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Resumen 

La morfina induce neuroinflamación mediante la activación de receptores tipo NOD 3 

(NLRP3) en las células gliales, pero se desconoce la capacidad de otros opioides para 

inducir neuroinflamación y su relación con el desarrollo de tolerancia analgésica. En este 

trabajo estudiamos los efectos de la morfina y el fentanilo sobre la activación del 

inflamasoma NLRP3 en células gliales y neuronales de la sustancia gris periacueductal 

(SGPA) y del núcleo dorsal del rafe (NDR), regiones involucradas en la regulación del 

dolor. Se utilizaron ratas Wistar macho que recibieron, por vía intraperitoneal, morfina 

(10 mg/kg) o fentanilo (0.1 mg/kg) 3 veces al día durante 7 días y se emplearon para 

determinar los efectos antinociceptivos de ambos compuestos. Dos horas después de la 

última administración, analizamos la oligomerización de NLRP3, la activación de caspasa-

1 y la expresión de Gasdermina-D-N (GSDMD-N) en microglía (células positivas para 

CD11b), astrocitos (células positivas para GFAP) y neuronas (células positivas para 

NeuN). La administración repetida produjo tolerancia a ambos opioides, pero solo el 

fentanilo produjo hiperalgesia. La morfina y el fentanilo activaron el inflamasoma NLRP3, 

pero el efecto del fentanilo fue más pronunciado en el NDR que en la SGPA. La 

oligomerización del NLRP3 inducida por opioides se hizo evidente en astrocitos y 

neuronas serotoninérgicas (positivas para TPH-2). Ambos opioides aumentaron la 

inmunorreactividad de GFAP y CD11b y la activación de caspasa-1 y GSDMD, lo que indica 

la muerte de las células por piroptosis. El antagonista del receptor opioide (-)-naloxona, 

pero no el antagonista del receptor TLR4 (+)-naloxona, previno la activación de la 

microglía y la oligomerización de NLRP3. Solo la (+)-naloxona previno la activación de los 

astrocitos. El agente anti-inflamatorio minociclina y el inhibidor de NLRP3 MCC950 

retrasaron la tolerancia a la antinocicepción inducida por morfina y fentanilo y 

previnieron la hiperalgesia inducida por fentanilo. El MCC950 también previno la 

oligomerización de NLRP3 inducida por opioides. En conclusión, la morfina y el fentanilo 

inducen diferencialmente la activación del inflamasoma NLRP3 y la piroptosis en células 

específicas del NDR por un mecanismo que involucra la activación de los receptores 

opioides en las neuronas y del receptor TLR4 en astrocitos. Este efecto está involucrado 

en la tolerancia antinociceptiva inducida por opioides y la hiperalgesia inducida por 

fentanilo después de administraciones repetidas.  
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Abstract 

Morphine promotes neuroinflammation after NOD-like receptor protein 3 (NLRP3) 

oligomerization in glial cells, but the capacity of other opioids such as fentanyl to induce 

neuroinflammation and its relationship to the development of analgesic tolerance is 

unknown. Here, we studied the effects of morphine and fentanyl on NLRP3 inflammasome 

activation in glial and neuronal cells in the periaqueductal gray (PAG) and the dorsal 

raphe nucleus (DRN), regions involved in pain regulation. Male Wistar rats received i.p. 

injections of morphine (10 mg/kg) or fentanyl (0.1 mg/kg) 3x daily for 7 days and were 

tested for nociception. Two hours after the last (19th) administration, we analyzed NLRP3 

oligomerization, caspase-1 activation and gasdermin D-N (GSDMD-N) expression in 

microglia (CD11b-positive cells), astrocytes (GFAP-positive cells), and neurons (NeuN-

positive cells). Tolerance developed to both opioids, but only fentanyl produced 

hyperalgesia. Morphine and fentanyl activated NLRP3 inflammasome. This effect was 

more evident with fentanyl. NLRP3 activation occurred in astrocytes and serotonergic 

(TPH-2-positive) neurons, but fentanyl effects were more pronounced. Both opioids 

increased GFAP and CD11b immunoreactivity and caspase-1 and GSDMD activation, 

indicating pyroptotic cell death. The opioid receptor antagonist (-)-naloxone, but not the 

TLR4 receptor antagonist (+)-naloxone, prevented microglia activation, and NLRP3 

oligomerization. Only (+)-naloxone prevented astrocytes’ activation. The anti-

inflammatory agent minocycline and the NLRP3 inhibitor MCC950 delayed tolerance to 

morphine and fentanyl antinociception and prevented fentanyl-induced hyperalgesia. 

MCC950 also prevented opioid-induced NLRP3 oligomerization. In conclusion, morphine 

and fentanyl differentially induce cell-specific activation of NLRP3 inflammasome and 

pyroptosis in the DRN through TLR4 receptors in astrocytes and opioid receptors in 

neurons, indicating that neuroinflammation is involved in opioid-induced analgesia and 

fentanyl-induced hyperalgesia after repeated administrations. 
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1. Introducción 

La morfina y el fentanilo son opioides que se utilizan ampliamente en la clínica para el 

alivio del dolor. Ambos ejercen su efecto analgésico a través de la activación del 

receptor μ opioide localizado en fibras nociceptivas periféricas y en regiones del 

sistema nervioso central (SNC) que forman parte de la vía de la transmisión del dolor; 

en particular, la médula espinal, la sustancia gris periacueductal (SGPA) y el núcleo 

dorsal del rafé (NDR). Aunque estos fármacos son ligandos del mismo receptor, 

difieren en potencia y en su capacidad para generar tolerancia analgésica después de 

su administración repetida. Algunos cambios que subyacen al desarrollo de tolerancia 

analgésica se deben a la acción de mediadores neuroinflamatorios liberados de la 

microglía y los astrocitos que representan a las células inmunocompetentes 

residentes dentro del SNC. Los opioides pueden actuar en estas células mediante la 

activación del receptor μ opioide expresado en su membrana o mediante su unión al 

receptor de la inmunidad innata tipo Toll 4 (TLR4). Tanto la microglía como los 

astrocitos modulan diversas funciones neuronales mediante la liberación de la 

interleucina (IL) 1β. Esta citocina madura y se libera después de la activación del 

NLRP3, un complejo multiproteico intracelular denominado inflamasoma. La 

activación de este complejo puede inducir piroptosis, un tipo de muerte celular 

inflamatoria. Sin embargo, hasta ahora, no se han caracterizado las diferencias que 

podrían existir entre los diversos opioides en la activación de NLRP3 ni si éstas 

pudieran estar relacionadas con su distinta capacidad para inducir tolerancia 

analgésica.  Por lo tanto, en este trabajo utilizamos un esquema de administración 

repetida de dosis equianalgésicas de morfina y fentanilo para comparar sus efectos 

neuroinflamatorios en la SGPA y el NDR, dos regiones importantes en la vía de la 

transmisión del dolor. Específicamente, evaluamos el papel de la piroptosis 

dependiente de NLRP3 en el desarrollo de tolerancia al efecto antinociceptivo de la 

morfina y el fentanilo. Además, estudiamos la participación de los receptores opioides 

y TLR4 en los efectos neuroinflamatorios producidos por ambos opioides. A 

continuación, se presenta un panorama detallado de los antecedentes de este estudio. 
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1.1. Generalidades y efectos de los opioides  

El opio es una sustancia que se extrae del exudado lechoso de la especie de amapola 

Papaver somniferum (Koob et al., 2014; Li et al., 2020). Esta sustancia y algunos 

alcaloides derivados se utilizan desde tiempos ancestrales para el alivio del dolor 

(Martínez y Ballesteros, 2019). A los compuestos como la morfina, la codeína y la 

tebaína, que se extraen como subproductos del opio, se les denomina “opiáceos”. El 

término “opioide” se utiliza para nombrar a cualquier compuesto natural o sintético 

con actividad en el SNC a través de la activación del sistema opioide endógeno 

(Reisfield et al., 2007). En la figura 1 se muestran ejemplos de esta clasificación. 

El sistema opioide endógeno se encarga de regular diversas funciones fisiológicas 

como la nocicepción, la respuesta a estímulos recompensantes, la locomoción, el 

aprendizaje y la respuesta inmune, entre otras (Akil et al., 1984). Estas funciones se 

regulan mediante la liberación a demanda de opioides endógenos como la β-

endorfina, la encefalina, la dinorfina y la nociceptina (Akil et al., 1984; Larhammar 

et al., 2015; Massotte y Kieffer, 1998).  

 

Figura 1. Clasificación de opioides con actividad sobre el SNC. Los opiáceos son sustancias que se 

extraen del opio, como la morfina, la codeína y la tebaína. Estas sustancias se pueden sintetizar para 

formar los opioides semi-sintéticos heroína, codeína y etorfina, respectivamente. Los opioides 

sintéticos incluyen al fentanilo, la metadona y la meperidina, entre otros. Los opioides endógenos β-

endorfina, encefalina dinorfina y nociceptina se producen en el organismo a partir de precursores 

específicos (Modificado de Koob et al., 2014).   
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Los opioides endógenos actúan en neuronas y otros tipos celulares a través de la 

activación de los receptores específicos tipo mu (μ), delta (δ), kappa (κ) y el receptor 

a nociceptina (ORL-1) (Massotte y Kieffer, 1998).  Los opioides exógenos también se 

unen a receptores opioides, por lo que se utilizan principalmente para inducir 

analgesia (Massotte y Kieffer, 1998). Sin embargo, a pesar de que son sustancias 

controladas en la mayoría de países, también se comercializan como drogas de abuso 

(UNODC, 2019), lo que representa un alto riesgo para la salud. En la figura 2 se 

resumen algunos efectos generales de los opioides. 

 
Figura 2. Algunos efectos producidos por la administración aguda y repetida de opioides. Los 

opioides producen alivio del dolor, pero también puede inducir efectos no deseados después de su uso 

repetido como tolerancia, dependencia, depresión respiratoria y la muerte.  

 

1.1.1. La morfina 

La morfina es el opioide más usado para tratar casi cualquier tipo de dolor intenso 

(Murphy et al., 2020). Sus efectos están asociados a la activación del receptor μ 

opioide, pero también tiene afinidad por los receptores δ y k (MacKenzie et al., 2016). 

Este opioide atraviesa la barrera hematoencefálica de manera lenta en comparación con 

otros más liposolubles como el fentanilo (Chaves et al., 2017; Vallejo et al., 2011).  
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Los efectos de la morfina en el humano tienen una duración de entre 3-6 horas, 

dependiendo de la dosis y la vía de administración. La morfina se metaboliza mediante su 

conjugación con ácido glucurónico por la enzima uridina difosfo-glucoroniltransferasa 

2B7 (UGT2B7). Esta reacción da como resultado la formación de los metabolitos 

secundarios morfina-3-glucuronido (M3G, 35-45 %) y morfina-6-glucuronido (M6G, 10-

15 %); éste último con actividad analgésica. Por otra parte, el citocromo P450 (CYP) 

convierte una pequeña fracción de la morfina (5 % aproximadamente) en normorfina 

(DePriest et al., 2015). La excreción de la morfina sin cambios se da por vía renal 

mientras que los metabolitos se excretan por vía biliar (DePriest et al., 2015; MacKenzie 

et al., 2016). 

En la clínica, la morfina se administra para el manejo del dolor abdominal, musculo-

esquelético, y el inducido por cáncer, artritis o infarto de miocardio. Puede 

administrarse por vía oral, sublingual, intravenosa, epidural e intratecal, dependiendo 

del tipo de dolor para el que se utilice; agudo o crónico (Murphy et al., 2020). Por 

ejemplo, durante los cuidados paliativos puede utilizarse la morfina sublingual, 

mientras que para el tratamiento del dolor severo se recomienda la administración 

aguda o crónica de morfina intravenosa (Coluzzi, 1998; Vahedi et al., 2019). Además, 

se ha reportado que se puede consumir de forma inhalada para aumentar su efecto y 

rendimiento como sustancia de abuso (Webster et al., 2017). 

La administración aguda y repetida de la morfina puede producir efectos no deseados 

como la disminución de la frecuencia cardiaca, mareos, prurito, pérdida de memoria 

de corto plazo e inmunosupresión (Murphy et al., 2020). Además, el uso repetido de 

este opioide puede producir dependencia y tolerancia a su efecto analgésico (Al-

Hashimi et al., 2013). Algunos opioides con propiedades farmacológicas semejantes a 

la morfina, como la metadona, la buprenorfina y el fentanilo, se pueden utilizar en 

dosis equianalgésicas cuando la morfina no es efectiva (DePriest et al., 2015).  
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1.1.2. El fentanilo 

El fentanilo es un opioide sintético 50 a 100 veces más potente que la morfina (Suzuki 

y El-Haddad, 2017). Es un compuesto derivado de la familia de las piperidinas y es 

agonista total y selectivo del receptor μ opioide (Vardanyan y Hruby, 2014). El 

fentanilo atraviesa con facilidad la barrera hematoencefálica ya que es altamente 

liposoluble (Schaefer et al., 2017). Esta característica le permite producir un efecto 

analgésico que inicia en los primeros tres minutos después de su administración y 

tiene una duración de una a dos horas (DePriest et al., 2015; Kandasamy y Carlo, 

2017). Se metaboliza por la enzima CYP3A4 produciendo los metabolitos 

hidroxifentanilo y norfentanilo, los cuales no tienen efectos tóxicos ni actividad sobre 

el SNC (Trescot et al., 2008; Vallejo et al., 2011). La eliminación de los sub-productos 

del fentanilo es por vía renal (DePriest et al., 2015). 

En la clínica, el fentanilo se utiliza como sedante en cirugías de corta duración y como 

analgésico para tratar el dolor crónico en pacientes que desarrollaron tolerancia a 

otros opioides (Paix et al., 1995; Peng y Sandler, 1999). Se administra principalmente 

por vía intravenosa, intratecal e intramuscular para su efecto sedante, aunque en los 

últimos años se utiliza la vía de administración transdérmica en forma de parches, 

sublingual como película delgada e inhalada como aerosol (Peng y Sandler, 1999; 

Ramos-Matos et al., 2020). Este opioide también se utiliza como sustancia de abuso 

en todas sus formas de administración (Cruz et al., 2020). 

La administración aguda de altas dosis de fentanilo puede producir efectos no 

deseados similares a los que causa la heroína como euforia, confusión, depresión 

respiratoria, náuseas, trastornos visuales, alucinaciones y delirio narcótico (Pichini 

et al., 2018). El uso prolongado del fentanilo puede producir pérdida de la memoria 

de corto plazo, rigidez muscular, dificultad para respirar por rigidez de los músculos 

de la pared torácica (tronco leñoso), estreñimiento, pérdida de la conciencia y, en 

casos de intoxicación severa, coma y muerte (Ramos-Matos et al., 2020). La mayoría 

de estos efectos se exacerban en presencia de otras sustancias de abuso como la 

heroína y la cocaína.  



 
6 

Varios reportes clínicos y pre-clínicos indican que la administración a largo plazo de 

fentanilo induce menor tolerancia a su efecto analgésico que la morfina y, en algunos 

casos, su uso repetido puede producir hiperalgesia, dependencia, síndrome 

serotoninérgico e inmunosupresión sistémica (Lyons et al., 2015; Rastogi et al., 2011; 

Sacerdote, 2008). En la tabla 1 se muestran algunas diferencias entre la morfina y el 

fentanilo. 

 

Tabla 1. Características químicas y diferencias entre la morfina y el fentanilo 

 Morfina Fentanilo 

Naturaleza Derivado del opio Sintético 

Selectividad Agonista μ, δ, k Agonista μ 

Dosis analgésica 10 mg/kg 0.1 mg/kg 

Duración analgésica 4-5 h 1-2 h 

Señalización preferencial Proteína G β-arrestina 

Internalización del receptor + +++ 

Tolerancia analgésica por su 
administración repetida 

+++ + 

+: menor magnitud; +++: mayor magnitud. 

 

 

 

 

 

 



 
7 

1.2. Mecanismo de acción de los opioides 

Los opioides ejercen sus efectos mediante la activación de receptores de siete 

dominios transmembranales acoplados a proteínas Gi/o (Al-Hasani y Bruchas, 2011). 

Cuando un agonista se une a su receptor, induce la disociación de la proteína Gi/o. El 

dímero βγ se separa de la subunidad α y produce el bloqueo de canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje y la apertura de canales de rectificación entrante de K+ 

(GIRK). El bloqueo de la entrada de calcio y la salida transitoria de potasio inducen 

hiperpolarización celular y disminución de la liberación de neurotransmisores (Khan 

et al., 2013; Lüscher y Slesinger, 2010). Por otra parte, la subunidad α de la proteína G 

inhibe la activación de la enzima adenilato ciclasa (AC) lo que lleva a la disminución 

en la conversión del adenosín monofosfato cíclico (AMPc) a AMP. Esto evita la 

activación de la proteína cinasa A (PKA) lo que disminuye la activación del factor de 

transcripción CREB (cAMP response element binding protein). La inhibición de CREB 

evita su unión a elementos de respuesta a AMPc (CRE), y disminuye la transcripción 

de diversas proteínas. Adicionalmente, la activación del receptor opioide produce el 

reclutamiento de diversas proteínas reguladoras de su actividad, como las cinasas de 

los receptores acoplados a proteínas G (GRKs) y β-arrestinas. El reclutamiento de β-

arrestina participa en la formación de vesículas de membrana que transportan a los 

receptores opioides hacia el interior de la célula. Una vez internalizado, el receptor 

puede señalizar hacia la activación de proteínas cinasas activadas por mitógenos 

(MAPKs) o del factor de transcripción NF-κB e inducir el aumento en la expresión de 

genes de proteínas pro-inflamatorias (Al-Hasani y Bruchas, 2011; Ho et al., 2009).  

