/kg+lbu | 10 -115.9 -306.8, 75.1
BCG+Nic2mg/kg+lbu 10 -63.9 -98.2, -29.5

Tabla 4: Resumen de poblacion CPP o CPA medios e intervalo de confianza 95%.
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5. Discusions]

En este estudio logramos demostrar que: 1) la inflamacion periférica no
dolorosa inducida tanto con la administracion intraplantar de carragenina como
con la administracion intraperitoneal del bacilo de Calmette-Guerin, pueden
inhibir la conducta de preferencia de sitio condicionada inducida con morfina y
nicotina, 2) el efecto de la carragenina desaparece al administrarse un farmaco
qgue bloquea la sintesis de prostaglandinas (ibuprofeno), pero el efecto inducido
por la administracion intraperitoneal del bacilo de Calmette-Guerin se mantiene
a pesar de la administracion de ibuprofeno, y 3) la inflamacion periférica no
dolorosa inducida con la administracion de carragenina no tiene efecto sobre la
aversion de sitio condicionada con nicotina, mientras que la inflamacion
periférica no dolorosa inducida con el bacilo de Calmette-Guerin bloquea este

efecto aversivo a la nicotina, y la administracion de ibuprofeno no la modifica.

Con relacion al primer punto, primero validamos nuestro modelo de
inflamacion periférica replicando los hallazgos previos reportados por Narita y
colaboradores (2005) en donde se demuestra que la inflamacion dolorosa
puede disminuir el condicionamiento de preferencia de sitio inducida por la
administracion de morfina. Sin embargo, encontramos que la inflamacion no
dolorosa también puede bloquear del condicionamiento de aversion ademas
del de preferencia.

En la primera fase de nuestro proyecto decidimos usar el modelo de
administracion intraplantar de carragenina ya que en estudios previos se
demostré éste farmaco que logra inhibir la preferencia de sitio condicionada
con morfina (Narita et al. 2005). Sin embargo, en un trabajo posterior Narita y
Kishimoto reportaron que las ratas sometidas a la administracion intraplantar
de carragenina presentaban inflamacion pero también dolor; por lo que
consideramos importante hacer una modificacion a este modelo que nos
permitiera separar estos dos componentes. Para lo cual se procedio a realizar
una denervacion del nervio ciatico previo a la administracion del agente
inflamatorio para asegurar que los sujetos presentaran inflamacién sin la

percepcion dolorosa.
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Encontramos que las ratas que eran expuestas a dosis bajas de carragenina
(Carr250 + Den +Mor; Fig. 7) tenian un condicionamiento de preferencia de
sitio (CPP) comparable a las que no recibian carragenina, lo cual sefala que
niveles bajos de inflamacion sin dolor no son suficientes para prevenir la
recompensa, sugiriendo que existe un efecto sinérgico entre el estimulo
inflamatorio y el doloroso en la inhibicion del condicionamiento inducido por
opioides. Estos resultados deben ser considerados con cautela ya que se ha
demostrado que el dolor es un importante estimulo pro inflamatorio y que el
bloqueo nervioso puede disminuir la respuesta del sistema inmunoldgico
inducida por la administracion de carragenina (Beloeil et al. 2009).
Considerando estos resultados decidimos incrementar la dosis de carragenina
y administramos 750 pl (via intraplantar) y encontramos que el CPP también
disminuia significativamente, fortaleciendo la hipétesis de que los estimulos
inflamatorios no dolorosos son capaces de inhibir la respuesta de recompensa
inducida por morfina (Fig. 7)

Con respecto a la nicotina, encontramos que la inflamacién no dolorosa
inducida por la administracion intraplantar de 750 pl de carragenina inhibe la
respuesta condicionada de sitio, pero no produce ningun cambio en la
conducta de aversion a nicotina. Estos resultados podria deberse a los
neurotransmisores asociados a cada una de estas sustancias, mientras que la
nicotina en dosis bajas (utilizada para inducir preferencia) incrementa la
liberacion de dopamina y glutamato (De Biasi y Salas 2008), las dosis mayores
(utilizadas para inducir aversion) incrementan la liberacion de GABA desde la
habénula lateral hacia el VTA inhibiendo la funcién global del sistema de
recompensa y la liberacion dopaminérgica, y por lo tanto generando la
conducta de aversion, lo cual confirma observaciones previas (Frahm y Slimak
2011).

