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Introduccién

Los farmacos mas eficaces para el tratamiento
del dolor en la clinica son los analgésicos opiéa-
ceos, cuyo prototipo es la morfina. Esta familia de
farmacos ejerce sus acciones mediante la activa-
cion de receptores opioides tipo |, 8y K, cuya se-
fial es transmitida a través de proteinas G inhibi-
doras (Gi/Go) que modulan la funcién de diversos
efectores celulares. De ellos los mejor caracteri-
zados son la via de la adenililciclasa, los canales
de Ca**y de K* dependientes de voltaje y la via
de la MAP cinasa (mitogen-activated protein ki-
nase).

La administracion cronica y mantenida de opia-
ceos conduce al desarrollo de tolerancia y de-
pendencia, fendmenos intimamente ligados al
proceso adictivo. La tolerancia se caracteriza por
una pérdida de potencia del opiaceo, que con-
duce a una escalada en la dosis necesaria para
obtener efecto analgésico. La dependencia fisica
se caracteriza por la aparicion de un sindrome de
abstinencia caracteristico cuando se interrumpe
bruscamente la administracion del opiaceo, o
cuando se administra un antagonista de recepto-
res opiaceos. Los mecanismos adaptativos neu-
ronales que se ponen en marcha durante el tra-
tamiento crénico con opiaceos, responsables de
los procesos de tolerancia y dependencia, toda-
via estan mal definidos. Se han descrito cambios
celulares que afectan al nimero de receptores
opioides, la expresion de proteinas G, el acopla-
miento receptor-proteina G, la regulacién de se-
gundos mensajeros y cinasas, la trascripcion de
genes, la expresion factores de crecimiento y la
funcionalidad de otros sistemas de neurotrans-
mision?4,

Desensibilizacion y reduccién
del nimero de receptores opioides

Del mismo modo que sucede con otros recep-
tores asociados a proteinas G, la activacion por

agonistas del receptor opioide provoca una rapi-
da desensibilizacion homéloga que va seguida de
la internalizacion del receptor via endocitosis y, a
mas largo plazo, de una disminucién en el nd-
mero de receptores asociados a la membrana
(down-regulation). Cuando el receptor es activa-
do por agonistas se produce su fosforilacién por
proteina cinasas, en particular por las cinasas de
receptores acoplados a proteinas G (GRK). Dicha
fosforilacidon provoca la fijacion de proteinas
arrestinas que promueven la endocitosis del re-
ceptor en vesiculas de clatrina>”. Una vez inter-
nalizado, el receptor es conducido a lisosomas
para su degradacion, con la consiguiente reduc-
cién en el numero de receptores, 0 bien sufre un
proceso de defosforilacion y es reciclado de nue-
vo a la membrana. La disminucién del nimero
de receptores opioides asociados a la membrana
ha sido uno de los mecanismos clasicamente in-
vocados para justificar la pérdida de potencia de
los farmacos opiaceos propia del fenémeno de
tolerancia. En el caso de agonistas de elevada efi-
cacia como el sufentanilo (fig. 1), ha sido clara-
mente demostrada una reduccion en la densidad
de receptores opioides en el sistema nervioso
central (SNC) mediante técnicas de fijacion de
radioligandos y autorradiografia®. Por el contrario,
la morfina, en general, no produce down-regula-
tion de los receptores opioides in vivo a pesar de
gue provoca una intensa tolerancia®.