Los opioides pueden tener diferentes efectos debido a su capacidad para activar 

distintas vías de señalización actuando sobre el mismo receptor; a este fenómeno se 

le conoce como agonismo sesgado. Por ejemplo, mientras la morfina induce la 

señalización preferentemente hacia la vía mediada por la activación de las proteínas 

Gi/o, el fentanilo tiene señalización preferencial hacia el reclutamiento de β-arrestina 

(Bologna et al., 2017; McPherson et al., 2010; Molinari et al., 2010).  
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El sesgo en la señalización en las neuronas podría estar relacionado con la capacidad 

de cada opioide para internalizar al receptor (Zuo, 2005), inducir su reciclaje o 

degradación, y activar factores nucleares de transcripción como el NF-kB o las 

MAPKs, como ERK, p38 y JNK (Allouche et al., 2014; Ho et al., 2009). En la figura 3 se 

detallan algunas de las características de la señalización del receptor μ opioide. 

 

Figura 3. Mecanismo de acción del receptor μ opioide. La activación del receptor μ opioide induce 

la disociación de la proteína Gi/o. La subunidad α disminuye la síntesis de proteínas mediante la 

inhibición de la enzima adenilato ciclasa (AC). El complejo βγ hiperpolariza la célula al activar canales 

GIRK y bloquear canales de Ca2+. La internalización del receptor μ por β-arrestina (β-arr) lleva a la 

activación del factor de transcripción nuclear-kB (NF-kB) y de proteínas cinasas activadas por 

mitógenos (MAPKs) como ERK, p38 y JNK. ATP: Adenosín trifosfato; AMPc: Adenosín monofosfato 

cíclico; PKA: Proteína cinasa A; CREB: Proteína de unión al elemento de respuesta a AMP; CRE: 

Elemento de respuesta a AMPc; GRK: Cinasas de receptores acoplados a proteínas G. 

Los opioides ejercen su efecto analgésico al unirse al receptor μ opioide localizado en 

sitios pre- y post-sinápticos de fibras nociceptivas periféricas, del asta dorsal de la 

médula espinal (ADME), el tallo cerebral y la corteza (Sehgal et al., 2011). Además, 

estos receptores también se expresan en regiones supraespinales como la sustancia 

gris periacueductal (SGPA) y el núcleo dorsal del rafé (NDR), estructuras que forman 

parte de las vías de la transmisión del dolor (Bannister y Dickenson, 2020). 
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1.3. Vías de transmisión del dolor 

Las vías de la transmisión del dolor se activan al estimular fibras nociceptivas 

periféricas (Yam et al., 2018). Los nociceptores se pueden activar mediante estímulos 

mecánicos, químicos o térmicos. El estímulo doloroso se transmite desde las 

neuronas sensoriales primarias hacia las neuronas de segundo orden localizadas en el 

ADME. Las neuronas de esta región envían, a su vez, proyecciones hacia estructuras 

supraespinales como el tálamo y la amígdala. En el tálamo, las neuronas proyectan 

hacia regiones somatosensoriales como la corteza del cíngulo anterior y la corteza de 

la ínsula (Fig. 4), que son regiones importantes para la percepción consciente del 

dolor (Sehgal et al., 2011).  

Existen vías descendentes que modulan la transmisión ascendente del dolor 

(Bannister y Dickenson, 2020). Estructuras supraespinales como la amígdala, el 

hipotálamo y la corteza del cíngulo envían sus proyecciones hacia la SGPA. Aquí, las 

neuronas proyectan hacia el NDR y la médula rostral ventromedial (MRVM) que, a su 

vez, proyectan hacia la médula espinal donde pueden modular la transmisión del 

dolor (Bannister y Dickenson, 2016) (Fig. 4). 

 

Figura 4. Vías ascendente y descendente de la modulación del dolor. Después de un estímulo a 

fibras nociceptivas periféricas, las neuronas primarias hacen sinapsis con neuronas en el asta dorsal de 

la médula espinal (ADME) que proyectan hacia estructuras supraespinales como el tálamo y la corteza. 

Estas estructuras envían sus proyecciones de manera descendente hacia la sustancia gris 

periacueductal (SGPA), el núcleo del rafé dorsal (NDR) y la médula rostral ventromedial (MRVM), 

regiones modulan la transmisión del dolor mediante la liberación de serotonina y catecolaminas 

(Modificado de Parsadaniantz et al., 2015). 
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1.3.1. La sustancia gris periacueductal 

La región ventrolateral de la SGPA es una estructura que recibe proyecciones de la 

médula espinal y de estructuras supraespinales como la corteza, la amígdala y el 

tálamo. Esta región cerebral tiene la función de mantener un balance entre la 

facilitación y la inhibición de la información nociceptiva (Benarroch, 2012).  

Las proyecciones de la SGPA son en su mayoría glutamatérgicas, pero están 

localmente inhibidas por interneuronas GABAérgicas. La actividad neuronal de la 

SGPA se ve afectada principalmente por opioides endógenos que actúan sobre 

receptores μ opioides localizados en la superficie de las interneuronas GABAérgicas. 

Cuando disminuye el tono GABAérgico en la SGPA, por acción de opioides endógenos 

o exógenos, se activan las neuronas glutamatérgicas de esta región, lo que induce un 

aumento en la liberación de glutamato en varias regiones del SNC (Akerman et al., 

2011; Benarroch, 2008).  

El aumento en la actividad neuronal excitadora de la SGPA produce la activación de 

dos tipos de neuronas en la MRVM: células de apagado y células de encendido 

(Benarroch, 2012). Las células de apagado se activan por opioides a través de la 

desinhibición GABAérgica y liberan neurotransmisores inhibidores que bloquean los 

impulsos nociceptivos en la médula espinal. Por el contrario, las células 

glutamatérgicas de encendido tienen la función de facilitar la transmisión nociceptiva, 

pero pueden inhibirse directamente por opioides (Ossipov et al., 2010) (Fig. 5). 
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Figura 5. Sitios de acción de los opioides en la vía descendente de la transmisión del dolor. Los 

opioides inhiben el disparo de las interneuronas GABAérgicas localizadas en la sustancia gris 

periacueductal (SGPA). Esto permite que, después de un estímulo nociceptivo, estructuras como la 

amígdala y el tálamo activen neuronas glutamatérgicas (neuronas supraespinales mostradas en rojo). 

Estas neuronas activan a neuronas serotoninérgicas en el núcleo dorsal del rafé (NDR) (neuronas en 

amarillo) y noradrenérgicas de la médula rostral ventromedial (MRVM) (neuronas en verde). La 

serotonina (5-HT; 5-Hidroxitriptamina) y la noradrenalina inhiben la transmisión del dolor al actuar 

en el asta dorsal de la médula espinal (ADME). Por otra parte, los opioides activan a su receptor en 

neuronas excitadoras de la MRVM (neuronas espinales mostradas en rojo) lo que evita la facilitación 

del impulso nociceptivo (Modificado de Fields, 2004). 
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1.3.2. El núcleo dorsal del rafé 

El NDR contiene aproximadamente el 90 % de las neuronas serotoninérgicas del SNC 

(Baker et al., 1991). Estas neuronas proyectan de manera descendente hacia el núcleo 

del rafé magno y la médula espinal para modular la transmisión de la información 

nociceptiva mediante la liberación de serotonina (5-HT) (Qing-Ping y Nakai, 1994). 

También, las neuronas serotoninérgicas envían proyecciones ascendentes que 

modulan la percepción del dolor actuando sobre el tálamo y la corteza cerebral (Qing-

Ping y Nakai, 1994) (Fig. 5). 

La serotonina es un neurotransmisor que modula la transmisión nociceptiva en el 

ADME mediante la activación de diferentes subtipos de receptores 5-HT (Bardin y 

Colpaert, 2004; Haleem, 2018). Se sabe que la activación de los receptores 5–HT1A 

post-sinápticos, acoplados a proteínas Gi/o, inhibe el disparo de neuronas 

espinotalámicas excitadoras. Por su parte, la activación de receptores 5-HT1B/D pre-

sinápticos inhibe la liberación de neurotransmisores de aferentes primarias. Además, 

otros subtipos de receptores acoplados a proteínas Gq o canales iónicos como los 5-

HT2 o los 5-HT3, respectivamente, pueden tener efectos pronociceptivos (Sommer, 

2010). Esto indica que la neurotransmisión serotoninérgica tiene un control dual en 

la transmisión del dolor que depende del sitio de acción, el tipo celular y el tipo de 

receptor al que se une la serotonina.  

Los efectos de los opioides sobre la neurotransmisión serotoninérgica son 

controversiales pero se sabe que la morfina y el fentanilo inducen la liberación de 

serotonina en la médula espinal y en el NDR (Grauer et al., 1992; Matos et al., 1992; 

Tao et al., 2003). Esto sugiere que los efectos de los opioides suceden, en parte, por la 

activación de receptores 5-HT (Liu et al., 2002). En específico, se ha demostrado que 

el bloqueo de los receptores 5–HT1A y 5-HT3 reduce el efecto antinociceptivo de la 

morfina sistémica o intracerebral (Kawamata et al., 2002; Liu et al., 2002). También, 

la inhibición farmacológica de la recaptura de serotonina prolonga el efecto 

antinociceptivo de la morfina en ratas (Ozdemir et al., 2012). Estos datos resaltan la 

importancia de la serotonina en los efectos antinociceptivos de los opioides.  
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1.4. Mecanismos propuestos de desarrollo de tolerancia al efecto 

antinociceptivo de los opioides 

El uso repetido de opioides puede llevar al desarrollo de tolerancia a su efecto 

antinociceptivo (Bobeck et al., 2012; Molina-Martínez et al., 2014). Este es un 

fenómeno complejo que involucra diversas adaptaciones que resultan en la reducción 

en la eficacia analgésica del fármaco, por lo que se requiere la administración de dosis 

cada vez más altas para mantener un nivel constante de alivio del dolor o el efecto 

subjetivo deseado (Dumas y Pollack, 2008). Existen varios mecanismos involucrados 

en el desarrollo de tolerancia al efecto antinociceptivo de los opioides: 

Cambios a nivel de receptor: Uno de los mecanismos que explican el desarrollo de 

tolerancia a opioides es la disminución de la función del receptor μ opioide. Se sabe 

que la activación de este receptor induce el reclutamiento de GRKs y β-arrestinas, 

proteínas que regulan su función. El reclutamiento de estas proteínas produce el 

desacoplamiento de la proteína Gi/o del receptor (Sato et al., 2015) y, eventualmente, 

su internalización y degradación (Williams et al., 2013). Estos eventos tienen la 

función de detener la señalización evocada por la estimulación constante de opioides. 

Cambios en la síntesis de proteínas: El uso repetido de opioides induce cambios en la 

síntesis de proteínas, entre estos cambios se encuentra el incremento en los canales 

de calcio dependientes de voltaje, la regulación negativa de canales de potasio de 

rectificación entrante, la regulación positiva del sistema de la enzima adenilato ciclasa 

y la estimulación de vías de activación de MAPKs. Estos cambios contrarrestan los 

efectos agudos de los opioides (Dumas y Pollack, 2008).  

Activación de otros sistemas de neurotransmisión: La administración repetida de 

opioides induce la síntesis y liberación de péptidos con efecto pronociceptivo o 

“antiopioide” como la colecistocinina (CCK) (Cesselin, 1995). Este péptido ejerce sus 

efectos mediante la activación de receptores a CCKB (CCKBR). Esta activación 

produce la heterodimerización entre el CCKR y el receptor μ opioide lo que reduce la 

capacidad de unión de los ligandos opioides a su receptor. Además, la activación del 
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CCKBR produce incrementos en el calcio intracelular, un efecto opuesto al que 

inducen los opioides exógenos que podría contribuir a la tolerancia producida por la 

administración repetida de opioides (Yang et al., 2018).  

Liberación de mediadores inflamatorios: Algunos estudios reportan que la 

administración repetida de opioides induce la liberación de mediadores inflamatorios 

como IL-1β, IL-6 y el factor de necrosis tumoral (TNF) en diversas regiones cerebrales 

involucradas con la transmisión del dolor (Eidson y Murphy, 2019). Estos mediadores 

contribuyen a un fenómeno conocido como sensibilización central que se caracteriza 

por el aumento en la actividad de las neuronas que transmiten señales nociceptivas 

(Latremoliere y Woolf, 2009). 

1.5. Neuroinflamación  

La neuroinflamación se define como una respuesta inflamatoria que se produce 

dentro del cerebro y la médula espinal (Yang y Zhou, 2019). Este proceso es 

extremadamente complejo y tiene la función de restaurar la homeostasis del tejido 

nervioso al combatir infecciones, eliminar patógenos, eliminar restos celulares y 

reparar el tejido (Sochocka et al., 2017). Sin embargo, la neuroinflamación puede ser 

perjudicial para las células neuronales (Ji et al., 2018; Qin et al., 2007). La magnitud 

de la respuesta depende del tipo de molécula que la induce, la duración del estímulo y 

el contexto del tejido en el momento del daño (Yang y Zhou, 2019).  

La respuesta neuroinflamatoria se caracteriza por la producción de citocinas, 

quimiocinas y especies reactivas de oxígeno (DiSabato et al., 2016) en las células 

inmunocompetentes localizadas dentro del SNC (microglía y astrocitos) (Yang y Zhou, 

2019). Estas células monitorean el ambiente dentro del SNC para mantener la 

homeostasis del tejido, pero también reconocen dos tipos de moléculas: los patrones 

moleculares asociados a daño (DAMPs) que se liberan durante el daño o la muerte 

celular, y los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) que son 

estructuras que se encuentran en la superficie diversos patógenos (Kigerl et al., 2014; 

Land, 2018; Matzinger, 2002).     
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La activación de receptores de la inmunidad innata es la primera línea de defensa 

contra patógenos y sustancias que pueden amenazar la integridad del tejido nervioso 

(Kigerl et al., 2014). El reconocimiento de DAMPs y PAMPs está mediado por 

receptores de reconocimiento de patrones (PRR). Un ejemplo es la activación de 

TLR4, un receptor que puede detectar PAMPs como el lipopolisacárido bacteriano 

(LPS) y DAMPs como la molécula HMGB1 o algunas proteínas de choque térmico. Una 

vez que se activan estos receptores, se desencadena una vía de señalización que 

converge en la activación de NF-κB. Este factor de transcripción se transporta al 

núcleo e induce el aumento en la expresión de genes de citocinas pro-inflamatorias 

(TNF, IL-1β, IL-6, IL-18) (Kumar, 2019). Durante la progresión de la inflamación, las 

células gliales liberan una gran cantidad de citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas 

con la finalidad de reclutar células involucradas en la reparación del daño. 

Eventualmente, las células comienzan a secretar citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-

10, TGFβ) cuya función es aliviar el daño producido y disminuir la inflamación (Zhang 

y An, 2007). 

1.5.1. Microglía  

La microglía son las principales células inmunocompetentes residentes dentro del 

SNC (Ginhoux y Prinz, 2015). Son células de origen monocítico que migran al SNC en 

distintas etapas del desarrollo cerebral (Ginhoux et al., 2013). La microglía 

generalmente se encuentra en un estado de reposo o “vigilante” pero, en presencia de 

DAMPs o PAMPs, cambia su morfología a una forma reactiva cuya función se ha 

asociado con la respuesta al daño (Lacagnina et al., 2017). La activación de la 

microglía depende del estímulo que se detecta (Beynon y Walker, 2012). Existen dos 

principales estados de actividad de la microglía que se caracterizan por su fenotipo y 

su función (Patro et al., 2016; Vainchtein y Molofsky, 2020) (Fig. 6). 
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Figura 6. Cambios morfológicos y funcionales de la microglía. En condiciones basales, la microglía 

detecta cambios en su ambiente circundante mediante la extensión de sus ramificaciones. Cuando 

detecta un estímulo dañino, cambia su morfología y función a un estado reactivo, retrae sus 

ramificaciones y libera diversos mediadores inflamatorios. 

Microglía ramificada: La morfología de la microglía en esta fase de actividad se 

caracteriza por la presencia de pequeños somas con numerosas ramificaciones cortas 

y finas que sirven para examinar el medio circundante. A esta fase se le conoce como 

“microglía en estado de reposo” pero se ha comprobado que este término no es 

adecuado ya que las células permanecen continuamente en búsqueda de señales de 

daño y tienen la capacidad de disminuir el impacto del daño cerebrovascular. Esto 

sugiere que, en esta fase, la microglía tiene un papel activo y protector (Nagayach 

et al., 2016).   

Microglía reactiva: Una vez que se detecta un estímulo nocivo en el SNC, la microglía 

pasa por una serie de cambios morfológicos y funcionales. En una etapa temprana, la 

microglía reactiva aumenta su cuerpo celular y retrae ligeramente sus ramificaciones 

confiriéndoles un mayor volumen. En esta etapa es capaz de liberar diversos 

mediadores inflamatorios con la finalidad de contrarrestar eficazmente el estímulo 

dañino. Dependiendo de la progresión del daño, la activación crónica de la microglía 

puede generar un entorno pro-inflamatorio excesivo. En esta etapa, la microglía 

retrae completamente sus ramificaciones y adquiere una morfología ameboide. La 

función de estas células es mitigar la neuroinflamación y reparar el tejido (Henry 

et al., 2008; Nagayach et al., 2016).  
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La microglía se puede detectar con el marcador de la proteína Iba-1 y de la integrina 

de membrana CD11b. El aumento en los niveles de Iba-1 indica que la microglía se 

encuentra en su estado reactivo y en este estado puede presentar cambios 

morfológicos evidentes. El marcador CD11b se utiliza para detectar a la microglía en 

sus diferentes fases y, el aumento en su expresión indica la presencia de microgliosis, 

un estado caracterizado por la proliferación y el aumento en la actividad pro-

inflamatoria de la microglía (Gao et al., 2013; Korzhevskii y Kirik, 2016).  

