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SUMMARY

The analgesic effects of opium derived substances has
been known since old times. The existence of opiate pep-
tides in the nervous system was discovered in 1975. Pos-
teriorly, pharmacological studies defined a series of opiate
receptors to mediate their effect. Currently, these recep-
tors are classified in three families: p, & and x depending
upon their affinity for different agonists. The exact structure
of the receptors was not known until 1992 when the &
opiate mouse receptor was cloned. Shortly therealter, the
k and p opiate receptors were cloned in both mice and
humans. Like many other neuropeptides and hormones,
all of them are protein membranes with seven transmem-
brane segments. Currently, the mechanism which determi-
nes the ligand/receptor specificity and the molecular origin
of the different receptor subtypes pharmacologically deter-
mined are being actively studied. Although initially it was
thought that the expression of these genes was limited to
the nervous system, at present there is growing evidence
that this gene expression exists outside of it. Their presence
at other sites including the immune system would explain
the wide variety of peripheral effects of these substances.
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RESUMEN

Los efectos analgésicos de las sustancias derivadas del
opio se conocen desde tiempos muy remotos. En 1975 se
descubrid la existencia de péptidos opioides en el sistema
nervioso. Posteriormente, mediante estudios farmacologi-
cos se definieron una serie de receptores opioides que
median estos efectos y que hoy se clasifican en tres fami-
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lias: n, & v %, en funciébn de su diferente afinidad por
distintos agonistas. La elucidacion de su estructura no se
logré hasta el afio 1992, cuando se cloné el receptor
opioide & de raton y, poco tiempo después, los receptores
opioides k y p, tanto en ratén como en humanos. Todos
ellos son proteinas de membrana con siete segmentos trans-
membrana, como otros muchos receptores de neuropépti-
dos y hormonas. Actualmente se esta tratando de esclare-
cer el mecanismo que determina la especificidad de unién
entre ligando y receptor, asi como el origen molecular de
los distintos subtipos que se han definido en virtud de
criterios farmacolégicos. Aunque inicialmente se pensaba
que la expresion de estos genes estaba limitada al sistema
nervioso, hay crecientes pruebas de que también se produ-
ce fuera de él, incluyendo el sistema inmune, lo que per-
mitiria explicar el variado numero de efectos periféricos
que presentan estas sustancias.

Palabras clave: Receptor opioide. p, 8, k. Sistema inmu-
ne.
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I. INTRODUCCION
Opiiceos

Las sustancias derivadas de la planta del opio o ador-
midera (Papaver somniferum) y sus efectos analgési-
cos se conocen desde tiempos muy remotos. La primera
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referencia escrita del uso de opio se remonta a La
Odisea, en la que Homero describe cémo Helena sirve
un brebaje que contiene opio (nephente) a Telémaco y
sus compaiieros para aliviarles las fatigas de su viaje.
A pesar de las dificultades que surgen al interpretar
textos antiguos y datos arqueologicos, parece evidente
el uso del opio en la civilizacidon sumeria en el tercer
milenio a. C. y su extensidén a las culturas con las que
los sumerios entraron en contacto. Aunque el opio se
empled inicialmente como euforizante en el transcur-
so de ritos religiosos, su uso se amplid posteriormente
al ambito de la medicina primitiva, utilizdndose para
realizar operaciones quirurgicas y como sedante para
los moribundos; en el papiro de Ebers (1500 a. C.) se
detalla un remedio para calmar el llanto de los nifios
que incluye el opio en su composicién (1).

En el siglo VIII los comerciantes arabes introduje-
ron el opio en India y China y a partir de los siglos XI
y XII el opio irrumpe en Europa, donde su uso medi-
cinal es popularizado por Paracelso y pronto se supo
que la utilizacion de estos compuestos genera el pro-
blema de la adiccion a los mismos (1).

En 1806 Sertiirner aisld la sustancia activa del opio
a la que denomind morfina en honor a Morfeo, dios
griego del suefio. La morfina pura se empez6 a produ-
cir en grandes cantidades y ya en 1850 se empezo a
utilizar por via parenteral en el tratamiento del dolor
crénico asi como anestésico en cirugia, ya que dismi-
nuia la cantidad de cloroformo necesaria para inducir
anestesia. Desafortunadamente, la morfina poseia el
mismo potencial adictivo que el opio, por lo que se
dedicaron grandes esfuerzos a desarrollar nuevos opid-
ceos que fuesen mas eficaces y menos adictivos.