Las bases moleculares del fenémeno de down-
regulation de receptores opioides no estan clara-
mente definidas. Estudios recientes indican que
GRK y B-arrestina 2 participan en el proceso de
desensibilizacion y secuestro de receptores opioi-
des clonados en lineas celulares en cultivo?-13,
La importancia fisiopatol6gica de dichas protei-
nas in vivo ha sido mucho menos estudiada. Ra-
tas tratadas crénicamente con el opiaceo sufen-
tanilo muestran un aumento en los niveles de
expresion de GRK2, GRK3 y GRK®, asi como de
[B-arrestina 2 en la corteza cerebral y el hipocam-
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Fig. 1. Autorradiogramas representativos de la fijacion del agonista opioide mu [3H]DAMGO (5 nM) en secciones
coronales de ratas a nivel del caudado-putamen, tdlamo y médula espinal. A) Animales tratados con salino (7 dias).
B) Animales tratados con sufentanilo (2 pg/h, 7 dias). IV: lamina IV de la corteza somatosensorial; pir: lamina pirami-
dal del hipocampo; LP: nlcleo lateroposterior talamico; Po: ndcleo posterior talamico; dh: asta dorsal de la médula es-

pinal; vh: asta ventral de la médula espinal.

po4 (fig. 2). La expresion de GRK2 también esta
incrementada en el locus coeruleus!®y en la cor-
teza cerebral de ratas tratadas con morfina 'y en
los cerebros de pacientes adictos a la heroina fa-
llecidos por sobredosis?®. Por otro lado, en rato-
nes manipulados genéticamente que carecen de
B-arrestina 2 la analgesia producida por morfina
estd potenciada y no se desarrolla tolerancia
cuando la morfina se administra crénicamen-
tel7.18, Estos datos sugieren que GRK y B-arresti-
na 2 contribuyen in vivo a los procesos de adapta-
cion celular responsables de la desensibilizacion,
secuestro y down-regulation de los receptores
opioides y al desarrollo de tolerancia.
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Desacoplamiento de los receptores opioides
de las proteinas Gi/o

Un método de gran utilidad para valorar el
acoplamiento de los receptores opioides a sus
correspondientes proteinas Gi/o consiste en el
analisis de la capacidad de los agonistas para
promover la fijacidn a membranas o secciones
de SNC del analogo no hidrolizable [3S]GTPyS.
Los agonistas opioides administrados de forma
aguda estimulan la fijacién de [3°S]GTPYS en
cultivos celulares y en membranas cerebrales,
viéndose este estimulo marcadamente reducido
tras el tratamiento crénico!®-21, En la figura pue-
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Fig. 2. Expresion de GRK2, GRK3, GRK6 y B-arrestina 2 en lisados de corteza cerebral obtenidos de ratas tratadas 7
dias con salino (control), tratadas de forma aguda con sufentanilo (1 pg/kg, s.c.) y tratadas crénicamente con sufen-
tanilo (2 pg/h, 7 dias). Los experimentos se realizaron mediante western blot. Los niveles de expresion se calcularon
mediante densitometria (Scion Image software). Los resultados se expresan como media + ESM del porcentaje de
cambio en la densidad dptica del grupo de animales tratados en relacion con el grupo control. El analisis estadistico
se realizd mediante ANOVA seguido del test de Dunnett. *p < 0,001.

de observarse cémo en animales tratados créni- Regulacion de la via de la adenililciclasa
camente con sufentanilo se produce reduccién

del 40% en la fijacion de [3°S]GTPyS inducida La regulacion de la via de la adenililciclasa tras
por DAMGO en secciones de médula espinal la administracion crénica de opiaceos esta afec-
(fig. 3). tada de forma opuesta dependiendo de las re-
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Fig. 3. Autorradiogramas representativos de la fijacién [3°S]-GTPyS a nivel del asta dorsal de la médula espinal indu-
cida por el agonista opioide mu DAMGO (10 pM). A'y B) Animales tratados con salino 7 dias; C y D) Animales trata-
dos con sufentanilo (2 pg/h, 7 dias). Ay C representan la fijacion basal de [33S]-GTPyS. By D representan el estimu-
lo en la fijacién de [*°S]-GTPyS provocado por DAMGO.