1.5.2. Astrocitos  

Los astrocitos son células de origen neuronal cuya principal función es la modulación 

de la transmisión sináptica. Estas células están en contacto directo con las neuronas y 

juegan un papel fundamental en la sinapsis tripartita. Este concepto sugiere que 

existen tres componentes fundamentales involucrados en la transmisión sináptica: la 

neurona pre-sináptica, la neurona post-sináptica y los astrocitos. En este arreglo 

estructural de la sinapsis, la actividad neuronal puede verse influenciada por la 

liberación de gliotransmisores como glutamato y ATP de los astrocitos, en un 

mecanismo dependiente del incremento del Ca+ intracelular (Perea et al., 2009). 

Los astrocitos también regulan la concentración extracelular de neurotransmisores 

como el glutamato y pueden detectar cualquier cambio en la microcirculación 

cerebral ya que están en contacto directo con vasos sanguíneos (Anderson y 

Nedergaard, 2003; Chaboub y Deneen, 2012). Además, estas células contribuyen al 

buen funcionamiento neuronal ya que brindan soporte físico, control metabólico y 

pueden responder ante estímulos inmunológicos (Becerra-Calixto y Cardona-Gómez, 

2017). Las diferentes funciones de los astrocitos dependen de su estado de actividad. 

Como se explica en la figura 7, los astrocitos se encuentran en dos diferentes estados: 

en condiciones fisiológicas y en estado reactivo. 
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Figura 7. Características morfológicas y funcionales de los astrocitos. En condiciones fisiológicas 

los astrocitos contribuyen en el mantenimiento de la homeostasis celular mientras que, en su estado 

reactivo cumplen dos funciones: 1) la respuesta neuroprotectora a daño o a patógenos y 2) la 

neuroinflamación crónica (Basado en el esquema de Becerra-Calixto y Cardona-Gómez, 2017). 

Astrocitos en condiciones fisiológicas: En condiciones basales, los astrocitos mantienen 

la homeostasis del tejido nervioso. Participan en el balance iónico, la recaptura y 

síntesis de neurotransmisores, la regulación metabólica, la modulación de la 

vasodilatación, el transporte de nutrientes y la inducción de neurogénesis (Kimelberg 

y Nedergaard, 2010).  

Astrocitos reactivos: En condiciones de daño, los astrocitos pasan a su forma reactiva. 

En estas condiciones cumplen una doble función, la primera se caracteriza por 

proporcionar neuroprotección mediante la inducción de neurogénesis y angiogénesis, 

la recaptura de neurotransmisores, la inmunomodulación y la eliminación de especies 

reactivas de oxígeno. La segunda función sucede en contextos de daño o inflamación 

sostenida donde los astrocitos proliferan, forman cicatrices gliales, inducen 

neuroinflamación, producen excitotoxicidad e inducen muerte glial o neuronal 

(Becerra-Calixto y Cardona-Gómez, 2017; Trujillo-Estrada et al., 2019).   

Los astrocitos presentan cambios morfológicos en sus diferentes fases que se pueden 

estudiar con el uso de marcadores específicos como el de la proteína acídica fibrilar 

glial (GFAP), una proteína que se localiza en filamentos del citoesqueleto. El aumento 

en la marca de GFAP funciona como indicador activación de los astrocitos, un 

fenómeno conocido como astrogliosis (Gao et al., 2013; Preston et al., 2019).   



 
19 

1.6. Relación entre la neuroinflamación, el dolor y los opioides 

La neuroinflamación contribuye al aumento en la capacidad de las neuronas para 

transmitir las señales pronociceptivas. Este fenómeno se ha descrito en condiciones 

de dolor crónico, dolor inflamatorio y dolor neuropático (Ji et al., 2018; Latremoliere 

y Woolf, 2009). En general, se sabe que las citocinas y las quimiocinas, liberados de 

células gliales, modulan la sensibilidad neuronal en regiones del SNC relacionadas con 

la trasmisión del dolor (Gonçalves Dos Santos et al., 2019) (Fig. 8). Se ha reportado 

que estos mediadores neuroinflamatorios se inducen por diferentes tipos de daño 

como la inflamación crónica, el daño al nervio, el daño a la médula espinal o algunos 

tratamientos farmacológicos (Grace et al., 2014; Milligan y Watkins, 2009). 

 

 

Figura 8. Mediadores inflamatorios reportados en los diferentes niveles de las vías de la 

transmisión del dolor. Después del daño o infección, las células del sistema inmune liberan 

mediadores pro-inflamatorios, tales como citocinas y quimiocinas, que pueden actuar en los 

nociceptores, el ganglio de la raíz dorsal (GRD), el asta dorsal de la médula espinal y en estructuras 

supraespinales que transmiten la señal nociceptiva. En este esquema se representan en rojo algunas 

citocinas y quimiocinas involucradas en efectos pronociceptivos y en azul las que se han reportado con 

efectos antinociceptivos. IL: Interleucina; TNF: Factor de necrosis tumoral; TGF-β: Factor de crecimiento 

transformante-β;  CCL: ligando de quimiocinas con motivos CC (Modificado de Gonçalves dos Santos et 

al., 2020).  
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La administración aguda o repetida de opioides induce la activación de la microglía y 

los astrocitos en diversas regiones del SNC como la corteza, el núcleo accumbens, la 

amígdala, el ADME y la SGPA (Bajic et al., 2013; Fukagawa et al., 2013; Harada et al., 

2013; Zeng et al., 2014; Zhang et al., 2012). Este efecto se ha visto acompañado de la 

liberación de la citocina pro-inflamatoria IL-1β en el ADME (Zeng et al., 2014). La 

liberación glial de citocinas pro-inflamatorias inducida por morfina contribuye al 

desarrollo de tolerancia antinociceptiva e hiperalgesia mediante la sensibilización de 

neuronas que transmiten la señal nociceptiva (Lin y Lu, 2018) (Fig. 9).  

 

Figura 9. Modulación de la función neuronal en respuesta a opioides a través de la liberación de 

mediadores inflamatorios de células gliales. Las quimiocinas, el glutamato (Glu), la substancia P 

(SP) y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) participan en la sensibilización 

neuronal. Entre los mecanismos propuestos que contribuyen al desarrollo de tolerancia e hiperalgesia 

producida por morfina se encuentra la activación de los receptores opioides y el receptor tipo Toll 4 

(TLR4) localizados en la microglía y los astrocitos. Esta activación induce la liberación de mediadores 

inflamatorios que podrían amplificar y sostener la señal nociceptiva. NMDA: N-metil-D-aspartato 

(Modificado de Parsadaniantz et al., 2015). 
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Algunos estudios han investigado el uso de fármacos con actividad anti-inflamatoria 

para evitar algunos de los efectos de los opioides. En específico, se demostró que el 

antibiótico minociclina y la pentoxifilina disminuyen la activación glial y el desarrollo 

de tolerancia al efecto antinociceptivo de la morfina (Fukagawa et al., 2013; Harada 

et al., 2013; Zhang et al., 2012). Estos estudios y otros reportes de la literatura 

sugieren que ambos fármacos ejercen su efecto anti-inflamatorio al inhibir la vía de 

activación de NF-kB (Liu et al., 2017; Nikodemova et al., 2006). Estos datos resaltan la 

importancia de la neuroinflamación mediada por el factor de transcripción NF-kB en 

el desarrollo de tolerancia analgésica inducida por opioides.  

1.6.1. Mecanismos de activación de microglía y astrocitos por opioides 

La microglía y los astrocitos expresan receptores opioides, por lo que son capaces de 

detectar opioides endógenos y exógenos (Hutchinson et al., 2010). Además, ambos 

tipos celulares expresan múltiples receptores del sistema inmune innato, entre los 

que destaca el TLR4 (Nicotra et al., 2012). 

Algunos estudios sugieren que la activación de la microglía por la morfina depende de 

la señalización del receptor μ opioide ya que este efecto no se presenta en animales 

carentes de dicho receptor (Hu et al., 2002). Otros estudios señalan que la 

neuroinflamación producida por la morfina se debe a la activación de vías de la 

inmunidad innata mediante la unión del opioide al TLR4 localizado en la microglía y 

los astrocitos (Hutchinson et al., 2011, 2010). La activación de ambos tipos de 

receptores en las células gliales produce la liberación de mediadores inflamatorios 

que pueden modificar la función neuronal (Gonçalves Dos Santos et al., 2019).  

Los receptores a opioides son estereoselectivos ya que permiten únicamente la unión 

de ligandos levógiros (-) pero no de los isómeros dextrógiros (+) (Hutchinson et al., 

2011; Mucha y Herz, 1986). Tanto la morfina, como los demás opioides que se usan 

en la clínica tienen una conformación levógira (-), lo que indica que sus efectos 

suceden mediante la activación de receptores opioides.  
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Existe evidencia de que la forma isomérica dextrógira (+) del antagonista opioide 

naloxona (dextro-naloxona o (+)-naloxona) puede bloquear los efectos del LPS sobre 

el TLR4 sin afectar la señalización del receptor μ opioide (Wang et al., 2016). Por esta 

razón, el uso de la (+)-naloxona, como antagonista del receptor TLR4, representa una 

herramienta farmacológica importante para evaluar los mecanismos mediante los 

cuales actúan los opioides.  

1.6.2. Evidencias de la activación del inflamasoma NLRP3 por opioides 

Además del TLR4, se ha reportado que el tratamiento agudo o repetido con morfina 

aumenta la expresión de receptores intracelulares tipo NOD (NLRs) y de proteínas 

relacionadas con su formación y señalización (Mao et al., 2013; Tian et al., 2015).  

Los NLRs son receptores intracelulares que contienen motivos repetidos ricos en 

leucinas (LRR) y dominios efectores que participan en la formación de un complejo 

similar a los apoptosomas denominado inflamasoma (Jin et al., 2014). Como se 

observa en el figura 10, los inflamasomas son complejos multiproteicos 

citoplasmáticos que se activan al detectar DAMPs y PAMPs (Guo et al., 2015). Los 

receptores tipo NOD se encuentran en el citoplasma, pero pueden asociarse a redes 

endolisosomales que transportan a sus ligandos hacia el interior de las células 

(Bonham y Kagan, 2014) . 

Uno de los inflamasomas que se ha relacionado con daño neuronal es el inflamasoma 

NLRP3 (Kim et al., 2017; Masters, 2013). La vía se señalización canónica del 

inflamasoma NLRP3 involucra dos fases: la primera ocurre cuando un receptor 

localizado en la membrana de las células detecta el estímulo dañino. Esta activación 

promueve una serie de señales que convergen en la activación de NF-kB. La 

translocación de NF-kB al núcleo induce el aumento en la transcripción de varias 

proteínas como el receptor intracelular NLRP3, la molécula adaptadora ASC, la 

enzima inactiva pro-caspasa-1 y la citocina inmadura pro-IL-1β. La fase dos consiste 

en la detección intracelular de DAMPs o PAMPs y la oligomerización del complejo 

multiproteico NLRP3. Este complejo induce la activación de la caspasa-1 y la 
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conversión de pro-IL-1β a su forma activa IL-1β. Esta citocina se libera de la célula y 

provoca un estado pro-inflamatorio mientras que la activación de caspasa-1 induce la 

ruptura de la proteína citoplasmática gasdermina D (GSDMD). La porción amino 

terminal de esta proteína (GSDMD-N), ya libre, se une a la membrana de las células y 

se oligomeriza hasta formar poros membranales de aproximadamente 20-30 nm de 

diámetro (Fig. 10) (Lamkanfi y Dixit, 2010; Liu et al., 2018; Malik y Kanneganti, 2017; 

Shi et al., 2015). 

 

Figura 10. Activación y ensamblaje del inflamasoma NLRP3. Para la activación del inflamasoma se 

requieren dos señales: 1) La unión de patrones moleculares asociados a patógenos o a daño (PAMPs o 

DAMPs, respectivamente) a receptores opioides o tipo Toll 4 (TLR4), lo que produce la activación del 

factor de transcripción NF-kB y el aumento en la transcripción de NLRP3, pro-caspasa-1 y pro-IL-1β. 2) 

La unión de DAMPs o PAMPs al NLR, lo que induce el ensamblaje de NLRP3 con pro-caspasa-1 

mediante la proteína ASC. El complejo multiproteico denominado inflamasoma NLRP3 participa en la 

maduración y liberación de IL-1β, así como en la formación de la caspasa-1 a su forma activa, lo que 

lleva a la ruptura de la GSDMD, la polimerización de su porción amino terminal y la formación de poros 

de membrana. Estos efectos producen un tipo de muerte celular denominado piroptosis. NF-kB: Factor 

de transcripción NF-kB; NLRP3: Receptor tipo NOD 3; ASC: Proteína adaptadora de los receptores tipo 

NOD; GSDMD-C: Gasdermina D-Carboxilo terminal; GSDMD-N: Gasdermina D-Amino terminal; IL-1β: 

Interleucina 1β. 
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Además de la liberación de IL-1β y DAMPs, la activación del inflamasoma NLRP3 

induce un tipo de muerte celular inflamatoria denominado piroptosis (Guo et al., 

2015; Shi et al., 2015). Este tipo de muerte celular es dependiente de la activación de 

caspasas y se caracteriza por el hinchamiento de la célula, lisis nuclear, formación de 

vesículas extracelulares, ruptura de la membrana celular y liberación del contenido 

citoplasmático al espacio extracelular (Bergsbaken et al., 2009) (Fig. 11).  

 

Figura 11. Características morfológicas de la muerte celular por piroptosis. El esquema muestra 

los principales cambios que suceden en la célula cuando se activa un inflamasoma NLRP3. IL-1β: 

Interleucina 1β; DAMPs: Patrones moleculares asociados a daño. 

Existe evidencia de que la administración repetida de dosis analgésicas de morfina 

aumenta la expresión del ARNm de NLRP3, inducida por daño al nervio, en el ganglio 

de la raíz dorsal (Ellis et al., 2016; Grace et al., 2016). Además, en un modelo de 

tolerancia antinociceptiva en ratones, se demostró que la morfina aumenta la 

expresión de pro-caspasa-1, pro-IL-1β, IL-1β y la formación del inflamasoma NLRP3 

en la médula espinal (Cai et al., 2016). 
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El uso de inhibidores de la activación del inflamasoma NLRP3 podría ser útil para 

estudiar el papel de este complejo multiproteico en los efectos producidos por la 

administración repetida de opioides. En este sentido, se ha demostrado que la 

administración sistémica de MCC950, un inhibidor específico de la oligomerización 

del inflamasoma NLRP3 (Coll et al., 2019), atenúa el dolor inflamatorio inducido por 

cáncer en ratas (Chen et al., 2019) y reduce la hiperalgesia asociada al aumento en la 

expresión de NF-kB por LPS en ratones (Dolunay et al., 2017).  

El efecto neuroinflamatorio de otros opioides, incluso más potentes que la morfina, 

está menos estudiado. Además, la participación de la neuroinflamación en el 

desarrollo de la tolerancia analgésica producida por la administración repetida de 

opioides no se comprende completamente. En este trabajo, estudiamos las diferencias 

que existen entre la morfina y el fentanilo para desarrollar tolerancia antinociceptiva 

y analizamos si están relacionadas con la capacidad de cada opioide para inducir la 

expresión de marcadores canónicos de neuroinflamación en el NDR y la SGPA de 

ratas. También, evaluamos la participación diferencial de los receptores opioides y 

TLR4 tanto en la piroptosis dependiente de NLRP3 como en la activación de microglía 

y astrocitos producidas por la administración repetida de morfina y fentanilo.   
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1.7. Planteamiento del problema  

• La morfina y el fentanilo son agonistas del mismo receptor, pero difieren en su 

capacidad para generar tolerancia analgésica.  

• La administración repetida de morfina induce neuroinflamación en regiones del 

SNC relacionadas con la transmisión de dolor. 

• La administración de fármacos anti-inflamatorios atenúa el desarrollo de 

tolerancia a morfina.  

• Se desconoce si otros opioides de importancia clínica, como el fentanilo, producen 

el mismo grado de neuroinflamación que la morfina y si estos efectos están 

relacionados con las diferencias de cada opioide para producir tolerancia 

analgésica. 

• Dado que la morfina y el fentanilo activan principalmente al receptor μ opioide, 

pero difieren en algunas propiedades farmacológicas como la potencia, es 

razonable pensar que el fentanilo también producirá neuroinflamación, pero será 

más potente que la morfina para este efecto.  
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2. Hipótesis  

La administración repetida de morfina o fentanilo inducirá de manera diferencial la 

activación del inflamasoma NLRP3 en distintos tipos celulares de la SGPA y del NDR 

de ratas y el grado de neuroinflamación producida estará relacionado con las 

diferencias de cada opioide para desarrollar tolerancia antinociceptiva.  

3. Objetivos 

3.1. Objetivo general 

Estudiar la activación del inflamasoma NLRP3 en microglía, astrocitos y neuronas de 

la SGPA y el NDR de ratas Wistar administradas repetidamente con morfina o 

fentanilo y su posible relación con el desarrollo de tolerancia antinociceptiva.   

3.2. Objetivos particulares  

1. Inducir tolerancia antinociceptiva en ratas Wistar mediante la administración 

repetida de dosis equianalgésicas de morfina o fentanilo. 

2. Establecer un modelo de neuroinflamación como control positivo mediante la 

administración sistémica de LPS. 

