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Introduccion

La morfina y sus derivados constituyen un
grupo de farmacos conocidos con la denomi-
nacion de opiaceos. Estos compuestos poseen
propiedades farmacologicas de un gran interés
terapéutico y han sido ampliamente utilizados
en clinica para el tratamiento de diferentes
cuadros dolorosos. Asf, los opiaceos son los
farmacos analgésicos mas eficaces de entre to-
dos los existentes. Sin embargo, la administra-
cién repetida de estos compuestos produce
una serie de modificaciones en el organismo
que originan el desarrollo de fendmenos de de-
pendencia y de tolerancia a la mayor parte de
sus respuestas farmacoldgicas. Estos procesos
se desarrollan como consecuencia de los cam-
bios adaptativos celulares y moleculares que se
producen en el sistema nervioso central en res-
puesta a la presencia repetida del opiéceo, y
que persisten durante un largo periodo de
tiempo incluso después de la interrupcion del
tratamiento.

Se han realizado multiples estudios para in-
vestigar 1os mecanismos neurobiolégicos impli-
cados en los fendbmenos adaptativos que origi-
nan los procesos de dependencia a los opia-
ceos. Una primera hipotesis sugirié la existencia
de una disminucién en el nimero y/o afinidad
de los receptores opioides en respuesta a la
presencia continua del farmaco en la hendidura
sinaptica. Este fendbmeno ha sido claramente
observado en cultivos celulares que poseen di-
chos receptores tras la administracion de ago-
nistas opioides!2. Sin embargo, dicho proceso
se observo raramente en los estudios realizados
in vivo? >, Ademas, en las escasas ocasiones en
las que se obtuvo esta subsensibilizacion in vivo
resulté dificil relacionarla con el desarrollo de la
tolerancia y la dependencia, ya que éstas estu-
vieron limitadas a algunas estructuras cerebra-
les y tan solo tras ciertas condiciones particula-
res de tratamiento opidceo®®.

Otra hipotesis para explicar la implicacion
del sistema opioide endégeno en los fendéme-

nos de dependencia esta basada en los efectos
de la administracion crénica de opiaceos sobre
la biosintesis de péptidos opioides. Segun esta
teorfa, durante el desarrollo de la tolerancia y la
dependencia opiacea se generarian ciertos frag-
mentos peptidicos a partir de los propios pre-
cursores de los péptidos opioides enddgenos o
bien a partir de otros precursores que poseerian
propiedades opuestas a los opioides. Estos frag-
mentos peptidicos disminuirian las respuestas
farmacolégicas de los opiaceos, participando
asf en la expresién de la abstinencia® L.

Mecanismos de transduccion
del sistema opioide

Los cambios producidos en el propio recep-
tor opioide o sobre la sintesis y degradacion de
los péptidos opioides enddgenos no parecen te-
ner una gran relevancia en los procesos de tole-
rancia y dependencia. En efecto, los fendmenos
adaptativos que se producen en el sistema
opioide enddgeno durante el desarrollo de la
dependencia opiacea tienen lugar principal-
mente en los sistemas de segundo mensajero
acoplados al receptor opioide, incluyendo entre
otros las proteinas G y diversas enzimas trans-
membranarias e intracelulares!?. Asi, la activa-
cién de los receptores opioides a través de su
interaccion con una proteina G produce la inhi-
bicion de una enzima transmembranaria, la
adenilciclasa, responsable de catalizar la sinte-
sis de AMPc. La inhibicién de esta enzima es el
punto de partida de toda una cascada de acon-
tecimientos intracelulares que incluyen la inhi-
bicion de enzimas proteincinasas y la fosforila-
cion de multiples proteinas citoplasmaticas y
nucleares que son el sustrato de dichas cina-
sas. El efecto inhibitorio crénico producido por
la presencia continuada del opiaceo induce una
hipertrofia compensatoria que afecta a la mayor
parte de estos mensajeros intracelulares ligados
a los receptores opioides!213,