giones cerebrales analizadas. Tipicamente se ha
invocado una sensibilizacion de dicho sistema en
areas como el locus coeruleus y el nucleo ac-
cumbens en las manifestaciones del sindrome de
abstinencia®+22. Por el contrario, en areas como
la corteza cerebral?® y la médula espinal se ob-
serva el fenémeno contrario. Por un lado, la ca-
pacidad del opiaceo sufentanilo para inhibir la
adenililciclasa tras su administracién cronica se
ve profundamente deprimida en ratas (fig. 4). Por
otro lado, el desarrollo de tolerancia se acompa-
fia de una inhibicién en la respuesta a la propia
forskolina que revierte mediante el bloqueo de
canales de Ca** tipo L. Teniendo en cuenta que
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la exposicion croénica al sufentanilo provoca un
aumento en la densidad de dichos canales en el
SNC?, es posible que un flujo incrementado de
Ca** esté relacionado con la disminucion de la
actividad enzimatica de isoformas inhibidas por
Cat** de la adenililciclasa y con el desarrollo de to-
lerancia al sufentanilo.

Regulacion de ARN mensajeros de factores
de crecimiento transformante 3 durante
la tolerancia y abstinencia a opiaceos

En los Ultimos afios se ha observado que fac-
tores neurotréficos pertenecientes a la familia
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Fig. 4. Efecto inhibitorio del sufentanilo sobre la actividad de la adenililciclasa en mini prismas de cortezas cerebrales
procedentes de ratas control y de ratas tratadas con sufentanilo (2 pg/h, 7 dias). La capacidad del sufentanilo para in-
hibir la actividad de la adenililciclasa se evalu6 incubando los mini prismas corticales con forskolina (10 uM) en pre-
sencia de concentraciones crecientes del opiaceo. Se midi6 la acumulacién de adenosinmonofosfato ciclico (AMPc)
mediante desplazamiento isotépico utilizando un kit comercial (TRK 432, Amersham International PLC, Amersham,
UK). Las curvas concentracion-respuesta se elaboraron con los valores medios + ESM de los porcentajes de acumu-
lacién de AMPc respecto a los valores basales en el grupo de animales tratados y en el grupo control.

de las neurotrofinas?® y el GDNF2¢ estan impli-
cados en los procesos adaptativos desencade-
nados por el tratamiento crénico con opiéceos.
Las activinas, miembros de la familia de facto-
res de crecimiento transformante TGFf3, de-
sempefian un importante papel neurotrofico en
el SNC?7-29, La administracién crénica de mor-
fina provoca un incremento en los niveles de
expresion de los ARNm de activinas, sus re-
ceptores (ALK4) y sus antagonistas (folistatina
y BAMBI) en areas del SNC. La expresion de
ARNmM de activina B-A (fig. 5) se induce funda-
mentalmente en hipocampo, en el caudado-pu-
tamen y en la corteza somatosensorial. La ex-
presion de ARNm de activina B-B se induce
fundamentalmente en hipocampo en las regio-
nes CA2 y CA3. La expresion de ARNm de
BAMBI se induce, fundamentalmente, en el giro
dentado del hipocampo y en la corteza retros-
plenial y piriforme. La expresion de folistatina in-
crementa en hipocampo y corteza piriforme. En
los animales sometidos a 24 h de abstinencia

precipitada con naltrexona, la expresion de
ARNmM de activinas y BAMBI desaparece en to-
das las regiones. De modo similar, aquellos ani-
males a los que 15 min antes de la administra-
cion de la naltrexona son pretratados con
nimodipina, a una dosis que no modifica la in-
tensidad del sindrome de abstinencia, la expre-
sion de ARNm de activinas y BAMBI es inde-
tectable. Por el contrario, en aquellos animales
pretratados con nimodipina, a una dosis eficaz,
protectora frente al sindrome de abstinencia
opiaceo, los niveles de expresion de ARNm de
activinas y BAMBI alcanzan valores incluso su-
periores a los que presentan los animales trata-
dos con morfina pero no sometidos a abstinen-
cia. Estos resultados sugieren un papel para
activinas en la tolerancia y abstinencia opiacea.
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A