3. Evaluar la activación de NLRP3 en distintos tipos celulares de la SGPA y del 

NDR de ratas tolerantes a morfina o fentanilo. 

4. Determinar la actividad del inflamasoma NLRP3 y la posible muerte celular 

por piroptosis mediante el análisis de la expresión de caspasa-1 y GSDMD-N. 

5. Determinar el papel de los receptores opioides y TLR4, en la activación del 

inflamasoma NLRP3 producida por la administración repetida de morfina o 

fentanilo, mediante la administración de (-)-naloxona o (+)-naloxona. 

6. Analizar si la inhibición de NF-kB con minociclina o el bloqueo NLRP3 con 

MCC950 disminuye el desarrollo de tolerancia antinociceptiva y la activación 

de NLRP3 en ratas administradas repetidamente con morfina o fentanilo. 
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4. Materiales y métodos 

4.1. Animales 

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de 200-250 gramos que se mantuvieron 

individualmente en cajas de plexiglás con libre acceso a comida y agua, con una 

temperatura ambiental de 23-25 °C y un ciclo invertido de luz/oscuridad de 12/12 h. 

Previo a la experimentación, los animales recibieron una habituación que consistió en 

transportarlos, una vez al día durante 3 días, del bioterio al lugar de trabajo y 

manipularlos de manera similar a lo establecido para cada experimento. Todos los 

procedimientos se aprobaron por el Comité de Ética Institucional del Cinvestav 

(Protocolos CICUAL, números 0021-12 y 0074-13) y se desarrollaron de acuerdo con 

la Norma Oficial Mexicana de cuidado y manejo de animales (NOM-062-ZOO-1999). 

4.2. Fármacos 

En este estudio se utilizaron clorhidrato de fentanilo y sulfato de morfina que fueron 

donados por el National Institute on Drug Abuse (NIDA) (Research Technology 

Branch, Research Triangle Institute, NC, USA) y por Laboratorios Psicofarma (Ciudad 

de México, México). El clorhidrato de (-)-naloxona, la minociclina y el MCC950 se 

obtuvieron de Sigma-Aldrich. El clorhidrato de (+)-naloxona fue sintetizado y donado 

por el doctor Kenner C. Rice (Drug Design and Synthesis Section, Molecular Targets 

and Medications Discovery Branch, NIH Intramural Research Programs of NIDA y el 

National Institute of Alcohol Abuse and Alcoholism, NIAAA). La minociclina se 

disolvió en agua y se administró por vía oral (p.o.) en un volumen de 10 ml/kg. Los 

demás fármacos se disolvieron en solución salina estéril al 0.9 % y se administraron 

por vía intraperitoneal (i.p.) en un volumen final de 1 ml/kg.  
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4.3. Evaluación del efecto nociceptivo 

Para medir el efecto anti o pronociceptivo de los tratamientos utilizados en este 

estudio, se realizó la prueba de latencia de retiro de la cola (Tail-Flick test) con un 

equipo Tail-Flick Unit (Modelo 7360, Ugo Basile, Italia). La prueba consiste en emitir 

un haz de luz sobre la base de la cola de la rata. La fuente es una lámpara de halógeno 

(8V, 50W) con un filtro que permite solamente el paso de luz infrarroja. El equipo 

detecta el movimiento y detiene el estímulo automáticamente cuando la rata retira la 

cola. El tiempo que transcurre entre el inicio del estímulo y el retiro de la cola se mide 

con un cronometro con sensibilidad de 0.1 s.  

Los animales para experimentación se eligieron tomando como criterio que tuvieran 

un umbral de respuesta basal entre 5-6 s después de aplicar el estímulo térmico. Para 

establecer la latencia basal, se realizaron tres mediciones en intervalos de 20 minutos 

antes del tratamiento farmacológico. Los animales que respondieron fuera de este 

rango se descartaron. Una vez seleccionados los animales, se determinó el efecto 

nociceptivo producido por los diferentes tratamientos. El aumento en la latencia de 

respuesta por encima del nivel basal se consideró un efecto antinociceptivo mientras 

que la disminución en el tiempo de respuesta se consideró pronocicepción. El tiempo 

límite de estimulación fue de 15 segundos para evitar el daño tisular.  

El curso temporal del efecto antinociceptivo se calculó como el porcentaje del máximo 

efecto posible (% MEP) mediante la siguiente fórmula:  

 

Donde A es la latencia basal antes del tratamiento (tiempo 0), B es la latencia después 

de administrar el fármaco y 15 es la latencia máxima posible de retiro de la cola 

(tiempo de corte). Adicionalmente, se determinó el área bajo la curva (ABC) mediante 

el método trapezoidal (Persky y Pollack, 2015) para evaluar el efecto antinociceptivo 

total durante el periodo de evaluación y el resultado se expresó como unidades de 

área bajo la curva. 
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4.4. Obtención de tejido cerebral 

Al finalizar cada tratamiento farmacológico, tres animales de cada grupo 

experimental se anestesiaron con 0.2 ml de ketamina:xilacina (90:10 mg/kg, i.p.). Se 

perfundieron a través de la aorta ascendente con 250 ml de solución salina 

amortiguadora de fosfatos (PBS, pH = 7.4) adicionada con heparina, a una velocidad 

de 30 ml/min. La solución salina se reemplazó de inmediato con 300 ml de 

paraformaldehído (PFA) al 4 % en PBS. Se extrajo el cerebro y se post-fijó durante 2 

horas en PFA. Transcurrido este tiempo, se sustituyó al PFA por sacarosa al 30 % más 

polietilenglicol al 30 % en PBS. Los cerebros se criopreservaron en esta solución a 

una temperatura de -70 °C. Se realizaron cortes coronales de 30 micras de grosor 

utilizando un criostato (Zeiss, Modelo Hyrax C25). Se eligieron las secciones donde es 

posible observar todas las regiones de la SGPA y las regiones dorsal y ventral del NDR 

(Bregma -7.8 a -7.44). Para ubicar las regiones se utilizó como referencia el atlas “El 

cerebro de Rata en Coordenadas Estereotáxicas” (Paxinos y Watson, 2009). Las 

rebanadas obtenidas se almacenaron a 4 °C en sacarosa al 30 % hasta por 2 semanas. 

4.5. Inmunofluorescencia 

Para identificar los tipos celulares de interés y analizar la neuroinflamación 

producida por los tratamientos utilizados en este estudio, se detectaron distintas 

proteínas en la SGPA y el NDR mediante inmunofluorescencia. 

Se obtuvieron tres rebanadas cerebrales de cada animal y se colocaron a temperatura 

ambiente durante 60 min. En seguida, las rebanadas se colocaron en solución de 

bloqueo (suero filtrado de burro, SFB, al 5 % y tritón al 0.2 % en PBS) durante 2 horas 

para evitar marcas inespecíficas. Una vez bloqueados los tejidos, se añadieron los 

anticuerpos primarios contenidos en una solución incubadora (SFB al 1 % y tritón al 

0.1 % en PBS) y se colocaron en agitación constante durante 16 horas en una cámara 

de humedad a 4 °C. Transcurrido este tiempo, se realizaron lavados con PBS y se 

realizó una segunda incubación con los anticuerpos secundarios durante 2 horas en 

condiciones de obscuridad a temperatura ambiente.  
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Al finalizar la incubación, se realizaron tres lavados con PBS para retirar el exceso de 

anticuerpos. Inmediatamente se agregó, durante 5 minutos, el marcador fluorescente 

de ácido desoxirribonucleico 2-(4-amidinofenil)-1H-indol-6-carboxamidina (DAPI; 

dilución 1:800) para la detección de núcleos celulares. Las rebanadas de tejido se 

colocaron en portaobjetos gelatinizados, se cubrieron con 10 μl de medio de montaje 

(ProLong® Antifade Kit, Invitrogen, ref. 7481) y se protegieron con un cubreobjetos. 

Las muestras se almacenaron a temperatura ambiente para su análisis posterior. En 

la tabla 2 se muestran los detalles de todos los anticuerpos empleados. 

 

Tabla 2. Descripción de los anticuerpos utilizados 

Anticuerpo Dilución Compañía-Catálogo 

Mouse anti-CD11b 1:300 Abcam-ab8879 

Goat anti-GFAP 1:250 Abcam-ab53554 

Mouse anti-NeuN 1:850 Sigma-Aldrich-MAB377 

Mouse anti-TPH-2 1:300 Sigma-Aldrich-AMAb91108 

Rabbit anti-NLRP3 1:1000 Aviva Systems-OABF00351 

Mouse anti-Caspase-1 1:300 Biorbyt-ORB378615 

Rabbit anti-GSDMD-N 1:300 Cell Signaling Technologies-93709 

Anti-rabbit-A488  1:800 Invitrogen-A21206 

Anti-mouse-A555  1:1000 Invitrogen-A31570 

Anti-goat-A647 1:300 Invitrogen-A21447 
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4.6. Microscopía de epifluorescencia y confocal 

De las rebanadas de cerebro empleadas para inmunofluorescencia, se obtuvieron 

imágenes de dos zonas cerebrales: 1) la región ventrolateral de la SGPA, región que 

participa en la modulación descendente del dolor producida por opioides; y 2) la 

región ventral del NDR, que es la región con mayor cantidad de somas de células 

serotoninérgicas.  

Para analizar el número de células positivas a diferentes marcadores celulares se 

obtuvieron imágenes de 600 x 500 µm con un microscopio de epifluorescencia 

(Nikon, modelo Eclipse Ti-U; objetivo de 10x). Se emplearon los filtros estandarizados 

del microscopio Nikon para la detección de los espectros de luz emitidos por cada uno 

de los fluoróforos. Las imágenes se capturaron con el software NIS-Elements (Nikon 

Instruments Inc).  

Para analizar el sobrelapamiento de fluoróforos, se obtuvieron imágenes de alta 

resolución de 600 x 500 µm y de 40 x 40 µm (z =1 μm) con un microscopio de barrido 

láser confocal (Zeiss LSM800, modelo AX10; objetivos de 10x y 40x, 

respectivamente). Las imágenes se capturaron utilizando el software ZEN Blue 3.1 

(Carl Zeiss microscopy GmbH). Se utilizó un sistema de cuatro canales para la 

detección de diferentes fluoróforos, un diámetro de apertura de pinhole de 1 UA y un 

escaneo laser bidireccional. Para observar la morfología de las células se empleó la 

función ESID (Electronically switchable illumination and detection) que se utiliza para 

la detección mejorada del contraste de superficies transparentes y se indica como el 

contraste de interferencia diferencial (DIC, por sus siglas en inglés). En tabla 3 se 

resumen las características de los filtros del microscopio Nikon, las características 

utilizadas para microscopía confocal y los fluoróforos utilizados en este estudio. 
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Tabla 3. Condiciones empleadas para la obtención de imágenes mediante microscopía de 
epifluorescencia y confocal 

 Microscopía de epifluorescencia Microscopía confocal 

Fluoróforo 
Excitación 

(nm) 
Emisión 

(nm) 

Filtro 
estandarizado 

Nikon 

Rango de 
transmisión 

(nm) 
Color Canal 

Excitación 
(nm) 

Emisión 
(nm) 

Rango de 
detección 

(nm) 
Color 

DAPI 358 461 DAPI 375-460 Azul 1 353 465 400-500 Azul 

Alexa-488 495 519 FITC 480-535 Verde 2 493 517 492-560 Verde 

Alexa-555 555 565 TRITC 540-605 Rojo 3 553 568 564-640 Rojo 

Alexa-647 
650 665 Texas Red 560-630 Rojo 

lejano 
4 653 668 645-700 Magenta 

 

4.7. Cuantificación de imágenes 

El análisis de las imágenes obtenidas mediante microscopía de epifluorescencia y 

confocal se realizó con el software ImageJ (version 1.52n, National Institute of Health, 

USA) como se describe a continuación: 

Número de células positivas. Para cuantificar el número de somas de células 

positivas a NLRP3, caspasa-1, CD11b, NeuN y TPH-2 se utilizaron imágenes 

compuestas con tres o cuatro fluoróforos. Las imágenes se separaron en sus 

diferentes canales y se cuantificó el número de objetos positivos por campo (600 x 

500 µm) utilizando la función Analyze Particles, en el caso de imágenes de 

epifluorescencia, y 3D Object Counter, en el caso de imágenes compuestas por 

secciones en z capturadas mediante microscopia confocal. 
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Intensidad de fluorescencia: Algunas de las proteínas analizadas en este estudio no 

se localizan de manera ubicua en el soma, sino que se encuentran en regiones 

celulares específicas. La proteína GFAP se localiza tanto en somas como en las 

prolongaciones de las células, mientras que la proteína GSDMD-N se localiza en 

diferentes regiones del soma (citoplasma o membrana) dependiendo de la fase de la 

piroptosis en la que se encuentra la célula. Para analizar la expresión de estas 

proteínas se midió la intensidad de fluorescencia media de cada fluoróforo. Para esto, 

las imágenes se convirtieron a escala de grises de 8 bits, se sustrajeron los pixeles del 

fondo y se estableció un umbral límite para resaltar las estructuras de interés donde 

se cuantificó la intensidad de fluorescencia media.  

Sobrelapamiento de fluoróforos: Para analizar la localización espacial de dos 

diferentes proteínas, se calculó el coeficiente de correlación de Manders. Este 

coeficiente indica el grado de sobrelapamiento entre dos fluoróforos donde un valor 

cercano a 0 indica que no hay localización espacial entre ambos marcadores mientras 

que un valor de 1 indica el sobrelapamiento total de los dos fluoróforos (Aaron et al., 

2018). Esta herramienta se utilizó para conocer la localización del inflamasoma 

NLRP3 en los diferentes tipos celulares mediante el análisis de correlación de 

fluoróforos correspondientes a las proteínas NLRP3/CD11b, NLRP3/GFAP, 

NLRP3/NeuN y NLRP3/TPH2. El coeficiente de Manders también se utilizó para 

estudiar la posible relación entre NLRP3 y caspasa-1, dos proteínas que oligomerizan 

para formar un inflamasoma. 
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4.8. Análisis estadístico 

Las curvas dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de la morfina y el fentanilo se 

ajustaron mediante un análisis de regresión lineal de Probit (MedCalc Software bvba, 

versión 2019). A partir de estas curvas ajustadas, se calculó la dosis efectiva de cada 

opioide para producir el 50 % de su efecto antinociceptivo (DE50) y su 

correspondiente intervalo de confianza (95 %, IC). Se realizó el curso temporal del 

efecto antinociceptivo y se calculó el porcentaje de máximo efecto posible (% MEP) y 

el área bajo la curva (ABC) que se presentan como la media ± el error estándar de una 

n = 8. Se utilizó el análisis de variancia de una vía (ANOVA) seguida de una prueba de 

Tukey para comparaciones múltiples o una prueba de Dunnett para las 

comparaciones contra el control. Para evaluar el desarrollo de tolerancia a opioides 

en grupos que recibieron co-tratamientos se realizó el análisis de ANOVA de dos vías 

(factor 1: duración; factor 2: tratamiento). El desarrollo de hiperalgesia se analizó 

mediante una prueba de suma de rangos de Wilcoxon para una sola muestra donde 

los valores por debajo de 0 indicaron hiperalgesia. Para realizar el conteo de células 

positivas a diferentes marcadores, se utilizó un total de 9 imágenes tomadas de tres 

diferentes animales de cada grupo experimental. La localización espacial entre dos 

proteínas diferentes se analizó en 8-10 células por campo provenientes de tres 

cerebros diferentes para alcanzar un total de 24-30 células por cada grupo 

experimental. Se cuantificó el coeficiente de correlación de Manders y los resultados 

se analizaron mediante ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey. Se calculó 

el porcentaje de neuronas serotoninérgicas positivas a NLRP3 en los grupos tratados 

con morfina o fentanilo y se analizó con una prueba exacta de Fisher. Todas las 

pruebas estadísticas se realizaron con el software GraphPad Prism (Versión 8.0.2). 

Los datos se consideraron significativamente diferentes cuando la p ≤ 0.05. 
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4.9. Diseño experimental 

Se estudiaron las diferencias entre la morfina y el fentanilo en su capacidad para 

producir neuroinflamación y para desarrollar tolerancia a su efecto antinociceptivo, 

mediante una serie de experimentos que se presentan en el siguiente diagrama. 

 

Figura 12. Diseño experimental. Experimentos diseñados para analizar la relación entre la 

neuroinflamación y el desarrollo de tolerancia a opioide. Exp. 1) Administración aguda de morfina 

(Mor) o fentanilo (Fen) para la determinación de la curva dosis-respuesta y el curso temporal del 

efecto antinociceptivo. Exp. 2) Administración aguda de LPS para la determinación de la activación de 

microglía (CD11b), astrocitos (GFAP) y NLRP3 en la SGPA y el NDR (recuadros en color naranja 

utilizando como referencia el acueducto). Exp. 3-5) Administración repetida (19x) de Mor o Fen para la 

inducción de tolerancia antinociceptiva y el análisis de la activación de microglía, astrocitos y de la 

actividad de NLRP3 (Caspasa-1, y GSDMD-N), en microglía, astrocitos, neuronas (NeuN) y neuronas 

serotoninérgicas (TPH-2). Exp.6) Co-tratamiento de Mor o Fen con (-)-Naloxona ((-)-Nlx) o (+)-

Naloxona ((+)-Nlx) para la determinación del mecanismo de activación de microglía, astrocitos y 

NLRP3. Exp. 7 y 8) Co-tratamiento de Mor o Fen con minociclina (Mino) o MCC950 (MCC) para la 

evaluación del desarrollo de tolerancia antinociceptiva y la determinación de la activación del 

inflamasoma NLRP3. 
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4.9.1. Experimento 1: Determinación de las dosis equianalgésicas de morfina o 

fentanilo 

Se realizaron curvas dosis-respuesta para determinar el efecto antinociceptivo 

producido por la administración aguda de opioides. Para esto se administraron dosis 

crecientes de morfina (0.1 - 10 mg/kg) o fentanilo (0.001 - 0.1 mg/kg) a grupos 

individuales de ratas (n = 8). Se midió el efecto antinociceptivo inmediatamente 

después de la administración y a los 15, 30, 60, 90 y 120 min mediante la prueba de 

latencia del retiro de la cola. 