Las primeras observaciones acerca de una
activacion del sistema AMPc durante la absti-
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nencia opiacea fueron realizadas a partir de es-
tudios sobre cultivos de células hibridas de
neuroblastoma/glioma NG 108-154. Un incre-
mento en las concentraciones de AMPc!®, asi
como en la actividad proteincinasal® también
se observo en el cerebro durante la abstinencia
a opiaceos. Estudios posteriores han evaluado
las estructuras cerebrales que se encuentran
especificamente implicadas en estos cambios
adaptativos. La dependencia opiacea produce
una hipertrofia del sistema ligado al AMPc
principalmente en el locus coeruleus, donde se
observan modificaciones compensatorias en
las proteinas G7 y en las actividades adenilci-
clasa y proteincinasal®. Algunas de estas mo-
dificaciones también pudieron ser observadas
en otras estructuras, como el nucleo accum-
bensl® y el estriado?C. En el locus coeruleus
también se encontraron modificaciones com-
pensatorias en diferentes proteinas que resul-
tan fosforiladas por las proteincinasas, inclu-
yendo proteinas citoplasmaticas, proteinas del
citosqueleto que controlan la talla y la forma de
las neuronas, y factores de transcripcion que
regulan la expresion genémica de la célulal2.
Diversos estudios han referido que estos cam-
bios en los sistemas de mensajeros son en par-
te responsables de la aparicion de los fendme-
nos de tolerancia y dependencia opidceal2.

Gracias a los avances en las técnicas de bio-
logia molecular, recientemente ha sido posible
el desarrollo de una serie de lineas de ratones
transgénicos con deficiencias en los genes que
codifican determinados receptores o mensaje-
ros intracelulares. La utilizacién de dichos ani-
males ha permitido realizar importantes avan-
ces en el estudio del sustrato biolégico de la
dependencia opiacea. Asi, mediante el empleo
de técnicas de recombinacién homologa se
han conseguido ratones en los que se han su-
primido los genes responsables de la expresion
de ciertos receptores opioides (receptores Wy
K), monoaminérgicos (receptores dopaminérgi-
cos D,) o de factores de transcripcion relacio-
nados con las respuestas intracelulares de los
opiaceos (CREB: cAMP-responsive element-
binding protein).

Ratones deficientes para el receptor |

El empleo de ratones transgénicos con defi-
ciencias en el gen que codifica el receptor
opioide 1 ha permitido clarificar su papel en la
dependencia opiadcea?l. Asi, las respuestas
analgésicas inducidas por la administracién
aguda de morfina resultaron completamente
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abolidas en esta linea de ratones transgénicos.
La morfina tampoco tuvo propiedades reforzan-
tes tras su administraciéon repetida en estos
animales. Estos efectos reforzantes de los opia-
ceos se encuentran intimamente ligados a su
capacidad para inducir el componente psiqui-
co de la dependencia?l. Por otra parte, el trata-
miento crénico con morfina no desarrollé nin-
guna manifestaciéon comportamental (signos
sométicos y vegetativos de la abstinencia) ni
bioquimica (elevacion de la actividad adenilci-
clasa en el estriado) de dependencia opiacea
en ratones con deficiencias en dichos recepto-
res. Asi pues, estos receptores opioides W re-
sultan imprescindibles no sélo para el desarro-
llo de la dependencia morfinica sino también
para la expresion de las principales respuestas
farmacoldgicas inducidas por este opiaceo.

Ratones deficientes para el receptor k

Por otra parte, recientemente ha sido posible
desarrollar ratones transgénicos deficientes en
el gen que codifica el receptor opioide k22. Las
respuestas analgésicas inducidas por la admi-
nistracion aguda de morfina, asi como las re-
puestas reforzantes inducidas tras su adminis-
tracion repetida, no se vieron modificadas en
los ratones deficientes en dichos receptores.
Sin embargo, la expresion de los signos somati-
cos de la dependencia opidcea resultaron mo-
deramente reducidos en estos animales. Dicho
resultado sugiere que los receptores K opioi-
des desempefian un papel modulador en la
expresion de la dependencia opiacea. Ade-
mas, las respuestas analgésicas, locomoto-
ras y motivacionales inducidas por el agonis-
ta K selectivo U-50488H resultaron completa-
mente abolidas en los animales deficientes en
los receptores k2.