En la década de los sesenta los investigadores ha-
bian llegado a la conclusion de que las complejas in-
teracciones entre las drogas de tipo morfina, sus anta-
gonistas y los agonistas-antagonistas mixtos podian
explicarse mejor postulando la existencia de mds de
un tipo de receptor para los opidceos y drogas afines y
Goldstein y cols propusieron que la utilizacidn de dro-
gas marcadas radiactivamente permitiria caracterizar
estos receptores (2). Aunque sus esfuerzos en la identi-
ficacion de los receptores fueron vanos ante la imposi-
bilidad de generar radicligandos con actividades espe-
cificas, sus estudios permitieron que los grupos de Pert
(3), Simon (4) y Terenius (5) demostraran casi simul-
tdneamente la existencia de sitios de unidn estereoes-
pecificos saturables para drogas opidceas en el siste-
ma nervioso central (SNC), si bien estos sitios no te-
nian una distribucion homogénea (6).

Estas investigaciones llevaron a concluir, que los
opidceos actilan como agonistas interactuando con si-
tios de union o receptores estereoespecificos y satura-

bles en el encéfalo y en otros tejidos. Hoy se acepta
como evidente que los opidceos ejercen diversos efec-
tos como, por ejemplo, analgesia, somnolencia, disfo-
ria, depresion respiratoria, disminucién de la motili-
dad intestinal, nduseas, vomitos, alteraciones del siste-
ma endocrino, etc.

Péptidos opioides

Una vez demostrada la existencia de receptores para
los opidceos, se dedujo que su existencia en el SNC
debia estar relacionada con la existencia de ligandos
enddgenos. En 1975 Kosterlitz y Waterfield observa-
ron, estudiando extractos de cerebro de cerdo, que és-
tos contenian un factor que inhibia la liberacién de
acetilcolina de los nervios que inervan el intestino del-
gado y que este efecto era bloqueado por la naloxona
(7). En 1975 Hughes y colaboradores aislaron y carac-
terizaron dos pentapéptidos con actividad opioide del
cerebro de cerdo (8). Estos péptidos, que difieren tni-
camente en el aminoacido C-terminal, fueron denomi-
nados Metionina-encefalina (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) y
Leucina-encefalina (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu). Pronto re-
sultd evidente que la Met-encefalina estaba presente
en el extremo amino terminal de otra molécula, la -
endorfina, que era un fragmento de la B-lipotropina,
aislada varios afios antes de extractos de hipofisis (9).
Al igual que las encefalinas, la B-endorfina tenia gran
afinidad por los receptores opioides cerebrales.

Se ha comprobado que todos los péptidos opioides
identificados hasta el momento provienen de la frag-
mentacion de tres precursores polipeptidicos de mayor
tamafio: la pro-encefalina (10), de la que derivan, en-
tre otros, la Met-encefalina y la Leu-encefalina, pépti-
dos E y F; la pro-dinorfina (11), que origina las o y B-
neoendorfinas y las dinorfinas A y B; y la pro-opio-
melanocortina (12), de la que surge la B-endorfina. La
existencia de tantos ligandos naturales en el sistema
nervioso, asi como de variados compuestos agonistas,
antagonistas y agonistas-antagonistas mixtos para cada
uno de ellos, sugeria que no debia haber un so6lo re-
ceptor opioide sino varios.

II. RECEPTORES OPIOIDES

La existencia del receptor opioide se postulé por
primera vez en base a los resultados obtenidos en es-
tudios de analgesia realizados tanto a nivel de animal
de experimentacién como a nivel clinico. En 1967 Mar-
tin sugirié que la analgesia provocada por las drogas
de tipo morfinico podria explicarse si se consideraba
la posible existencia de mas de un tipo de receptor
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opioide (13). Posteriormente, el andlisis y desarrollo
de técnicas experimentales, tanto in vivo como in vi-
fro, ha permitido confirmar la existencia de mas de un
tipo de receptor con funciones independientes, aunque
algunos investigadores sugieren la posible existencia
de interaccion alostérica entre ellos (14). La variabili-
dad de los resultados obtenidos en los estudios de afi-
nidad por un ligando concreto puede ser atribuida a
las distintas formas de interaccion de un ligando espe-
cifico con un receptor (15) o a la posible existencia de
mds de un tipo de receptor en un mismo tejido (16) o
incluso en una misma célula (17).

Los estudios farmacolégicos realizados durante los
altimos afios han puesto de manifiesto la existencia de
diferentes subtipos de receptores que se han agrupado
en tres familias, mu (u), delta (8), y kappa (x), de
acuerdo con la afinidad de diferentes sustancias opioi-
des (18), con su distribucién anatomica (19, 20) y las
diferencias en actividad antagonista con la que actua
la naloxona (antagonista del receptor opioide) sobre
los tres tipos de receptores (21).