4.9.2. Experimento 2: Establecimiento de un modelo de neuroinflamación 

mediante la administración sistémica de LPS  

Se estableció un control positivo de neuroinflamación mediante la administración 

aguda de 1 mg/kg de LPS por vía intraperitoneal. Este componente forma parte de la 

membrana externa de las bacterias Gram (-) y es un potente estimulador de la 

respuesta inmunológica al activar distintos receptores de la inmunidad innata 

(Rathinam et al., 2019). Dos horas después de la administración, se extrajo el cerebro 

y se analizó, mediante inmunofluorescencia, la expresión de los marcadores de 

neuroinflamación CD11b (microglía), GFAP (astrocitos) y la activación del 

inflamasoma NLRP3 en el NDR y la SGPA. 

4.9.3. Experimento 3: Inducción de tolerancia el efecto antinociceptivo de la 

morfina y el fentanilo 

Se diseñó un protocolo de administración repetida para inducir tolerancia al efecto 

antinociceptivo de los opioides. Para esto se utilizaron dos grupos de animales (n=8 

cada uno), cada grupo se administró vía i.p. con morfina (10 mg/kg) o fentanilo (0.1 

mg/kg), tres veces al día (cada ocho horas), durante siete días hasta llegar a 19 

administraciones. El grupo control recibió el mismo número de administraciones, 

pero con solución salina al 0.9 %. Se midió el efecto antinociceptivo durante 120 min 

después de la 1ª, 7ª y 19ª administración. 
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4.9.4. Experimento 4: Evaluación de la neuroinflamación en la SGPA y el NDR 

de ratas tratadas repetidamente con morfina o fentanilo 

Para evaluar si la administración repetida de opioides induce neuroinflamación, se 

extrajo el cerebro de tres animales dos horas después de la última administración de 

morfina o fentanilo. Se analizó, mediante inmunofluorescencia, la expresión de 

CD11b, GFAP y la activación del inflamasoma NLRP3 en el NDR y la SGPA. Los datos 

obtenidos se compararon con un grupo control tratado con solución salina al 0.9 % y 

con un control positivo de neuroinflamación administrado con LPS.  

4.9.5. Experimento 5: Determinación de la localización y la activación del 

inflamasoma NLRP3 inducido por la administración repetida de morfina 

o fentanilo 

Se determinó la localización del inflamasoma NLRP3 mediante un análisis de 

sobrelapamiento entre NLRP3 y los marcadores de microglía (CD11b), astrocitos 

(GFAP) y neuronas (NeuN). En el NDR se evaluó el sobrelapamiento entre NLRP3 y la 

proteína TPH-2 (triptófano hidroxilasa 2) que se expresa en estas células ya que es la 

enzima limitante de la síntesis de serotonina. Para determinar la actividad del 

inflamasoma NLRP3 se evaluó su sobrelapamiento con caspasa-1. Además, se midió la 

inmunorreactividad de la proteína GSDMD-N para determinar si la activación de 

NLRP3 inducía piroptosis. 

4.9.6. Experimento 6: Efecto del bloqueo de los receptores opioides y del TLR4 

sobre los efectos neuroinflamatorios de los opioides  

Para determinar el mecanismo de neuroinflamación, se administró (-)-naloxona para 

bloquear a los receptores opioides o (+)-naloxona para bloquear al receptor TLR4. La 

administración de estos antagonistas se realizó 20 minutos antes de cada 

administración de morfina o fentanilo. Dos horas después de la última administración 

de opioides, se extrajo el cerebro y se analizó la inmunorreactividad de CD11b, GFAP 

y NLRP3. 
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4.9.7. Experimento 7: Efecto la minociclina sobre la tolerancia antinociceptiva 

producida por morfina o fentanilo 

Se analizó el papel de la neuroinflamación en el desarrollo de tolerancia 

antinociceptiva. Para esto se administró minociclina, un inhibidor de NF-kB, a lo largo 

del tratamiento con opioides. Cada grupo experimental (n = 8) recibió minociclina (30 

mg/kg/día, i.p.) comenzando un día previo a la primera administración de opioides y 

60 minutos antes de la segunda administración diaria de morfina o fentanilo. Los 

grupos control recibieron solamente minociclina o solución salina. Se midió el efecto 

antinociceptivo durante 120 min después de la 1ª, 7ª y 19ª administración de 

opioides. Se siguió este esquema de administración de minociclina se ya que se ha 

demostrado que, aunque su tiempo de vida media es corto (3-4 h; Colovic and Caccia, 

2003), retrasa la tolerancia antinociceptiva producida por la morfina en ratas con 

dolor neuropático (Zhang et al., 2015). 

4.9.8. Experimento 8: Efecto del MCC950 sobre la tolerancia antinociceptiva y 

la neuroinflamación inducidas por morfina o fentanilo 

Para estudiar la relación entre la activación del inflamasoma NLRP3 y el desarrollo de 

tolerancia antinociceptiva a morfina y fentanilo, se administró el fármaco MCC950, un 

potente inhibidor de la oligomerización de NLRP3 (Coll et al., 2015; Dempsey et al., 

2017). Cada grupo experimental (n = 8) recibió una administración de MCC950 (5 

mg/kg/día) comenzando un día previo a la primera administración de opioides y 60 

minutos antes de la segunda administración diaria de morfina o fentanilo. Los grupos 

control recibieron un tratamiento repetido con MCC950 o solución salina. Se midió el 

efecto antinociceptivo durante 120 min después de la 1ª, 7ª y 19ª administración de 

morfina o fentanilo. Se extrajo el cerebro de las ratas dos horas después de la última 

administración de opioides y se analizó, mediante inmunofluorescencia, la activación 

de NLRP3 y la inmunorreactividad a CD11b y GFAP. La dosis y el esquema de 

administración de MCC950 se eligió porque, bajo estas condiciones, este fármaco 

reduce el dolor inflamatorio a través de la inhibición de la oligomerización de NLRP3 

(Chen et al., 2019; Coll et al., 2019). 
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5. Resultados  

5.1. El fentanilo es más potente que la morfina para producir antinocicepción 

en ratas Wistar 

Para seleccionar la dosis de opioides a utilizar en los estudios de tolerancia, se 

hicieron curvas dosis-respuesta. La administración aguda de morfina o fentanilo 

produjo un efecto antinociceptivo dependiente de la dosis. El efecto máximo de 

morfina se presentó al administrar 10 mg/kg y alcanzó su punto más alto después de 

15 minutos; este efecto se mantuvo hasta los 120 minutos (Fig. 13a). El fentanilo 

produjo la máxima antinocicepción con 0.1 mg/kg, este efecto comenzó a los 15 

minutos, se mantuvo hasta los 30 minutos y disminuyó significativamente a los 120 

minutos (Fig. 13b). Dado que el fentanilo resultó ser 100 veces más potente que la 

morfina (0.1 mg/kg vs. 10 mg/kg, respectivamente) (Fig. 13c), se seleccionaron estas 

dosis para los siguientes experimentos. 

 
Figura 13. Efecto antinociceptivo producido por la administración aguda de morfina o fentanilo. 

a, b) Cursos temporales producidos por la administración de dosis crecientes de morfina o fentanilo. El 

control corresponde a la administración de solución salina al 0.9 %. c) Curva dosis respuesta del efecto 

máximo posible alcanzado por la administración de dosis crecientes de morfina o fentanilo. La curva se 

ajustó mediante un análisis de regresión lineal de Probit. 
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5.2. La morfina y el fentanilo producen diferentes grados de tolerancia a su 

efecto antinociceptivo después de su administración repetida 

Una vez seleccionadas las dosis, se determinó el número de administraciones 

necesarias para desarrollar tolerancia a los opioides. Como se puede observar en el 

curso temporal, la duración del efecto antinociceptivo de la morfina disminuyó 

gradualmente después de 7 y 19 administraciones (Fig. 14a). Al comparar el efecto 

máximo observamos que en la última administración de morfina el efecto disminuyó 

hasta más del 50 % y esta disminución fue estadísticamente significativa (F(2,27) = 

12.95; p = 0.0001; Fig. 14b). El desarrollo de tolerancia es más evidente cuando se 

compararon los valores de ABC, en este caso se observó que los efectos de la morfina 

disminuyeron significativamente desde la séptima administración y este efecto fue 

más evidente después de 19 administraciones (F(2,27) = 36,3; p < 0.0001; Fig. 14c).  

La administración repetida de fentanilo disminuyó la duración del efecto 

antinociceptivo y se observó hiperalgesia 120 minutos después de la última 

administración (p = 0.016; prueba de suma de rangos de Wilcoxon para una sola 

muestra, Fig. 14d). No hubo diferencias estadísticas significativas entre la 1ª, 7ª y 19ª 

administración de fentanilo al comparar los valores de Emax (F (2,27) = 2,26; P = 0,12; 

Fig. 14e), pero las diferencias fueron evidentes cuando se compararon los valores de 

ABC donde se observa una disminución en el afecto antinociceptivo del fentanilo 

después de 7 y 19 administraciones (F(2, 27) = 12.75; p = 0.0001; Fig. 14f) .  



 
42 

 

Figura 14. Efecto antinociceptivo producido por la administración repetida de morfina o 

fentanilo. a, d) Curso temporal del máximo efecto posible inducido por la administración aguda o 

repetida (1x, 7x y 19x) de morfina o fentanilo. b, e) Efecto máximo (Emax) producido por la 

administración aguda o repetida de morfina o fentanilo. c, f) Área bajo la curva (ABC) del efecto 

producido por la administración aguda o repetida de morfina o fentanilo. Cada punto en la curva 

representa la media ± e.e. de una n = 8. El control corresponde a animales tratado con solución salina al 

0.9 %. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una vía seguida de una prueba de Tukey, **p < 0.01, 

*** p < 0.001, ****p < 0.0001; +p < 0.05; prueba de suma de rangos de Wilcoxon para una sola muestra. 

Tomando en cuenta estos resultados, decidimos analizar los efectos 

neuroinflamatorios dos horas después de 19 administraciones de opioides ya que es 

el punto donde se observaron las principales diferencias en el efecto antinociceptivo 

de la morfina y el fentanilo.  
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5.3. El LPS induce la expresión de NLRP3 en microglía, astrocitos y neuronas 

de la SGPA y el NDR  

Previo a la evaluación de los efectos neuroinflamatorios producidos por morfina o 

fentanilo, se estableció un control positivo de neuroinflamación. La administración 

sistémica de 1 mg/kg de LPS produjo un aumento significativo en la activación del 

inflamasoma NLRP3 y en la inmunorreactividad de los marcadores de microglía 

(CD11b) y astrocitos (GFAP) tanto en la SGPA como en el NDR (Figs. 15a, e). Estas 

observaciones se confirmaron mediante la cuantificación del número de células 

positivas a NLRP3 (Figs. 8b, f) y CD11b (Figs. 15c, g), así como de la intensidad de 

fluorescencia media de GFAP (Fig. 15d, h). 

 

Figura 15. Efectos neuroinflamatorios producidos por la administración aguda de LPS. a, e) 

Imágenes representativas que muestran la inmunorreactividad a NLRP3, CD11b y GFAP en la SGPA (a) 

y el NDR (e) de animales que recibieron LPS o solución salina. En la esquina superior de las imágenes 

del panel a se observa el acueducto. Barra de escala: 100 µm b, f) Conteo del número de células 

positivas a NLRP3. c, g) Conteo del número de células positivas a CD11b. d, h) Intensidad de 

fluorescencia media (Int. de fl.) producida por GFAP. Cada barra representa la media ± e.e. de una 

nrebanadas/animales = 9.  Los datos se analizaron mediante una prueba t de Student, **p < 0.01, ***p < 0.001, 

****p < 0.0001. 
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Para determinar los tipos celulares que expresaron el inflamasoma NLRP3 inducido 

por LPS, se realizó un análisis de inmunofluorescencia. Como se observa en la figura 

16a, la administración aguda de LPS induce la activación del inflamasoma NLRP3 en 

microglía, astrocitos y neuronas (CD11b, GFAP y NeuN, respectivamente). El análisis 

de sobrelapamiento de Manders indica que los tres tipos celulares expresan el 

inflamasoma NLRP3 y que en los astrocitos y las neuronas se observa un efecto 

significativamente mayor que en la microglía (F2,48 = 302.2; p < 0.0001; Fig. 16b).  

 

Figura 16. Localización del inflamasoma NLRP3 en distintos tipos celulares de la SGPA/NDR. a) 

Imágenes representativas de células individuales donde se muestra la co-localización de NLRP3 

(verde) con CD11b, GFAP o NeuN (rojo). El núcleo celular se marcó con DAPI (azul). Barra de escala: 10 

µm. b) Análisis de sobrelapamiento de Manders entre NLRP3 y CD11b, GFAP o NeuN. Cada barra 

representa la media ± e.e. de una n = 25 células doble positivas para NLRP3 y los marcadores de cada 

tipo celular. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una vía seguida de una prueba de Tukey, 

****p < 0.0001. 

5.4. La administración repetida de morfina o fentanilo induce la activación del 

inflamasoma NLRP3 y el aumento en la activación de la microglía y los 

astrocitos en la SGPA y el NDR  

Una vez estandarizada la técnica de detección del inflamasoma NLRP3, se evaluó la 

activación de NLRP3, microglía y astrocitos en la SGPA y el NDR de ratas que 

recibieron morfina o fentanilo. Los grupos administrados repetidamente con morfina 

o fentanilo mostraron una gran cantidad de células positivas a NLRP3 tanto en la 

SGPA como en el NDR (Fig. 17a). Este incremento es estadísticamente significativo 

cuando se compara contra el control (F2,16 = 19.06; p < 0.0001; Fig. 17b y F2,16 = 28.78; 

p < 0.0001; Fig. 17c).  En particular, en el NDR se observa que la cantidad de células 

positivas a NLRP3 inducidas por fentanilo es significativamente mayor que las 

inducidas por morfina (Fig. 17c).  
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Figura 17. Activación del inflamasoma NLRP3 inducida por la administración repetida de 

morfina o fentanilo. a y b) Imágenes representativas de la inmunorreactividad a NLRP3 en la SGPA y 

el NDR de ratas que recibieron morfina, fentanilo o solución salina de manera repetida. El núcleo 

celular se marcó con DAPI. En la esquina superior de las imágenes superiores se observa el acueducto. 

Barra de escala: 100 µm. b y c) Conteo del número de células positivas a NLRP3 en la SGPA y el NDR. 

Cada barra representa la media ± e.e de nrebanadas/animales = 9. Los datos se analizaron mediante ANOVA 

de una vía seguida de una prueba de Tukey, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 para 

comparaciones contra el control; &&p < 0.01 para la comparación entre grupos. 

Ya que las principales diferencias entre morfina y fentanilo para inducir la activación 

de NLRP3 se observan en el NDR, decidimos evaluar la expresión de microglía y 

astrocitos en esta región cerebral. Como se observa en la Fig. 18a, la administración 

repetida de morfina o fentanilo induce un incremento similar en el número de células 

positivas a CD11b (F(2,16) = 34.37; p <  0.0001; Fig. 18b) y en la intensidad de 

fluorescencia de GFAP (F(2,16) = 35.99; p <  0.0001; Fig. 18c). 

 

100 μm 
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Figura 18. Activación de la microglía y los astrocitos en respuesta a la administración repetida 

de morfina o fentanilo. a) Imágenes representativas de la inmunorreactividad a CD11b y GFAP en el 

NDR de ratas que recibieron 19 administraciones de morfina, fentanilo o solución salina. Barra de 

escala: 100 µm. b) Conteo del número de células positivas a CD11b. c) Intensidad de fluorescencia 

media producida por GFAP. Cada barra representa la media ± e.e. del conteo de 9 rebanadas obtenidas 

de tres diferentes animales. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una vía seguida de una 

prueba de Tukey, ****P < 0.0001. 

5.5. El NLRP3 inducido por la administración repetida de morfina o fentanilo 

se localiza en neuronas y astrocitos, pero no en microglía 

El siguiente objetivo de este trabajo fue determinar la localización de NLRP3 inducido 

por la administración repetida de morfina o fentanilo en los diferentes tipos celulares. 

Para esto, se realizó una doble inmunofluorescencia para determinar la expresión del 

inflamasoma y los marcadores específicos celulares. El inflamasoma NLRP3 inducido 

por la administración repetida de morfina o fentanilo se encontró dentro de células 

positivas a GFAP y NeuN, pero no en células positivas a CD11b (Fig. 19a). El 

tratamiento repetido con morfina o fentanilo no produjo un incremento significativo 

en el coeficiente de sobrelapamiento de Manders cuando se analizó la correlación 

entre NLRP3 y CD11b (F(2,48) = 0.41; p = 0.67; Fig. 19b). En contraste, tanto la morfina 

como el fentanilo produjeron un incremento significativo en el sobrelapamiento del 

inflamasoma NLRP3 con el marcador específico de astrocitos (F(2,48) = 56.61; p <  

0.0001; Fig. 19c) y neuronas (F(2,48) = 330.5; p <  0.0001; Fig. 19d), pero no de 

microglía. Los efectos del fentanilo son más evidentes en neuronas. 
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Figura 19. Localización del inflamasoma NLRP3 en distintos tipos celulares del NDR. a) Imágenes 

representativas de la inmunofluorescencia de NLRP3 y los marcadores de microglía (CD11b), 

astrocitos (GFAP) y neuronas (NeuN). Barra de escala: 10 µm. b, c, d) Análisis de sobrelapamiento de 

Manders entre NLRP3 y CD11b, GFAP o NeuN. Cada barra representa la media ± e.e. de una n = 25 

células. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una vía seguida de una prueba de Tukey, ****p < 

0.0001 para comparaciones contra el control. &&&p < 0.001 para comparaciones entre grupos. 