Fig. 5. Hibridacion in situ representativa de la expresién de ARN mensajero de activina 3~A en el sistema nervioso cen-
tral de: A) ratones control; B) ratones tratados crénicamente con morfina (200 mg/kg en liberacién retardada du-
rante 7 dias), y C) ratones sometidos durante 24 h a un sindrome de abstinencia provocado con naltrexona (1 mg/kg).
La ribosonda utilizada contenia aproximadamente 700 pares de bases y fue marcada con 3°S-UTP.
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E. PorTiLLO: ¢Por qué en algunos estudios has utili-
zado morfina para la tolerancia habiendo utilizado
sufentanilo en los previos? Supongo que la elec-
cion del farmaco debe tener particular importan-
cia. No sucedera lo mismo con morfina que con
sufentanilo, o con otros de menor potencia.

M.A. HurLE: Los Ultimos datos que he presenta-
do estdn enmarcados dentro de un estudio en
el que analizamos de forma comparativa el
comportamiento de los opidceos mas utilizados,

heroina, morfina y metadona. En este momen-
to los datos que tenemos analizados son los de
morfina. Los estudios con metadona y heroina
estan en marcha. Nos parecio que, en relacion
con los procesos de tolerancia o de dependen-
cia, tendria més interés saber qué sucede con
dichos opiaceos. El sufentanilo fue elegido ini-
cialmente por su gran afinidad por los recepto-
res mu, por su gran potencia y por ser un far-
maco de manejo cémodo.
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E. PorTILLO: (N0 seria interesante incluir un far-
maco de menor eficacia intrinseca como la bu-
prenorfina? La buprenorfina genera una toleran-
cia muy rapida, pero no creo que desencadene
todos estos mecanismos adaptativos.

M.A. HuRLE: En los animales tratados con sufen-
tanilo se observan una serie de procesos adap-
tativos que seguramente tendran mucha im-
portancia, pero que en el caso de los opiaceos
no se puede concluir que un determinado me-
canismo se pone en marcha de forma universal
para todos ellos. Se ha demostrado, por ejem-
plo, que morfina es capaz de desarrollar tole-
rancia sin internalizar los receptores. Los far-
macos que no internalizan el receptor estarian
activando los efectores celulares de forma man-
tenida generando importantes mecanismos
adaptativos responsables del desarrollo de tole-
rancia. Por el contrario, aquellos opiaceos que
permiten la internalizacién del receptor permi-
tirian a la célula cortar la sefial sin necesidad de
otro tipo de adaptaciones, generando mucha
menos tolerancia. Esto es una teorfa que enca-
ja muy bien con los estudios realizados en cul-
tivos celulares, pero yo tengo dudas respecto a
su extrapolacion al animal de experimentacion
o0 ala clinica.

E. PorTILLO: (Habéis realizado autorradiografia de
canales de potasio?

M.A. HurLE: De canales de potasio no, aunque si
la hicimos de canales de calcio.

C. GoicoecHEA: En cuanto a los RGS, ;actlan se-
lectivamente sobre distintos tipos de proteinas
G, Gi, Go, Gg?

M.A. HurLE: Est4 todavia bastante confuso. Lo
gue se expone es que la conformacion que ad-
quiere el receptor unido a un ligando concreto
modifica la funcion de determinadas RGS, y
esto podria incluso condicionar el tipo de via de
sefializacion que se va a poner en marcha. Pa-
rece que las funciones de las RGS son muy
complejas. No existen datos concluyentes sobre
su selectividad por una determinada proteina G.

R. MaLponapo: Referente al estudio de RGS y su-
fentanilo, ;hasta qué punto consideras que la
down regulation puede ejercer un papel impor-
tante? Por ejemplo, tenemos los estudios de M.
Caron y R. Lefkowitz que demuestran esto de la
betaarrestina y el estudio J. Whistler que de-
muestra lo contrario, morfina no produce down
regulation.