Ratones deficientes para el factor CREB

La participacion de los factores de transcrip-
cion ha sido estudiada mediante el empleo de
ratones transgénicos deficientes en el factor
CREB. La eliminaciéon del gen que codifica el
factor de transcripcion CREB23 no modificé las
respuestas farmacolégicas inducidas por la ad-
ministracion aguda de morfina, en particular la
actividad analgésica. Sin embargo, los efectos
producidos por la administracién cronica de
opidceos se vieron claramente alterados?4. Asi,
el desarrollo de la tolerancia a la actividad anal-
gésica de la morfina esté disminuido, y tam-
bién se observd una reducion en la expresion
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de los signos somaticos y vegetativos de la abs-
tinencia opiacea. No obstante, ciertas manifes-
taciones bioquimicas asociadas a la abstinen-
cia no se vieron modificadas por la supresion
de CREB. Asi, durante la abstinencia se obser-
va un incremento en la expresion de los genes
precoces, c-fosy c-jun, en ciertas estructuras
cerebrales como el locus coeruleus'y en el sis-
tema limbico. La expresion de estos genes pre-
coces y el incremento en la actividad de la en-
zima adenilciclasa producido durante la absti-
nencia opiacea no se vieron modificados en los
animales con deficiencia de CREB. El factor de
transcripcion CREB desempefa, pues, un pa-
pel importante en las manifestaciones compor-
tamentales de la abstinencia, aunque no pare-
ce participar en los efectos analgésicos produ-
cidos por la administracion aguda de morfina.
Los resultados bioguimicos en la actividad ade-
nilciclasa sugieren que el mecanismo por el
que CREB participa en los procesos de depen-
dencia parece ser independiente de los men-
sajeros ligados al AMPc. Los sistemas intrace-
lulares que participan en dicho mecanismo no
han sido aun identificados y su conocimiento
ayudaré sin duda a esclarecer el sustrato biolo-
gico de estos procesos de dependencia.

Otros sistemas implicados

Otros sistemas de neurotransmision diferen-
tes del sistema opioide enddégeno se encuen-
tran también implicados en los cambios adap-
tativos responsables del desarrollo de la depen-
dencia opidcea. Estos sistemas van a controlar
a través de un mecanismo heterélogo la res-
puesta del organismo durante el proceso de
dependencia. Asi, se han descrito diversos
cambios durante el desarrollo de la dependen-
cia, sobre todo en los sistemas dopaminérgico,
noradrenérgico, serotonérgico, colinérgico,
GABAérgico y peptidérgico. La participacion de
ciertos mecanismos heterélogos, en particular
del sistema dopaminérgico, también ha podido
ser evaluada gracias al empleo de ratones
transgénicos. Asi, los efectos producidos por el
tratamiento agudo y crénico con morfina fue-
ron investigados en ratones deficientes en los
receptores dopaminérgicos D225, que han sido
recientemente generados mediante la técnica
de recombinacién homdloga2®. La supresion
de los receptores dopaminérgicos D, no modi-
fica las respuestas analgésicas y motoras indu-
cidas por la administracion aguda de morfina,
ni el desarrollo de la dependencia fisica tras el
tratamiento crénico con opidceos. Sin embar-

g0, los efectos reforzantes producidos por la
morfina resultaron completamente abolidos en
estos animales. Las propiedades reforzantes de
un estimulo natural, la comida, no se vieron
modificadas en los ratones con deficiencia en
receptores dopaminérgicos D,. Asi pues, los
receptores dopaminérgicos D2 estan selectiva-
mente implicados en las propiedades reforzan-
tes de los opidceos y no parecen desempefiar
un papel importante en otras respuestas
agudas o croénicas inducidas por estos far-
macos.
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A. MuNoz: ;Por qué esperabais que fuese tan
importante CREB en la expresion de c-jun'y
c-fos, cuando no parece ser el principal factor
que influye en la expresion de estos dos ge-
nes?

R. MALDONADO: Si bien esta claro que no es im-
portante en la expresion de c-jun, si que po-
driamos esperar una cierta participacion en la
de c-fos. La idea inicial parte de varios estu-
dios que sugieren la existencia de una corre-
lacion entre la actividad del locus coeruleus'y
la expresion comportamental de la abstinen-
cia. Nosotros utilizdbamos este marcador de
c-fos para comprobar cual era la actividad del
locus coeruleus durante el proceso de la abs-
tinencia. La administracion de clonidina, pro-
ducto que reduce la sintomatologia de la abs-
tinencia, produce también una disminucion
de la actividad de las neuronas noradrenérgi-
cas en el locus coeruleus. Nosotros esperaba-
mos que posiblemente, si habia esta disminu-
cion de la expresion de la abstinencia, tam-
bién podria haber una disminucién en la
expresion de c-fos.
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A. MuRNoz: ;Sabéis si los animales CREB —/-
tienen alterados los niveles de actividad, de
cantidad de proteina o de fosforilacion del
CBP o de las CREM?