5.6. El NLRP3 inducido por la administración repetida de morfina y fentanilo 

se localiza en neuronas serotoninérgicas del NDR 

Debido a que el NDR se constituye principalmente por neuronas serotoninérgicas, y la 

serotonina tiene un papel importante en la modulación del dolor, se realizó una doble 

inmunofluorescencia para NLRP3 y TPH-2, la enzima limitante en la síntesis de 

serotonina. La administración repetida de morfina o fentanilo indujo la activación del 

inflamasoma NLRP3 en neuronas serotoninérgicas (Fig. 20a). Del total de células que 

expresaron el inflamasoma NLRP3, la proporción de células positivas a TPH-2 fue más 

alta en el grupo que recibió fentanilo de manera repetida (579/836 células; 69.3 %) 

que en el grupo que recibió morfina (176/592 células; 29.7 %; p < 0.0001; Fig. 20b). 
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Figura 20. Localización del inflamasoma NLRP3 en neuronas serotoninérgicas inducido por la 

administración repetida de morfina o fentanilo. a) Imágenes representativas de la 

inmunorreactividad a NLRP3 en neuronas serotoninérgicas (TPH-2) en los grupos tratados 

repetidamente con morfina o fentanilo. Barra de escala: 100 µm para imágenes completas y 10 µm 

para las imágenes ampliadas. b) Proporción de neuronas serotoninérgicas que expresan el 

inflamasoma NLRP3. nmorfina= 592 células, nfentanilo = 863 células obtenidas de nueve rebanadas de tres 

diferentes animales. ****p < 0.0001, prueba exacta de Fisher. 

5.7. La administración repetida de morfina o fentanilo inducen la activación de 

caspasa-1 y GSDMD-N 

Los experimentos anteriores permitieron demostrar la expresión del inflamasoma en 

respuesta a la administración repetida de morfina y fentanilo, principalmente en 

neuronas y astrocitos, pero no su funcionalidad. Para estudiar la funcionalidad del 

inflamasoma NLRP3, se evaluó la expresión de las proteínas caspasa-1 y GSDMD-N. La 

administración repetida de ambos opioides indujo un incremento en el número de 

células positivas a caspasa-1. Este incremento fue mayor en el grupo que recibió 

fentanilo (F(2,24) = 19.66; p <  0.0001; Figs. 21a, b). El coeficiente de Manders indicó un 

alto grado de sobrelapamiento entre NLRP3 y caspasa-1 que fue significativo cuando 

se comparó contra el control y que fue más evidente en el grupo de fentanilo (F(2,72) = 

634.2; p <  0.0001; Figs. 21c, d). 

Para estudiar si la oligomerización del inflamasoma NLRP3 lleva a la muerte celular 

por piroptosis, se determinó la expresión de la proteína formadora de poros GSDMD-

N en el NDR. La administración repetida de morfina y de fentanilo indujo la expresión 

de GSDMD-N (F(2,24) = 121.2; p <  0.0001) pero el fentanilo tuvo mayor efecto (Figs. 

21e, f). 
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Figura 21. Expresión de las proteínas caspasa-1 y GSDMD-N en el NDR de ratas administradas 

repetidamente con morfina o fentanilo. a) Imágenes representativas la inmunorreactividad a 

NLRP3 y caspasa-1 en el NDR de ratas tratadas repetidamente con morfina, fentanilo o solución salina. 

Barra de escala: 100 μm. b) Número de células positivas a caspasa-1. Cada barra representa la media ± 

e.e. de una nrebanadas/animales = 9. c) Imágenes representativas de células con inmunorreactividad a NLRP3 

y caspasa-1 en el NDR. Barra de escala: 10 μm. d) Coeficiente de sobrelapamiento de Manders entre 

caspasa-1 y NLRP3. Cada barra representa la media ± e.e. de una n = 30 células. e) Imágenes 

representativas que muestran la inmunorreactividad a GSDMD-N y el contraste de interferencia 

diferencial (DIC) en el NDR. f) Intensidad de fluorescencia media de GSDMD-N. Cada barra representa 

la media ± e.e. de una nrebanadas/animales = 9. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una vía seguida 

de una prueba de Tukey, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 para las comparaciones contra el control; &p < 

0.05 para las comparaciones entre grupos experimentales. 
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5.8. Los receptores opioides y TLR4 participan de manera diferencial en la 

neuroinflamación inducida por opioides 

Para identificar el papel de los receptores opioides y TLR4 en la neuroinflamación 

producida por el tratamiento repetido de morfina y fentanilo, se administró el 

antagonista opioide (-)-naloxona y el antagonista del TLR4 (+)-naloxona. Como se 

mencionó previamente, la administración repetida de morfina y fentanilo inducen el 

aumento en la expresión de NLRP3, CD11b y GFAP (Fig. 22), pero este experimento 

mostró que la administración del antagonista no selectivo de receptores opioides (-)-

naloxona disminuyó el número de células positivas a NLRP3 y CD11b, mientras que el 

bloqueo de TLR4 con (+)-naloxona no tuvo efecto (Figs. 22a, b). En contraste, el 

incremento en la intensidad de fluorescencia de GFAP, se previno solamente con la 

administración de (+)-naloxona (Fig. 22c). 

Figura 22. Efecto de (-)-naloxona y (+)-

naloxona sobre la neuroinflamación 

inducida por la administración 

repetida de morfina o fentanilo. a, b) 

Número de células positivas a NLRP3 y 

CD11b en el NDR de animales que 

recibieron (-)-naloxona o (+)-naloxona 20 

minutos antes de cada administración de 

morfina o fentanilo. c) Intensidad de 

fluorescencia media a GFAP en el NDR de 

animales que recibieron (-)-naloxona o 

(+)-naloxona 20 minutos antes de cada 

administración de opioides. Cada barra 

representa la media ± e.e. de una 

nrebanadas/animales = 9. Los datos se 

analizaron mediante ANOVA de una vía 

seguida de una prueba de Tukey, *p < 

0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 

0.0001 para las comparaciones entre 

grupos experimentales. 
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5.9. La minociclina y el MCC950 retrasan el desarrollo de tolerancia 

antinociceptiva a morfina y fentanilo y evitan el desarrollo de hiperalgesia 

producido por fentanilo  

Para conocer el papel de la neuroinflamación producida por la morfina y el fentanilo 

sobre el desarrollo de tolerancia antinociceptiva producida por ambos opioides y 

sobre el desarrollo de hiperalgesia producida por fentanilo, se evitó el proceso 

neuroinflamatorio, previamente caracterizado, mediante dos aproximaciones 

experimentales: a) la administración del anti-inflamatorio minociclina; y b) el 

bloqueo de la oligomerización de NLRP3 por medio del inhibidor selectivo MCC950. 

En la Tabla 4 se muestran los valores de Emax y ABC para la 1ª, 7ª y 19ª 

administración de morfina o fentanilo en condiciones control o con el pretratamiento 

de minociclina o MCC950. Como puede observarse, ambos fármacos retrasaron el 

desarrollo de tolerancia antinociceptiva.  

Tabla 4. Valores de Emax y área bajo la curva (ABC) correspondientes a la evaluación durante 
120 minutos del curso temporal del efecto antinociceptivo 

Tratamiento Emax (%) ABC Tratamiento Emax (%) ABC 

Mor 1x 94.77 ± 3.6 9651 ± 554.3 Fen 1x 92.31 ± 5.6 6417 ± 729.4 

Mor 7x 86.51 ± 4.7 6242 ± 537.2** Fen 7x 75.97 ± 7.2 3512 ± 746& 

Mor 19x 45.93 ± 11**** 3196 ± 516**** Fen 19x 68.34 ± 10.6 1896 ± 383.8&&&& 

Mino + Mor 1x 89.06 ± 5.1 8437 ± 982.6 Fen + Mino 1x 91.64 ± 5.8 6669 ± 842.5 

Mino + Mor 7x 87.44 ± 6.9 8345 ± 780.6 Fen + Mino 7x 96.76 ± 1.7 6827 ± 751.2 

Mino + Mor 19x 71.19 ± 10.2 5869 ± 955.7** Fen + Mino 19x 84.41 ± 6.1 5266 ± 714.4 

MCC + Mor 1x 100 10741 ± 331.1 Fen + MCC 1x 95.69 ± 3.2 8294 ± 613.4 

MCC + Mor 7x 100 8950 ± 591.0 Fen + MCC 7x 82. 87 ± 7.5 7711 ± 876.2 

MCC + Mor 19x 85.15 ± 7.2 6119 ± 880.4** Fen + MCC 19x 68.66 ± 13.7 4158 ± 652.2 

Todos los datos están expresados como la media ± e.e.  *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001 para la 

comparación contra Mor 1x; &P < 0.05, &&&&P < 0.0001 para la comparación contra Fen 1x; Anova de 

dos vías seguida por la prueba de Dunnett.  
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Para hacer una comparación más clara de los efectos particulares de los dos 

inhibidores, en la Fig. 23 se presenta el curso temporal del efecto antinociceptivo 

observado en la 19ª administración de opioides en las tres condiciones 

experimentales. El grupo control (en verde) se tomó de la Fig. 13 y se presenta aquí 

con líneas punteadas para mostrar que la 19ª administración de morfina produjo 

menos del 50 % de su efecto antinociceptivo inicial, pero en presencia de minociclina 

o MCC950 alcanzó valores arriba de 70 % y 80 %, respectivamente (F(2,23) = 4.19; p = 

0.028; Figs. 23a, b). Esta reducción en el desarrollo de tolerancia también se observó 

en el ABC (F(2,23) = 4.69; p = 0.019; Fig. 23c). Por otra parte, la minociclina y el 

MCC950 no modificaron el efecto antinociceptivo del fentanilo medido como Emax 

(F(2,23) = 0.7; p = 0.505; Fig. 23d, e), pero sí como ABC (F(2,23) = 9.4; p = 0.001; Figs. 

23f). Además, la hiperalgesia producida por fentanilo, que se observó en animales sin 

pretratamiento, no se presentó en los que fueron administrados con minociclina o 

MCC950 (p = 0.31 and p = 0.38, respectivamente; prueba de suma de rangos de 

Wilcoxon para una sola muestra).   
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Figura 23. Efecto de la minociclina o el MCC950 sobre los efectos nociceptivos producidos 

después de 19 administraciones de morfina o fentanilo. a) Curso temporal del efecto nociceptivo 

producido por morfina sola o en combinación con minociclina (Mino) o MCC950 (MCC). b, e) Emax 

producido por morfina o fentanilo con o sin con-tratamiento con minociclina o MCC950. c, f) Área bajo 

la curva (ABC) correspondiente al efecto antinociceptivo producido por cada opioide a lo largo de dos 

horas de observación. Cada punto o barra corresponde a la media ± e.e. de una n = 8. Anova de una vía 

seguida de una prueba de Tukey. *p < 0.05, ***p < 0.001. 

5.10. El fármaco MCC950 evita la oligomerización del inflamasoma NLRP3 

producida por la administración repetida de morfina y fentanilo 

Una vez que encontramos que el MCC950 fue efectivo para disminuir el desarrollo de 

la tolerancia antinociceptiva producida por la administración repetida de opioides, 

evaluamos su efecto en la expresión de NLRP3 en el NDR de ratas administradas 

repetidamente con morfina o fentanilo. El MCC950 no tuvo efecto en el grupo control, 

pero previno significativamente el incremento en la activación de NLRP3 producida 

por morfina y fentanilo (F(5,48) = 24.22; p <  0.0001; Figs. 24a, b). Además, el efecto 

inhibidor de MCC950 fue más evidente en el grupo de fentanilo donde el número de 

células positivas a NLRP3 disminuyó un 72.8 % en comparación con el grupo de 

morfina donde la disminución fue del 64 %.  
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Figura 24. Efecto del MCC950 sobre la activación de NLRP3 inducida por la administración 

repetida de morfina o fentanilo. a) Cuantificación del número de células positivas a NLRP3. Las 

líneas punteadas representan la cuantificación de grupos que recibieron únicamente opioides, las 

líneas continuas representan a los grupos que recibieron MCC950 como co-tratamiento a lo largo de la 

administración con morfina o fentanilo. Cada barra representa la media ± e.e. de una nrebanadas/animales = 

9. b) Imágenes representativas de la inmunorreactividad a NLRP3 en el NDR de ratas que recibieron 

MCC950 como co-tratamiento a lo largo de la administración con morfina o fentanilo. El núcleo celular 

se marcó con DAPI. Barra de escala: 100 µm para imágenes completas y 10 µm para el zoom. Los datos 

se analizaron mediante un ANOVA de una vía seguida de una prueba de Tukey.  **p < 0.01, ****p < 

0.0001 para la comparación contra el control; &p < 0.05, &&&p < 0.001 para la comparación entre 

grupos. 
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6. Discusión 

Existe evidencia en la literatura de que la tolerancia al efecto antinociceptivo de la 

morfina se puede retrasar con fármacos con actividad anti-inflamatoria (Harada et al., 

2013; Mika et al., 2009). Esto sugiere que la neuroinflamación participa en los efectos 

producidos por la administración repetida de morfina, pero no hay estudios que 

aborden los efectos neuroinflamatorios producidos por otros opioide de importancia 

clínica como el fentanilo. En este trabajo analizamos la activación del inflamasoma 

NLRP3 producida por la administración repetida de morfina o fentanilo en la SGPA y 

el NDR, dos estructuras importantes en la modulación del dolor. También, 

determinamos los tipos celulares que expresan el inflamasoma NLRP3 y estudiamos 

la piroptosis de neuronas serotoninérgicas. Finalmente, determinamos la relación que 

existe entre la activación del inflamasoma NLRP3 y el desarrollo de tolerancia 

antinociceptiva. Nuestros principales resultados son los siguientes:  

1. La administración repetida de morfina o fentanilo produce diferentes grados de 

tolerancia. El efecto antinociceptivo de la morfina disminuye en duración y en 

eficacia mientras que el fentanilo mantiene su eficacia, pero la duración de sus 

efectos disminuye y produce hiperalgesia. 

2. La administración repetida de morfina o fentanilo induce la activación del 

inflamasoma NLRP3 en la SGPA y el NDR. Las principales diferencias entre ambos 

opioides se presentan en el NDR, donde el efecto del fentanilo es más evidente. En 

esta región ambos opioides inducen la activación de microglía y astrocitos 

incrementando la expresión de los marcadores específicos CD11b y GFAP, 

respectivamente. 

3. El inflamasoma NLRP3 inducido por la administración repetida de morfina o 

fentanilo se localiza en neuronas serotoninérgicas y en astrocitos, pero no en 

microglía. 

4. La administración repetida de morfina y fentanilo induce piroptosis neuronal en 

el NDR. 
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5. Los receptores opioides y TLR4 participan de manera diferencial en la 

neuroinflamación inducida por opioides en el NDR. Los receptores opioides están 

involucrados en la activación de NLRP3 y la microgliosis, mientras que la 

activación de TLR4 es necesaria para inducir astrogliosis. 

6. El bloqueo de la vía de activación de NF-kB y de la oligomerización del 

inflamasoma NLRP3 evita el desarrollo de tolerancia antinociceptiva producida 

por morfina y fentanilo, y previenen el desarrollo de hiperalgesia producida por 

fentanilo.  

A continuación, se discuten estos resultados. 

6.1. Existen diferencias entre la morfina y el fentanilo para producir tolerancia 

antinociceptiva y en su capacidad para producir neuroinflamación en el 

NDR, donde los efectos del fentanilo son más evidentes 

Una consecuencia derivada del uso repetido de opioides es el desarrollo de tolerancia 

a su efecto antinociceptivo. En este trabajo mostramos que el efecto antinociceptivo 

de la morfina disminuye en magnitud y duración mientras que el efecto del fentanilo 

se mantiene, pero induce hiperalgesia después de su administración repetida. Estos 

resultados son similares a reportes previos que mencionan que el fentanilo induce 

menor tolerancia analgésica que la morfina (Bobeck et al., 2012; Molina-Martínez 

et al., 2014). También, se ha reportado que bajo condiciones experimentales 

específicas, tanto la morfina como el fentanilo pueden producir hiperalgesia (Célèrier 

et al., 2000; Mao et al., 1995). En nuestro estudio, empleamos un esquema de 

administración de dosis equianalgésicas que nos permite observar el desarrollo de 

tolerancia antinociceptiva producida por morfina y fentanilo y la hiperalgesia 

únicamente en los animales administrados con fentanilo. Nuestros resultados 

coinciden con algunas observaciones clínicas que indican que el desarrollo de 

tolerancia analgésica e hiperalgesia dependen del esquema de administración y del 

opioide empleado (Hayhurst y Durieux, 2016).  
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Una vez establecidas las diferencias entre morfina y fentanilo para producir 

tolerancia antinociceptiva e hiperalgesia, propusimos la hipótesis de que ambos 

opioides podrían diferir en su capacidad para producir neuroinflamación en el NDR y 

la SGPA, dos regiones que modulan la transmisión del dolor.  Para abordar esta idea, 

medimos la activación del inflamasoma NLRP3, de la microglía y de los astrocitos 

después de la última administración de opioides, cuando se observan las principales 

diferencias en tolerancia antinociceptiva entre la morfina y el fentanilo.  