Como se menciond anteriormente, la administracion de carragenina previene la
CPP condicionada con morfina; efecto que aparentemente se debe a un
bloqueo del sistema opioidérgico, ya que la administracion del agonista del
receptor opioide mu DAMGO precuperaba la recompensa inducida por la
administracion de morfina (Narita et al. 2005). Sin embargo, deben
considerarse otros efectos que se han probado con la administracion de

carragenina. En este sentido, este modelo esta caracterizado por la produccion
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principalmente de prostaglandinas, principalmente PGE; (Guay et al. 2004) y
como hemos mencionado, estos mensajeros tienen una gran capacidad para
modificar la funcidon de numerosos neurotransmisores como la acetilcolina y los
opioides (vide supra). La PGE; es esencial para generar depresion en modelos
de estrés social y cuando se administra un antagonista o se desarrolla un
knock-out condicional del receptor de prostaglandinas, esto genera un aumento
de la transmisién dopaminérgica y previene la conducta depresiva (Tanaka et
al. 2012); en el mismo sentido, la sintesis de prostaglandinas en SNC puede
generar aversion condicionada de sitio (CPA) en presencia de una respuesta
inflamatoria (Fritz et al. 2016).

Estos efectos podrian explicar lo observado en nuestro experimento, es decir,
el bloqueo de la preferencia condicionada de sitio tanto a morfina como a
nicotina, inducido por la administracion de carragenina, ya que es posible
suponer que en principio la carragenina bloquea la activacion del receptor
opioide (Heinisch y Kirby 2011) y disminuye la liberacién dopaminérgica en el
sistema mesocorticolimbico (Felger et al. 2007), pero no presenta ningun
efecto en la CPA condicionada por nicotina ya que este efecto aversivo es
principalmente mediado por GABA (Frahm y Slimak 2011).

En el segundo modelo inflamatorio utilizado en este proyecto administramos el
bacilo de Calmette-Guerin, debido a que ha demostrado inducir conducta
depresiva en modelos animales, ademas de que las micobacterias en general
disminuyen la sintesis de PGE; (Yamashita et al. 2007). Esto nos permitio
trabajar con 2 modelos de induccion de inflamacion periférica bien
caracterizados en el campo de la activacion inmunolégica y que son
mutuamente excluyentes.

En el modelo del BCG se ha reportado un incremento rapido y localizado de IL-
12, por parte de los macréfagos peritoneales, o que da lugar a la respuesta
inmune adaptativa con un incremento en la concentracion de INFy por parte de
los linfocitos T (Van Crevel et al. 2002). La administracion del bacilo también
incrementa de manera importante la actividad de la enzima degradadora de
triptéfano IDO incrementando la concentracion de los mediadores de la via de
la kinurenina, siendo este incremento dependiente del incremento de INF
(O’Connor et al. 2009). La via de la kinurenina, como ya se explicé con mayor

detalle en la introduccion, tiene propiedades como antagonista del receptor
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NMDA y AMPA, asi como en el metabolismo dopaminérgico (Torok et al. 2016;
Okuno, Fukuwatari y Shibata 2011). En nuestro trabajo el BCG bloqued el CPP
condicionado con morfina y con nicotina, pero a diferencia de la carragenina, la
administracion intraperitonael del bacilo (BCG) también antagonizo el efecto
aversivo condicionado con nicotina (CPA), lo cual sugiere que ambos modelos
ejercen su efecto en alguno de los puntos convergentes del sistema de
recompensa.

Para determinar si nuestros modelos eran susceptibles a modulacidon
farmacoldgica administramos ibuprofeno, un inhibidor no selectivo de la enzima
ciclo-oxigenasa (COX), esencial en la produccion de prostaglandinas.

En las dosis usadas en nuestro estudio el ibuprofeno demostré reducir en un
76% la produccion de PGE, (Bassem 2013), en el modelo de carragenina,
resultado que confirma lo reportado por otros (Press 2013).

El efecto que encontramos con la administracion de ibuprofeno fue en la
modulacion de la respuesta inflamatoria inducida por carragenina, donde el pre
tratamiento con nuestro farmaco anti inflamatorio consistentemente recuperaba
la CPP condicionada con morfina y nicotina (Fig. 10), incluso incrementandola
en algunos experimentos (Fig. 10), mientras que los animales que recibian
ibuprofeno y morfina o nicotina, sin inflamacion no presentaban ningun efecto
(Fig. 10). Estos resultados sugieren que los cambios inducidos por la
administracion de ibuprofeno se deben a su interaccion con la respuesta
inflamatoria inducida por carragenina, lo cual apoya nuestra hipoétesis.