R. MaLboNADO: CREM estéd regulado al alza, pe-
ro en el caso de CBP lo desconozco.

F. Mavor: Puesto que esta descrito que en ani-
males que carecen de CREB se ven alterados
toda una serie de procesos de memoria a lar-
g0 plazo, incluso de memoria de contexto,
;no se puede pensar que esto modifique al-
gunos de los comportamientos que vosotros
analizais?

R. MaLbonADO: En los resultados que hemos
presentado no, porque se trata de estudios de
dependencia fisica, donde no participa la me-
moria. Pero en experimentos muy recientes,
que esperamos se publiquen en breve, se ha
observado la preferencia de plaza con anima-
les deficientes en a6-CREB. Ni en los anima-
les con deficiencias ni en los animales de ge-
notipo normal se observd ningun tipo de mo-
dificacion de las propiedades reforzantes
inducidas por morfina, cocaina ni por comida,
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como estimulo natural. En primer lugar, se
concluye que en estas condiciones CREB no
desempefiarian un papel relevante en las pro-
piedades reforzantes inducidas por dichos es-
timulos. Y, en segundo lugar, el déficit de me-
moria inducido en estos animales no seria lo
suficientemente importante para que el ani-
mal sea incapaz de relacionar estos estimulos
con el compartimiento asociado. Cabe afiadir
que los déficit de memoria se analizaron en
estudios de memoria espacial y que aparecie-
ron sélo en ciertas condiciones experimenta-
les particulares, por lo que no se trata de un
déficit generalizado. En los ultimos estudios
realizados con el doble mutante, es decir, un
alelo carece de ad y el otro alelo carece de
apd, no se observan diferencias relevantes en
cuanto a la memoria. Por tanto, actualmente
se cuestiona la importancia que en un princi-
pio se propuso de CREB para estos procesos
de memoria. Si bien posiblemente participa,
parece ser que su trascendencia es menor de
la que se sugiri6 al principio.

F. Mavor: En vuestro modelo experimental, ;se
sabe si los distintos agonistas opiaceos pro-
mueven diferentes patrones de desensibiliza-
cion?

R. MaLDONADO: Nosotros no hemos trabajado
sobre este tema, pero el grupo de Erik Nestler
si que ha realizado estudios de este tipo, y
parece que existe una implicacion de la pro-
teina GRK 'y de la arrestina en los procesos de
dependencia. A pesar de todo, no se dispone
todavia de estudios concluyentes al respecto.

V. CENA: Es sabido que al final, el efecto gratifi-
cante de la morfina se basa en la activacion
de una serie de circuitos eléctricos. ;Se ha
estudiado si se modifica significativamente la
transmision sinaptica en el sindrome de absti-
nencia, en experimentos con rodajas de hipo-
campo donde esta mantenida la estructura
entre las neuronas?

R. MaLboNADO: Se dispone de los datos deriva-
dos de experimentos in vivo que reflejan la
existencia de un incremento del firing en el
locus coeruleus como consecuencia de la
abstinencia. Sin embargo, dicho incremento
no aparecia en los primeros estudios sobre
abstinencia realizados con rodajas del locus
coeruleus. Fue posteriormente cuando el gru-
po de Aghajanian” comprobo la existencia de

*Kogan JH, Nestler EJ, Aghajanian GK. Elevated basal
firing rates and enhanced responses to 8-Br-cAMP in
locus coeruleus in brain slices from opiate-dependent
rats. Eur J Pharmacol 1992; 211: 47-53.

cierto aumento del firing en rodajas del locus
coeruleus, aunque constataron que era infe-
rior al observado mediante estudios in vivo.
Por esta razon, se cree que existen unas afe-
rencias excitadoras que participan también
en este proceso de activacion del locus coe-
ruleus durante la abstinencia y se sugiere
particularmente la participacién del nucleo
paragigantocelularis a través de sus proyec-
ciones glutamatérgicas hacia el locus coeru-
leus. Por tanto, nos hallamos ante un meca-
nismo intrinseco al locus coeruleus represen-
tado por los fenédmenos adaptativos que se
producen en la organizacién intracelular vy,
por otra parte, ante un fendbmeno extrinseco
al locus coeruleus derivado del incremento de
la liberacion de glutamato proveniente del nu-
cleo paragigantocelularis.