Nuestro principal hallazgo fue que la administración repetida de morfina o fentanilo 

induce la activación del inflamasoma NLRP3 en el NDR y la SGPA, pero el fentanilo lo 

hace en mayor magnitud que la morfina en el NDR. Un estudio reciente demostró que 

el bloqueo farmacológico del inflamasoma NLRP3 en la corteza de ratones evita el 

desarrollo de tolerancia al efecto antinociceptivo producido por la administración de 

morfina (10 mg/kg, 7 días, s.c.). En ese mismo estudio, los autores demostraron que, 

en ratones carentes del gen Nlrp3, la morfina produce un menor grado de tolerancia 

antinociceptiva (Liu et al., 2020). Otro estudio demostró que el bloqueo del 

inflamasoma NLRP3, en la médula espinal de ratas con dolor neuropático, evita el 

desarrollo de tolerancia antinociceptiva producida por morfina en un efecto 

dependiente de la dosis (Cai et al., 2016). Con respecto al fentanilo, este es el primer 

estudio que muestra que este opioide induce la activación del inflamasoma NLRP3 y 

que lo hace en mayor magnitud que la morfina. Además, en dosis equianalgésicas y 

con los mismos esquemas de administración, ambos opioides producen tolerancia 

antinociceptiva, pero solo el fentanilo produce hiperalgesia. Estos resultados y los de 

la literatura sugieren que el grado de activación del inflamasoma NLRP3 inducida por 

la morfina o el fentanilo podría estar relacionado con las diferencias de cada opioide 

para producir tanto la tolerancia antinociceptiva como la hiperalgesia.  

Se han sugerido varios mecanismos para explicar cómo la activación de inflamasomas 

puede contribuir al desarrollo de tolerancia a los efectos antinociceptivos de los 

opioides (Xu et al., 2017). Entre los más estudiados está la liberación glial de 

mediadores inflamatorios que podrían favorecer la transmisión de la información 

nociceptiva (Gustafson-Vickers et al., 2008; Mohan, 2016). En este sentido, nuestros 
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resultados mostraron que la administración repetida de morfina y fentanilo inducen 

astrogliosis y microgliosis en la SGPA y el NDR, lo que indica que los opioides 

producen neuroinflamación en ambas regiones. Se ha demostrado que la activación 

de la microglía y los astrocitos en la médula espinal de ratas correlaciona con la 

pérdida del efecto antinociceptivo de la morfina (10 mg/kg, 5 días) (Martyn et al., 

2019; Raghavendra et al., 2002). Nuestros datos extienden estos hallazgos a otras 

regiones cerebrales y a otro opioide de relevancia clínica. Existe la posibilidad de que 

la neuroinflamación producida en regiones supraespinales contribuya a la pérdida del 

efecto antinociceptivo de los opioides, posiblemente mediante un mecanismo de 

sensibilización neuronal similar al que se ha observado con otros estímulos como el 

daño al tejido o la invasión de patógenos (Baral et al., 2019). Para comprobar esta 

hipótesis es necesario estudiar la actividad de los mediadores inflamatorios liberados 

de las células gliales inducidos por morfina y fentanilo, y los cambios que podrían 

generar en las neuronas que facilitan la transmisión nociceptiva. 

La neuroinflamación producida por opioides, medida como la activación de la 

microglía, los astrocitos y el inflamasoma NLRP3, podría ser similar o no a la que 

produce un reto inmunológico; por eso administramos la endotoxina LPS, además de 

incluir este grupo experimental como un control positivo. La neuroinflamación 

producida por la morfina y el fentanilo fue similar en magnitud a la producida por el 

LPS, pero difirió en distribución espacial ya que los opioides producen 

neuroinflamación principalmente en el NDR mientras que el LPS la produce de 

manera generalizada. En este sentido, existe evidencia previa de que la gliosis 

inducida por morfina ocurre en áreas relacionadas con la transmisión del dolor como 

la SGPA y el ADME (Doyle et al., 2017; Harada et al., 2013; Posillico et al., 2015). 

Nuestros resultados aportan evidencia de que los efectos neuroinflamatorios 

diferenciales producidos por la morfina y el fentanilo también ocurren en el NDR, otra 

región importante en el control descendente de la transmisión del dolor. Además, 

estos resultados también indican que el LPS es un estímulo de gran intensidad que, 

aunque puede utilizarse como un control positivo de neuroinflamación, no es 

específico para cada tipo celular. 
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6.2. A diferencia de un reto inmunológico, la activación de NLRP3 inducida por 

la morfina o el fentanilo sucede específicamente en neuronas y astrocitos 

En este estudio demostramos que las neuronas, los astrocitos y la microglía del NDR y 

la SGPA pueden expresar el inflamasoma NLRP3 en respuesta a un reto con LPS. 

Previamente, se reportó que el LPS induce la activación del inflamasoma NLRP3 en 

macrófagos y monocitos (Awad et al., 2017), células inmunológicas que derivan de los 

mismos precursores que la microglía (Ginhoux et al., 2010, 2013). Además, otras 

células no inmunológicas, como las neuronas, tienen la capacidad de expresar el 

inflamasoma NLRP3 cuando se encuentran en condiciones de daño (Debye et al., 

2018; von Herrmann et al., 2018). Estos datos apoyan nuestro hallazgo en el sentido 

de que, bajo condiciones y estímulos específicos, las neuronas pueden responder al 

daño mediante la activación receptores tipos NOD y abren un campo nuevo de 

investigación sobre la función que el inflamasoma NLRP3 podría tener en las 

neuronas y las consecuencias de su activación en la neurotransmisión. 

En el caso de la neuroinflamación producida por opioides, observamos que la 

administración repetida de morfina y fentanilo activa el inflamasoma NLRP3 en 

neuronas serotoninérgicas y en astrocitos, pero no en la microglía del NDR. En este 

mismo sentido, otro estudio demostró que la administración intratecal de 10 µg de 

morfina durante 7 días puede inducir la expresión de NF-kB en neuronas y astrocitos, 

pero no en la microglía de la médula espinal (Bai et al., 2014)- Estos datos indican que 

las acciones de la microglía son diferentes cuando se activa por opioides o por PAMPs 

como el LPS, y que los opioides, cuando se administran repetidamente, tienen sus 

efectos neuroinflamatorios principalmente en neuronas y astrocitos. 

Nuestro grupo de investigación y otros autores han estudiado las acciones anti- y pro-

inflamatorias de los opioides en varios tipos celulares dentro y fuera del SNC. En 

células cebadas del peritoneo de ratones, la morfina y el fentanilo tienen un efecto 

inmunosupresor cuando se administran de manera aguda, ya que previenen la 

liberación del TNF inducido por LPS (Molina-Martínez et al., 2014). Algo similar se 

observó en cultivos de microglía donde la morfina suprimió la liberación de 
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quimiocinas inducidas por la endotoxina (Hu et al., 2000). Por otra parte, se demostró 

que el fentanilo, administrado de manera aguda, activa NF-kB en monocitos humanos 

(Compton et al., 2015). Con respecto a la administración repetida de opioides, algunas 

evidencias señalan que el fentanilo (4x, 60 µg/kg, s.c., a intervalos de 15 min) activa la 

microglía e induce la liberación de citocinas pro-inflamatorias en ratas (Chang et al., 

2018). En nuestro estudio, demostramos que el fentanilo administrado de manera 

repetida tiene mayor potencial que la morfina para inducir la activación del 

inflamasoma NLRP3 en el NDR y que este efecto se observa solamente en neuronas y 

astrocitos. Estos datos sugieren que los efectos pro-inflamatorios inducidos por 

opioides dependen del tipo celular en el cual actúen y que el fentanilo tiene un mayor 

efecto pro-inflamatorio dentro del SNC que el que produce la morfina. 

6.3. La activación del inflamasoma NLRP3 inducido por morfina o fentanilo 

produce piroptosis de neuronas serotoninérgicas  

La liberación de la citocina IL-1β depende de la activación de inflamasomas y 

representa un factor importante en el desarrollo de tolerancia analgésica a la morfina 

(Eisenstein et al., 2006). Se ha demostrado que el antagonismo de ésta citocina 

aumenta y prolonga el efecto antinociceptivo producido por 4 mg/kg s.c. de morfina, 

además, la deleción del receptor IL-1R, atenúa el desarrollo de tolerancia analgésica 

producido por la morfina (10 mg/kg s.c., durante 7 días) en ratones (Shavit et al., 

2005). Para la liberación de IL-1β, es necesaria la oligomerización de inflamasomas y 

la permeabilización de la membrana celular (Martín-Sánchez et al., 2016). Nuestros 

hallazgos mostraron que la administración repetida de morfina y fentanilo indujo la 

activación de caspasa-1 en los sitios donde se expresa el inflamasoma NLRP3 en el 

NDR. El alto grado de sobrelapamiento entre la señales detectadas para estas dos 

proteínas sugiere que se produce la oligomerización del inflamasoma NLRP3 (Kelley 

et al., 2019) . Sin embargo, se sabe que la formación del inflamasoma NLRP3 induce la 

liberación de mediadores inflamatorios y, dependiendo del daño, puede producir o no 

piroptosis por permeabilización de la membrana celular (Evavold et al., 2018; Zheng 

et al., 2020). Considerando esto, evaluamos la formación de poros membranales 

dependientes de la ruptura de la proteína GSDMD (Sborgi et al., 2016) en el NDR de 
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ratas tratadas repetidamente con morfina o fentanilo. Observamos un incremento en 

la inmunorreactividad de la porción N-terminal de la proteína GSDMD, que es la 

fracción de la proteína que se activa por caspasa-1  y oligomeriza para formar poros 

membranales (Shi et al., 2015). Estas evidencias indican que tanto la morfina como el 

fentanilo inducen la muerte celular por piroptosis en el NDR, en un mecanismo que 

requiere de la activación y oligomerización de NLRP3, pero las consecuencias de esta 

muerte celular no se conocen con detalle. 

El proceso de muerte celular por piroptosis induce, en primer término, la liberación 

de citocinas que podrían tener efectos a nivel local (Evavold et al., 2018). Se ha 

demostrado que el incremento en la transcripción de IL-1β en la médula espinal de 

ratas producido por la administración subcutánea de 10 mg/kg de morfina durante 5 

días correlaciona con la pérdida de su efecto antinociceptivo (Martyn et al., 2019; 

Raghavendra et al., 2002). Otros autores demostraron que, en ratas, la administración 

de 1 µg/kg de IL-1β por vía intratecal (Reeve et al., 2000) o intracerebroventricular 

(Oka et al., 1993) produce hiperalgesia. Nuestros resultados indican que el fentanilo 

produce un mayor grado de piroptosis que la morfina. Existe la posibilidad de que el 

grado de neuroinflamación y piroptosis producido por ambos opioides esté 

relacionado con sus diferencias para producir hiperalgesia, pero se necesitan estudios 

adicionales para comprobarlo.  

Una vez que se forman los poros membranales por la oligomerización de la GSDMD-N, 

la membrana de las células se rompe y permite la salida del contenido citoplasmático 

al espacio extracelular (Evavold et al., 2018). Nuestros resultados indican que la 

administración repetida de morfina y fentanilo inducen la formación de poros en la 

membrana de las neuronas serotoninérgicas del NDR. Considerando este resultado, 

existe la posibilidad de que la muerte de neuronas serotoninérgicas, por sí misma, 

contribuya a la pérdida del efecto antinociceptivo de la morfina y el fentanilo a través 

de la disminución en el tono serotoninérgico. En este sentido, se sabe que los 

agonistas μ opioides producen antinocicepción, en parte, mediante la liberación de 

serotonina directamente en la médula espinal y la activación de receptores 

inhibidores 5-HT1A (Murphy et al., 2020; Qing-Ping y Nakai, 1994). Un estudio que 
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realizó Ozdemir y col. (2012) demostró que la inhibición de la recaptura de 

serotonina, evita el desarrollo de tolerancia producido por la administración repetida 

de  5 mg/kg de morfina en ratas. Considerando estas evidencias, la muerte de 

neuronas serotoninérgicas podría tener un impacto negativo en la cantidad de 

serotonina disponible y la magnitud de este efecto podría contribuir en el desarrollo 

de tolerancia antinociceptiva diferencial producida por la administración repetida de 

morfina o fentanilo. Nuestros resultados apoyan esta hipótesis al establecer que 

existe muerte de neuronas serotoninérgicas y que este efecto es mayor cuando se 

administra fentanilo que cuando se administra morfina.  

6.4. Existe una participación diferencial de los receptores a opioides y el TLR4 

en la neuroinflamación producida por morfina y fentanilo 

Estudios previos reportaron que los efectos neuroinflamatorios de la morfina se 

deben a la activación de receptores opioides y TLR4 (Hutchinson et al., 2011), que la 

morfina y el fentanilo tienen afinidad por TLR4 (Hutchinson et al., 2011; Wang et al., 

2012) y que las células gliales y las neuronas expresan estos receptores (Hutchinson 

et al., 2010; Maduna et al., 2018; Nicotra et al., 2012). Con la finalidad de determinar 

el mecanismo mediante el cual los opioides producen neuroinflamación en el NDR, 

utilizamos (-)-naloxona, un antagonista no específico de los receptores opioides 

(Lewanowitsch y Irvine, 2003) y (+)-naloxona, un fármaco que no tiene afinidad por 

los receptores opioides pero actúa como antagonista del receptor TLR4 (Hutchinson 

et al., 2010; Wang et al., 2016). La (-)-naloxona previno la activación de la microglía y 

del inflamasoma NLRP3 inducida por la administración repetida de morfina y 

fentanilo, demostrando la participación de los receptores opioides en este efecto. En 

contraste, la (+)-naloxona previno el aumento en la inmunorreactividad de GFAP 

inducida por ambos opioides, lo que sugiere que los receptores TLR4 están 

involucrados en la astrogliosis inducida por la morfina y el fentanilo. 

Nuestros resultados apuntan a que existe un efecto directo de los opioides sobre sus 

propios receptores localizados en las células gliales y neuronales del NDR. Por otro 

lado, existe la posibilidad de que el receptor TLR4 se active por productos liberados 
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por la piroptosis producida en esta región cerebral (Nyström et al., 2013). En este 

sentido, se ha reportado que, en condiciones de daño al nervio, la administración 

crónica de morfina puede inducir la liberación de DAMPs con actividad sobre el TLR4, 

como HMGB1 y proteínas de choque térmico (Grace et al., 2018; Qu et al., 2017; Yu 

et al., 2010). El hecho de que el bloqueo de TLR4 previene la astrogliosis mientras que 

el bloqueo de receptores opioides evita la activación de la microglía y del 

inflamasoma NLRP3, sugiere que los opioides tienen un efecto diferencial al actuar en 

células específicas que expresan estos tipos de receptores. Se necesitan más estudios 

para identificar los blancos celulares y moleculares específicos que llevan a la 

neuroinflamación inducida por el tratamiento prolongado con opioides. 

6.5. La activación de la vía receptor opioide-NF-kB-NLRP3 contribuye a la 

disminución del efecto antinociceptivo de la morfina y el fentanilo y al 

desarrollo de hiperalgesia producida por el fentanilo 

Uno de los principales mecanismos involucrados en la activación del inflamasoma 

NLRP3 es la activación del factor de transcripción NF-kB (Jo et al., 2016; Kelley et al., 

2019). Para comprobar si la activación de este factor de transcripción favorece el 

desarrollo de tolerancia antinociceptiva a los opioides, administramos minociclina, un 

antibiótico con diversas acciones farmacológicas que tiene la capacidad de bloquear 

la vía de señalización de NF-kB (Liu et al., 2017; Nikodemova et al., 2006). 

Encontramos que la morfina y el fentanilo producen menos tolerancia antinociceptiva 

y que el fentanilo no produce hiperalgesia en animales que recibieron minociclina a lo 

largo del tratamiento, lo que sugiere que la activación de NF-kB desempeña un papel 

fundamental en el desarrollo de tolerancia a los efectos antinociceptivos de ambos 

opioides. Previamente, otros autores mostraron que la minociclina y la pentoxifilina, 

ambos inhibidores de NF-kB, atenúan la tolerancia antinociceptiva y evitan la 

activación de la microglía y los astrocitos producidas por la administración de 

morfina en ratones (Harada et al., 2013; Mika et al., 2009). Además, varias evidencias 

señalan que la estimulación de receptores opioides puede inducir la actividad 

transcripcional de NF-kB en un entorno neuronal (Ho et al., 2009; Nennig y Schank, 

2017). En específico, la administración de 10 µg i.t. de morfina durante 7 días induce 
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la expresión de NF-kB en neuronas y astrocitos de la médula espinal y este efecto está 

relacionado con el desarrollo de tolerancia antinociceptiva en ratas (Bai et al., 2014). 

Otro estudio señala que, en cultivos de microglía, la morfina incrementa la actividad 

de NF-kB inducida por LPS mediante la activación del receptor μ opioide (Gessi et al., 

2016). En nuestro estudio observamos que el bloqueo de los receptores opioides 

evita la activación del inflamasoma NLRP3 y que la inhibición de NF-kB atenúa la 

tolerancia antinociceptiva, por lo que podemos sugerir que la neuroinflamación 

producida por la activación de NF-kB contribuye a la pérdida del efecto 

antinociceptivo producido por la administración repetida de morfina o fentanilo en 

un mecanismo que podría iniciar con la activación de los receptores opioides.  