Por otro lado, los animales tratados con BCG no mostraron cambios en el
condicionamiento a morfina o nicotina después de la administracion de
ibuprofeno (Fig. 10).(sio]

Una vez determinada la respuesta conductual, decidimos obtener un perfil de
citocinas a las 48 horas de administrado el estimulo inflamatorio, y
encontramos que la carragenina disminuye de manera significativa los niveles
de TNFa, IL1, IL 12 e INFy (Fig. 13).

Estos resultados confirman lo publicado en la literatura por Loram vy
colaboradores (2007) que encontr6 que después de un intervalo corto de
tiempo no existe cambio en las citocinas en respuesta a la administracion
intraplantar de carragenina (Loram et al. 2007). Es posible que en la situacion

de nuestro modelo (con una dosis de carragenina mas alta) y un seguimiento
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de tan solo 48 horas, haya causado la expresion a la baja de estos mensajeros
(Dooper et al. 2002), sin embargo no podemos decir que el cambio detectado
en la concentracion plasmatica de citocinas esté relacionado con los cambios
observados en la conducta condicionada a morfina y nicotina.

Nuestra evidencia sugiere que existen al menos dos fendmenos inflamatorios
periféricos diferentes e independientes que modifican la respuesta de
preferencia de sitio condicionada a dos farmacos de abuso con un sustrato
neural diferente, y que uno de los modelos de inflamacion es susceptible a la
modulacién con un inhibidor de la COX (ibuprofeno), mientras que el otro no
responde a la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas.

Por ultimo, creemos que la interaccidn encontrada en este trabajo entre los
mediadores inflamatorios y el sistema de motivacion podria llevar al desarrollo
de terapias mas efectivas contra el abuso de sustancias y eventualmente
también al desarrollo de terapias mas seguras para el dolor cronico y para el

trastorno depresivo.

6. Conclusiones

1. La inflamacion periférica no dolorosa inducida tanto con la administracion
intraplantar de carragenina como con la administracion intraperitoneal del
bacilo de Calmette-Guerin, pueden inhibir la conducta de preferencia de sitio

condicionada inducida con morfina y nicotina

2. El efecto de la carragenina desaparece al administrarse un farmaco que
bloquea la sintesis de prostaglandinas (ibuprofeno), pero el efecto inducido por
la administracion intraperitoneal del bacilo de Calmette-Guerin se mantiene a

pesar de la administracion de ibuprofeno

3. La inflamacion periférica no dolorosa inducida con la administracion de
carragenina no tiene efecto sobre la aversion de sitio condicionada con
nicotina, mientras que la inflamacién periférica no dolorosa inducida con el
bacilo de Calmette-Guerin bloquea este efecto aversivo a la nicotina, y la

administracion de ibuprofeno no la modifica
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7. Perspectivas
1. Con los resultados obtenidos en este proyecto, podemos decir que la
inflamacion no dolorosa afecta la respuesta de condicionamiento en el
modelo de preferencia de sitio condicionado; sin embargo el disefio
experimental utilizado no identifica si el bloqueo en la respuesta
condicionada a morfina y/o nicotina podria deberse a problemas de
movilidad (motores) o de memoria (cognitivos) por lo que es necesario
agregar una prueba que nos permita identificar la participacion motora y
cognitiva en nuestro disefio, para lo cual proponemos utilizar el modelo
de preferencia de las dos botellas (Yamamoto 2011). Y eventualmente,
seria interesante evaluar el efecto de la inflamacion periférica en
modelos de autoadministracion de farmacos de abuso. (esta es una

sugerencia doctora)

2. Otro punto importante que queda por resolver es determinar los
mediadores inflamatorios implicados en estos modelos a lo largo de los
dias del experimento, hasta ahora no se ha realizado una evaluacion de
todos los mediadores que puedan estar implicados, especialmente el
rastreo de prostaglandinas; ademas en la literatura reportada y en el
presente trabajo no se hizo y seria importante entender la dinamica de

estos mediadores.

3. Es importante también comprender como se alteran a un nivel molecular
la funcion de los receptores opioidérgicos y nicotinicos, por lo que seria
importante determinar en presencia de los mediadores inflamatorios de
nuestro modelo, cOmo se altera la respuesta de estos receptores a sus

ligandos enddégenos.
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