V. CENA: Puesto que parecen estar implicados
en la propagacion del impulso y en la trans-
mision sindptica, ;se podria sugerir que la
diana final de todos los procesos biogquimicos
que conducen al sindrome de abstinencia
fuera precisamente la modificacion de la acti-
vidad de canales iénicos?

R. MaLpoNADO: No me atreveria a hablar de
diana final, pero, evidentemente, se trataria
de una de las dianas mas importantes. Para
explicar la dependencia creo que no nos po-
demos basar en un sistema exclusivo. Ade-
mas de la participacion del sistema homologo
opioide, también se producen modificaciones
heterélogas, como en la dopamina, noradre-
nalina, péptidos antiopioides, etc. El resultado
de los cambios en toda esta serie de sistemas
va a dar lugar en su conjunto al proceso de la
abstinencia, con la participacion de determi-
nados canales idnicos en algunos de ellos.

V. CeNA: Logicamente me referia a los canales
ibnicos como un todo.

J.M. Baevens: Nosotros tenemos datos publica-
dos acerca de que el bloqueo de los canales
de calcio dependientes de voltaje tipo L inhi-
be la abstinencia, mientras que la estimula-
cion de canales de potasio sensibles al ATP
inhibe la abstinencia.

R. TRuLLAS: En los mutantes de CREB, ;habéis
estudiado otros factores de transcripcion ade-
mas de c-fos y c-jun? En segundo lugar, y tam-
bién en estos animales, ;se observan alteracio-
nes motoras que pudiesen explicar los déficit
en aprendizaje espacial en otros modelos?

R. MALDONADO: Hemos estudiado animales defi-
cientes en CREM vy, al igual que otros autores,
no hemos observado modificacion alguna en
la gravedad de la abstinencia. Respecto a tu
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segunda pregunta, se observa una ligera dis-
minucién de la actividad locomotora horizon-
tal, aunque dificilmente esto puede interferir
en el resultado de la abstinencia, puesto que
observamos cambios en todos los parametros
y no so6lo en el jumping. En cuanto al déficit
de memoria espacial, y tratdandose de una de-
ficiencia motora tan minima, tampoco creo
que desempefie un papel importante en el
déficit de memoria espacial.

A.M. PLANAS: La abstinencia como sindrome
tiene muchos componentes. ;Hasta qué pun-
to esta serie de parametros que analizais son
suficientemente representativos del sindrome
de abstinencia como para afirmar que no
existe en estos animales?

R. MALDONADO: Simplemente constatamos que la
expresion somatica de la abstinencia esta dis-
minuida, sin que esto signifique una abolicion
de la misma. Por estudios realizados previa-
mente perfectamente estandarizados y acepta-
dos en la actualidad, sabemos que en el raton
existen una serie de signos que estan clara-
mente relacionados con la intensidad de la
abstinencia, como son el jumpingy la pérdida
de peso. Por nuestros estudios, podemos afir-
mar que ambos se encuentran disminuidos de
una manera notable en estos animales.

54

J.M. Baevens: Con referencia a los ratones con
deficiencia de receptores W, naturales, algu-
nos autores han demostrado que en dichos
animales algunos agonistas p producen anal-
gesia. Mi primera pregunta seria, ;jvuestros
ratones presentan deficiencias en My 7Y,
en segundo lugar, ;jobservais los mismos re-
sultados con otros agonistas p?

R. MALDONADO: Mi opinién es que en los ani-
males que presentan deficiencias de una
manera natural existe una disminucién en la
poblacion de receptores W sin alcanzarse una
abolicion total de receptores. Nosotros he-
mos realizado bastantes estudios con nues-
tros animales knock-out deficientes en re-
ceptores W utilizando diferentes agonistas .
Hay dos tipos de construcciones: unos
knock-out que proceden del exén 1, con los
que hemos trabajado, y otros knock-out del
exén 2 que han sido utilizados por otros au-
tores. Todos los grupos estamos de acuerdo
en que la morfina no tiene ningln tipo de ac-
cion analgésica en animales knock-out pro-
cedan del exd6n 1 o del exén 2. Sin embargo,
con heroina, morfina-6-glucurénido y 6-ace-
tilmorfina los resultados son algo contradic-
torios en funcién de los modelos experimen-
tales utilizados.