La minociclina atenúa el desarrollo de tolerancia a opioides posiblemente al bloquear 

la vía de NF-kB y disminuir la neuroinflamación (Hameed et al., 2010; Möller et al., 

2016). Por esta razón, podemos suponer que la activación de NF-kB inducida por la 

administración repetida de morfina y fentanilo conduce a la activación del 

inflamasoma NLRP3. Para investigar una relación directa entre la activación del 

inflamasoma NLRP3 y el desarrollo de tolerancia antinociceptiva a opioides, 

administramos MCC950, un inhibidor específico de la oligomerización del 

inflamasoma NLRP3 (Coll et al., 2019). La administración sistémica del MCC950 

previno la activación del inflamasoma NLRP3 en el NDR inducida por la 

administración repetida de morfina o fentanilo. Previamente se demostró que el 

MCC950 (100 µM, 6h) evita el aumento en los niveles de NLRP3, ASC y caspasa-1 

inducidos por morfina (200 µM, 6h) en cultivos de microglía (Liu et al., 2020). 

Nuestros apoyan este estudio y aportan evidencia de que el MCC950 también 

previene los efectos del fentanilo y ejerce sus efectos a nivel central cuando se 

administra sistémicamente. Además, nuestros resultados mostraron que el MCC950 

retrasó el desarrollo de tolerancia antinociceptiva inducida por la morfina y el 

fentanilo y evitó la hiperalgesia producida por el fentanilo. Estudios previos 

demostraron que la administración sistémica de MCC950 reduce la neuroinflamación 

en modelos animales de daño cerebral (Dempsey et al., 2017; Xu et al., 2018) y atenúa 

el dolor inflamatorio inducido por cáncer en ratas (Chen et al., 2019). También, el 



 
65 

MCC950 ha sido efectivo en reducir la hiperalgesia en ratones inducida por LPS y 

asociada al aumento en la expresión de NF-kB (Dolunay et al., 2017). Estos datos 

sugieren que existe una estrecha relación entre la activación del inflamasoma NLRP3 

y el aumento de algunos procesos nociceptivos como el desarrollo de tolerancia 

antinociceptiva y la hiperalgesia inducida por opioides. 

6.6. Mecanismos y vías adicionales que podrían estar involucrados en la 

activación del inflamasoma NLRP3 producida por la administración 

repetida de morfina o fentanilo 

Existen mecanismos y vías de señalización adicionales activadas por los opioides que, 

en conjunto, podrían contribuir a los efectos que hemos analizado a lo largo de este 

estudio. Sin embargo, hay pocos estudios que exploren estas aproximaciones. A 

continuación, se discute la posible participación de estos mecanismos en los efectos 

nociceptivos y neuroinflamatorios producidos por la morfina o el fentanilo.  

6.6.1. Cambios en la vía de señalización canónica de los receptores opioides 

Algunos efectos de la activación de la vía de señalización canónica de los receptores 

opioides podrían contribuir a la activación del inflamasoma NLRP3. Se sabe que la 

administración aguda de opioides activa los canales GIRK en las neuronas 

produciendo la salida transitoria de potasio, lo que contribuye a la hiperpolarización 

celular (Chan et al., 2017; Lüscher y Slesinger, 2010). Existe evidencia de que, en 

macrófagos y monocitos, la disminución en los niveles intracelulares de potasio es un 

factor necesario en la activación del inflamasoma NLRP3 (Jo et al., 2016). Ya que los 

opioides ejercen su efecto antinociceptivo, en parte, mediante la salida de potasio de 

las neuronas, es posible que este efecto contribuya a la activación del inflamasoma 

NLRP3 principalmente en este tipo celular. Sin embargo, en nuestro estudio también 

observamos la activación de NLRP3 en astrocitos, por lo que es necesario realizar 

estudios en cada tipo celular para determinar los cambios moleculares específicos 

que llevan a la activación del inflamasoma NLRP3.  
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Las diferencias entre la morfina y el fentanilo para activar al inflamasoma NLRP3 

neuronal podrían deberse, entre otras cosas, a que el fentanilo tiene mayor capacidad 

que la morfina para internalizar al receptor μ opioide (Bao et al., 2018). Se sabe que el 

transporte de receptores membranales a endosomas puede inducir su reciclamiento 

o su degradación lisosomal (van Ijzendoorn, 2006). Un estudio de nuestro laboratorio 

mostró que, en células cebadas derivadas de la médula ósea, la morfina y el fentanilo 

producen la asociación del receptor μ opioide con diferentes tipos de endosomas. El 

fentanilo induce el tráfico del receptor μ opioide en endosomas tardíos y en 

endosomas de reciclamiento lento. Por su parte, la morfina induce una menor 

asociación entre el receptor μ opioide y los endosomas tardíos (Martínez-Cuevas, 

2019, tesis de maestría). Estos datos sugieren que la morfina podría tener menor 

capacidad que el fentanilo para inducir el transporte de los receptores opioides a 

lisosomas. En las neuronas, los lisosomas tienen la función de disminuir los 

receptores membranales para atenuar la respuesta de los ligandos extracelulares 

(Gindhart y Weber, 2009). En este sentido, se sabe que diversos activadores del 

inflamasoma NLRP3 inducen la captura de partículas extracelulares en endosomas y 

su transporte a lisosomas. La desregulación lisosomal produce su ruptura y la 

liberación de catepsina B, una proteína que interactúa con el NLRP3 para activar a la 

caspasa-1 (Land, 2018). Además, existe evidencia de que los receptores tipo NOD 

están asociados a redes endosomales que transportan ligandos extracelulares al 

interior de las células donde pueden activar a los inflamasomas (Bonham y Kagan, 

2014). Aunque este mecanismo podría explicar las diferencias entre la morfina y el 

fentanilo para activar al inflamasoma NLRP3, es necesario estudiar el tráfico vesicular 

del receptor μ opioide y del inflamasoma NLRP3 en las neuronas del NDR y su 

impacto en la inducción de piroptosis.  

En este trabajo proponemos utilizar cultivos primarios de neuronas, microglía y 

astrocitos para explorar mecanismos específicos de neuroinflamación producidos en 

cada tipo celular. En el apéndice de esta tesis se explica el método estandarizado para 

el aislamiento de estos tipos celulares. 
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6.6.2. Posible contribución de la hipoxia en la neuroinflamación producida por 

opioides 

La depresión respiratoria es uno de los síntomas más peligrosos producidos por la 

intoxicación con opioides ya que puede llevar a la muerte de los consumidores 

(Algera et al., 2019). En modelos animales se determinó, mediante amperometría de 

alta velocidad, que la depresión respiratoria inducida por opioides produce hipoxia 

cerebral generalizada y que el fentanilo es más potente que la morfina y otros 

opioides para producir este efecto (Kiyatkin, 2019; Solis et al., 2018). Un mecanismo 

de regulación de la hipoxia es el aumento en la expresión del factor inducible de 

hipoxia 1 (HIF-1 por sus siglas en inglés). Este factor de transcripción se activa 

cuando hay bajas concentraciones de oxígeno e incrementa la expresión de genes 

involucrados en la reparación del daño cerebral (Benizri et al., 2008). Sin embargo, se 

ha reportado que, en condiciones de baja oxigenación, el HIF-1 también promueve la 

expresión de genes que inducen varios tipos de muerte celular (Greijer y van der 

Wall, 2004; Jiang et al., 2018; Saikumar et al., 1998). Se ha propuesto que el aumento 

en los niveles de ROS puede inducir la acumulación de HIF-1 y conducir a la muerte 

celular por piroptosis dependiente de NLRP3 (Jiang et al., 2018). Aunque no está claro 

si HIF-1 está involucrado en la activación del inflamasoma NLRP3 inducido por 

opioides, el hecho de que la morfina y el fentanilo generen hipoxia cerebral sugiere la 

participación de este factor de transcripción en la piroptosis neuronal que producen 

ambos opioides. El marcaje de células aisladas o de los tejidos cerebrales con 

pimonidazol, que sirve para detectar células hipóxicas, puede ser una herramienta 

útil para determinar si la hipoxia producida por la morfina o el fentanilo participa en 

la activación del inflamasoma NLRP3. 

6.6.3. Participación de la neurotransmisión serotoninérgica en los efectos 

neuroinflamatorios producidos por opioides 

En este estudio observamos que el fentanilo tiene mayor capacidad que la morfina 

para inducir piroptosis neuronal. Este efecto se observó principalmente en el NDR, 

una región que contiene aproximadamente el 90 % de las neuronas serotoninérgicas 
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dentro del SNC (Baker et al., 1991). Como discutimos previamente, la disminución en 

el tono serotoninérgico producido por la muerte de neuronas del NDR podría 

contribuir al desarrollo de tolerancia a los efectos antinociceptivos de los opioides. 

Sin embargo, la muerte neuronal la observamos después de la administración 

repetida de morfina o fentanilo. No sabemos si la administración aguda de opioides, o 

por periodos más cortos de tiempo, podría modificar la liberación de serotonina ni el 

papel de la activación del inflamasoma NLRP3 neuronal en estos efectos. 

En observaciones experimentales detectamos algunas conductas que podrían deberse 

al aumento en la liberación de serotonina. En específico, el fentanilo indujo conductas 

como: masticación, hiperactividad, movimientos ondulatorios de la cabeza, rigidez, 

entre otras (datos no mostrados). Se ha reportado que estas conductas podrían 

deberse a la inducción de un síndrome serotoninérgico en ratas (Haberzettl et al., 

2013). En nuestro caso, estas conductas se presentaron después de tres días de 

administración y disminuyeron a los 5 días, aproximadamente. Algunas ratas 

administradas con morfina también presentaron estos signos, pero con menor 

intensidad. Se ha reportado que el fentanilo, a dosis clínicamente relevantes, puede 

inducir síndrome serotoninérgico en pacientes tratados con inhibidores de la 

recaptura de serotonina (Greenier et al., 2014; Koury et al., 2015). Por otra parte, en 

modelos animales, el fentanilo induce la liberación de serotonina cuando se 

administra directamente en el NDR de ratones (Tao et al., 2003) y aumenta las 

conductas tipo síndrome serotoninérgico en ratas (Kitamura et al., 2016). Estos datos 

sugieren que el fentanilo es un fármaco que puede modificar la neurotransmisión 

serotoninérgica al actuar directamente en las neuronas del NDR. Sin embargo, se 

necesitan estudios más enfocados para comprobar el curso temporal de liberación de 

serotonina inducida por la administración repetida de fentanilo que conduzca al 

desarrollo transitorio de síndrome serotoninérgico. También, es necesario 

determinar si la activación del inflamasoma NLRP3 contribuye los efectos 

serotoninérgicos observados en nuestro estudio. 
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En la figura 25 se presentan los principales resultados de este proyecto, donde se 

muestra que las diferencias entre la morfina y el fentanilo para desarrollar tolerancia 

antinociceptiva o hiperalgesia podrían estar relacionados con su capacidad para 

inducir piroptosis en el NDR, donde los efectos del fentanilo son más evidentes. 

 

Figura 25. Cambios producidos en el efecto antinociceptivo y neuroinflamación producidos por 

la administración repetida de morfina o fentanilo. Después de la administración repetida de 

morfina o fentanilo, la activación de los receptores opioides en las neuronas serotoninérgicas o los 

receptores TLR4 en los astrocitos conduce a la oligomerización del inflamasoma NLRP3, la maduración 

de la caspasa-1 y la formación de poros de membrana dependiente de GSDMD. Estos eventos celulares 

conducen a la muerte de las células por piroptosis y al incremento en la activación microglial. 
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7. Conclusiones  

• La administración repetida de fentanilo promueve una mayor activación del 

inflamasoma NLRP3 y piroptosis de neuronas serotoninérgicas que la morfina, 

por lo que este opioide puede provocar más efectos adversos relacionados con la 

neuroinflamación. 

• El NDR es una región susceptible a la neuroinflamación producida por los opioides 

donde las principales células afectadas son las neuronas y los astrocitos debido la 

activación de los receptores opioides y TLR4, respectivamente. 

• La morfina y el fentanilo producen diferentes grados de tolerancia a sus efectos 

antinociceptivos, los cuales se pueden evitar al disminuir sus efectos 

neuroinflamatorios, lo que indica que estos efectos podrían estar relacionados. 
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8. Perspectivas 

• Determinar, en cultivos aislados de microglía, astrocitos y neuronas, las vías de 

señalización involucradas en la activación del inflamasoma NLRP3 inducida por 

opioides. Esta aproximación nos permitiría conocer blancos moleculares 

específicos en cada tipo celular y nos ayudaría a entender más la relación entre la 

neuroinflamación y los efectos no deseados de los opioides. 

• Estudiar si la activación del inflamasoma NLRP3 neuronal inducida por opioides 

participa en el desarrollo de síndrome serotoninérgico, en la toxicidad 

serotoninérgica y en el desarrollo de trastornos involucrados con cambios en la 

transmisión serotoninérgica, por ejemplo, la depresión.  

• Comprobar si la disminución en los niveles de oxígeno inducida por opioides 

participa en la activación del inflamasoma NLRP3 mediante el marcaje de células o 

tejidos hipóxicos con compuestos específicos, como el pimonidazol (hypoxiprobe). 

• Ya que los opioides inducen muerte neuronal dependiente de NLRP3, es 

pertinente estudiar los mecanismos mediante los cuales la liberación de DAMPs 

podría sensibilizar a las neuronas glutamatérgicas que facilitan la transmisión del 

dolor. 

• Debido a que existen diferencias entre la morfina y el fentanilo para internalizar a 

su receptor en endosomas y considerando que se ha reportado una relación entre 

la formación de endosomas y la activación de NLRP3, sería de interés estudiar si el 

tráfico vesicular del receptor μ opioide está involucrado en las diferencias que 

tienen los opioides para producir sus efectos neuroinflamatorios. 

• Estudiar a nivel clínico la eficacia de la minociclina y de otros inhibidores de la 

piroptosis, en el desarrollo de tolerancia antinociceptiva y de otros efectos no 

deseados producidos por los opioides. 
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10. Apéndice 

10.1. Cultivos primarios de microglía y astrocitos  

Las vías de señalización en células específicas se pueden estudiar en cultivos 

primarios de los distintos tipos celulares localizados dentro del SNC. Como parte de 

los experimentos desarrollados durante este proyecto, estandarizamos una técnica 

para aislar y cultivar astrocitos y microglía de la SGPA y el NDR de ratas Wistar 

(protocolo modificado de Tamashiro y colaboradores (2012)). En este apéndice se 

muestra el procedimiento detallado para facilitar la continuidad de este estudio. 

Se utilizaron ratas Wistar de 5 días de edad postnatal. Los animales se decapitaron y 

la cabeza se sumergió en etanol al 70 %. Inmediatamente, y en condiciones de 

esterilidad, se extrajo el cerebro y se colocó en solución balanceada de Hank´s (HBSS). 

Se extrajo el tejido de la SGPA y el NDR utilizando una matriz cerebral de acrílico y un 

bisturí. El tejido se colocó en HBSS, se disgregó mediante pipeteo y se pasó a través de 

un filtro de acero inoxidable de 100 μm. La suspensión celular se centrifugó a 1500 

rpm durante 6 min. El botón celular se disgregó en medio de cultivo DMEM libre de 

suero fetal bovino y se sembró en cajas Petri pre-cubiertas con poli-D-lisina (PDL). 

Esta preparación se incubó a 37 °C durante 5-7 días hasta que alcanzó una 

confluencia del 90 %. Transcurrido este tiempo, se retiraron los cultivos de la 

incubación y se colocaron en agitación a 150 rpm durante 1.5 h a 37 °C. Se transfirió 

el sobrenadante a una nueva caja Petri sin romper la capa adherida al frasco de 

cultivo y se añadió medio DMEM adicionado con 10 % de SFB, 1 % de 

penicilina/estreptomicina y 120 μl de L-glutamina a cada cultivo. Las células 

adheridas al sustrato fueron astrocitos en su mayoría. Los cultivos derivados del 

sobrenadante se cultivaron por 3 a 5 días adicionales y estuvieron constituidos 

principalmente por microglía. El aislamiento de la microglía y los astrocitos se 

comprobó mediante la observación de la morfología de las células y mediante 

inmunofluorescencia con los marcadores Iba-1 y GFAP, respectivamente.  
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Los cultivos mixtos de microglía mostraron abundantes células sin morfología 

homogénea, lo que indica una mezcla de diferentes tipos celulares (microglía, 

astrocitos y neuronas) (Fig. 25a). Una vez aislados, los astrocitos se caracterizaron 

por la presencia de abundantes ramificaciones que hacían contacto físico con las 

células circundantes (Figs. 25b, d). La microglía presentó una morfología ameboide, 

con escasas ramificaciones (Figs. 25c, e). 

 

Figura 26. Cultivos primarios de células de la SGPA/NDR de ratas Wistar. Imágenes representativas 

tomadas con un microscopio de campo claro. a) Cultivo mixto (microglía, astrocitos y neuronas) obtenido 48 

horas después de la extracción del cerebro. b) Astrocitos aislados 5 días después de la extracción del cerebro. c) 

Microglía aislada 7 días después de la extracción del cerebro. d) Imágenes de epifluorescencia de cultivos 

primarios de astrocitos y e) microglía, marcados con GFAP e Iba-1, respectivamente. Barra de escala: 50 µm. 

Para realizar el cultivo neuronal se utiliza el mismo método, pero al medio de cultivo 

se le agrega insulina para favorecer la captura de L-glutamina, y arabinosa C para 

eliminar restos de células gliales. Esta técnica se podría utilizar para evaluar los 

efectos neuroinflamatorios neuronales producidos por los opioides. En específico, 

para evaluar la función del inflamasoma NLRP3 neuronal y si su activación modifica 

la neurotransmisión. 
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