M.A. HurLE: Estos estudios indican que morfina
no internaliza los receptores, por tanto, no exis-
te down regulation. Pero, curiosamente, en los
ratones knockout de betaarrestina, se evita el
desarrollo de tolerancia.
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R. MaLponADO: Entonces mi duda esta en como
es posible explicar lo que se deduce del estudio
de Whistler con lo que describe Lefkowitz.

M.A. HURLE: Es que yo no creo que ambos estu-
dios sean coincidentes. Ademas, existen estu-
dios en los que la morfina produce down regu-
lation.

R. MaLDoNADO: Pero, jrealmente relevantes in
vivo? ;También puede observarse up regula-
tion?

M.A. HurLE: Si, los hay, y también up regulation.
También existen estudios en cultivos celulares
en los que observa que un tratamiento muy bre-
ve con morfina no provoca internalizacion del
receptor, pero si se mantiene ese tratamiento
durante horas, si se internaliza. También se ob-
serva internalizacion en respuesta a morfina
cuando las células sobreexpresan GRK o beta-
arrestina. El problema es la extrapolacién a mo-
delos in vivo de los resultados obtenidos en cul-
tivos transfectando el receptor o la proteina
objeto de estudio. Por otro lado, establecer re-
laciones causa-efecto a partir de los resultados
obtenidos in vivo es de una gran dificultad. Lo
gue obtenemos in vivo son pruebas circunstan-
ciales de los fendmenos estudiados, pero gene-
ralmente no suelen ser concluyentes.

R. MaLbonaDO: Mi segunda pregunta es referen-
te al sufentanilo. ;Has encontrado en los ani-
males tolerantes al sufentanilo una modifica-
cién en el umbral nociceptivo basal? Ya sabes
que al menos con el fentanilo esta claro que la
tolerancia, que parece ser menor que con la
morfina, se debe a una modificacion basal en el
umbral nociceptivo.

M.A. HurLe: No. Cuando se administra un trata-
miento continuado con sufentanilo el umbral
nociceptivo vuelve al valor basal.

R. MaLbonaDo: Pero, ¢ho hay modificacién del um-
bral basal en tus condiciones experimentales?
M.A. HurLE: El séptimo dia no existen cambios en
el umbral basal. Sin embargo, cuando realiza-
mos estudios cronicos con animales que estan
tratados con metadona éstos muestran hiperal-
gesia. Tienen més bajo el umbral doloroso. Con
metadona lo observamos, con sufentanilo no.

M. MiQuEL: Una cuestion sobre el alcohol. Sabe-
mos que los efectos del alcohol estan ligados a
la activacion de proyecciones propiomelano-
cortinérgicas, sobre todo las de betaendorfinas,
desde el arqueado y, por tanto, a receptores
mu, fundamentalmente, aunque el tema de los
receptores delta esta muy discutido. ;Sabes si
alguno de estos mecanismos, que vosotros ha-
béis estudiado y proponéis, pudiera estar tam-
bién participando en la tolerancia al alcohol?
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M.A. HurLe: Algunos de estos estudios que he
mostrado, como el del analisis de los canales de
calcio tipo L dependientes de voltaje, buscaban
formulas de prevencién del desarrollo de tole-
rancia o de la abstinencia opiacea con farma-
cos. Nosotros habiamos estudiado el efecto de
dihidropiridinas, en concreto de nimodipino, en
el desarrollo de tolerancia y dependencia a
opiaceos. Pues bien, el desarrollo de tolerancia
y de dependencia a opiaceos es inhibido por
antagonistas del calcio. Resultados similares se
han obtenido en el caso del etanol, benzodia-
cepinas y barbitiricos. Los canales de calcio
voltaje-dependientes estan implicados en los
procesos de tolerancia a varios farmacos, no
sélo de opiaceos.

M. MIQUEL: La cuestién es si esta via comun invo-
lucra receptores mu o receptores opioides, o
simplemente es una accion directa del alcohol
sobre los canales del calcio, porque es total-
mente diferente.

M.A. HurLe: No lo sé. Seguramente R. Maldona-
do te podré indicar como estan modificadas la
dependencia y la tolerancia al etanol en los ra-
tones knockout del receptor mu.

R. MaLpboNADO: Los ratones knockout de receptor
mu no se autoadministran alcohol. Al menos,
las propiedades reforzantes del etanol estan dis-
minuidas en el caso del knockout de mu. Esta
claro que para el refuerzo inducido por el etanol
el receptor mu y los opioides enddgenos ejer-
cen un papel fundamental.

E. AmBRrosio: A nivel clinico, en estos momentos
uno de los temas que se debaten continua-
mente es si no sera mejor darles heroina a los he-
roindbmanos. Parece facil de responder que si,
pero claro, hay que justificarlo. Les hemos dado
metadona durante mucho tiempo, porque era
una sustancia aceptada por la sociedad, pero
estamos buscando argumentos suficientes
como para decir que si a la heroina, y parece
ser que la internalizacion o no de los receptores
lo podria justificar, porque en principio morfina
y heroina no internalizarian los receptores y me-
tadona si. ;Podriamos realmente justificar que
hay gente a la que le va bien la metadonayy otra
a quien le va mal?, lo que ocurre muchas veces,
Yy, por tanto, hay que administrarles heroina. No
solamente es un problema farmacocinético,
como deciamos hasta ahora con el citocromo
P450 que toca la metadona y en cambio no la
heroina, y lo argumentabamos por esta via, sino

que ¢ahora podriamos decir que existen feno-
menos farmacodinamicos que hacen diferente
la metadona de la heroina y la morfina?

M.A. HuRLE: Realmente existen muy pocos estu-
dios en el animal de experimentacion con heroi-
na, como también se dispone de pocos datos
comparativos, en condiciones experimentales
idénticas, entre metadona o morfina. Entre
otras cosas, porque es dificil establecer una
pauta de administracion asimilable a uno u otro
farmaco, debido a diferencias farmacocinéti-
cas. También es necesario tener en cuenta un
aspecto social importante, y es que para la ad-
ministracion de heroina se selecciona a perso-
nas que obtienen muy poco beneficio de los
programas de mantenimiento con metadona.
Cuando te comentaba que estamos haciendo
el estudio comparativo entre metadona y heroi-
na lo que mas nos importa es el posible efecto
deletéreo del tratamiento mantenido durante
afios con metadona o con heroina. Ademas,
las pautas de administracion de heroina, dos
veces al dia, condicionan el que estos pacien-
tes van a padecer sindrome de abstinencia una
buena parte del dia, ya que la heroina no les va
a cubrir las 24 h. Esto obliga a hacer una valo-
racion de hasta qué punto los propios sindro-
mes de abstinencia repetidos tienen efecto
neurotoxico. Hay que tener presentes estos as-
pectos, no solamente para el tratamiento de
heroinbmanos, sino también para el tratamien-
to crdnico del dolor en la clinica, donde puede
gue encontremos sorpresas importantes en
este sentido.

E. AmBrosio: Mucho cuidado con el sindrome de
abstinencia en humanos, ya que hasta un 80%
es controlable. Si un individuo cree que mafa-
na tendra heroina, el sindrome de abstinencia
baja hasta casi desaparecer. Y si a un mismo
individuo le dices que no la va a tener aunque
se lo vayas a dar después, el sindrome de abs-
tinencia sube. Es solamente una observacion.

M.A. HurLE: Yo no tengo ninguna experiencia cli-
nica, pero siempre he oido decir a personas im-
plicadas en programas de mantenimiento con
heroina que los pacientes adictos acuden a los
dispensarios para recibir su dosis de heroina en
condiciones de estrés, nerviosismo, agresivi-
dad, etc.

E. AmBROsIO: La experiencia suiza no opina eso.
Me refiero a cambiar totalmente la expectativa,
es otra cosa.
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