El receptor opioide & presenta una baja afinidad por
el ligando endégeno dinorfina. Sin embargo, este re-
ceptor tiene una alta afinidad por la encefalina, lo que
sugiere que la encefalina es un ligando enddégeno de
este receptor. Es mas, estudios anatomicos han mos-
trado una coexpresion de encefalina y receptor opioi-
de & en varias regiones del SNC (22). Por otra parte,
mientras que la dinorfina A (1-13) exhibe una potente
actividad sobre el receptor K, la encefalina tienen una
baja afinidad por este receptor, lo que sugiere que la
dinorfina puede ser el transmisor endogeno que actia
sobre el receptor k. El receptor opioide p presenta una
alta afinidad por la encefalina. Ademas, la distribu-
cion tisular de encefalina y de mRNA del receptor p
presenta una gran correlacion (22, 23), lo que sugiere
que la encefalina puede interaccionar con el receptor
p en condiciones fisiologicas. Finalmente, la beta-
endorfina se une potentemente tanto al receptor 8 como
al W, pero exhibe una afinidad menor en el receptor «,
lo que plantea la posibilidad de que en tejidos perifé-
ricos, donde la endorfina es mas abundante que la
encefalina o la dinorfina, la beta-endorfina sea el li-
gando enddgeno para los receptores 8 y .

Uno de los problemas mas dificiles que han surgido
al interpretar la funcidn analgésica de los receptores
opioides en el SNC de mamiferos ha sido la ausencia
de ligandos especificos. Sin embargo, recientemente
se han logrado sintetizar andlogos selectivos de los
opioides enddgenos para cada uno de los subtipos re-
ceptoriales. Entre estos nuevos opioides sintéticos po-
demos citar el DAMGO, que es un analogo de las
encefalinas con estructura: D-Ala>-NMe Phe*-Glyol*-

encefalina y actia como un agonista p altamente se-
lectivo (24, 25). El DPDPE, un agonista &-selectivo
cuya estructura estd formada por la union ciclica de
dos penicilaminas: D-Pen?-D-Pen’-encefalina (26, 27),
y el U-69593, que es un analogo del agente x selecti-
vo U-50488H (28), cuya estructura quimica se descri-
be como: (5a,7a,8b)-(-)-N-metil-N-[7-(1-pirrolidinil)-
1-oxaspero(4,5) dec-8-i1] benzeno acetamida (29) y
que es considerado un agonista selectivo x.

La utilizacién de estos analogos selectivos ha per-
mitido demostrar que los tres tipos de receptores opioi-
des presentan propiedades farmacolédgicas distintas que
pueden ser diferenciadas con claridad (30-34). Los re-
ceptores opioides & tienen una alta afinidad por los
agonistas DPDPE, DSLET, deltorfina II y por el anta-
gonista nartrindol, compuestos que se unen con menor
afinidad a los receptores K y p. Ademas, de acuerdo
con estudios farmacologicos y de comportamiento, se
ha propuesto la existencia de subtipos del receptor &
(33, 35): el receptor &, es activado selectivamente por
la DPDPE y bloqueado por el antagonista BNTX; el
receptor J, es activado selectivamente por la deltorfina
IT y bloqueado por el antagonista NTB. Ademas, am-
bos subtipos son activados por las encefalinas y por la
beta-endorfina y bloqueados con alta afinidad por el
antagonista naltrindol. Estudios de comportamiento
analgésico han mostrado que la analgesia inducida por
DPDPE es bloqueada por BNTX pero no es bloqueada
por NTB (36). También se ha podido comprobar que
la administracién de DPDPE produce tolerancia y que
se puede evitar administrando BNTX pero no NTB.
La deltorfina IT también puede producir tolerancia, que
es bloqueada por NTB pero no por BNTX (37). No se
ha observado tolerancia cruzada entre la deltorfina II
y la DPDPE. A pesar de estos hallazgos, que indican
que a nivel farmacoldgico existen subtipos de recepto-
res delta, hasta el momento actual no se ha podido
confirmar la existencia real de distintos subtipos del
receptor opioide & ni a nivel de unién al receptor, ni a
nivel bioquimico.

El receptor opioide K exibe una alta afinidad por los
agonistas U50,488 y U69,593 y por el antagonista nor-
BNI (31). Los agonistas U50,488 y U69,593 no se
unen a los receptores & o p y el antagonista nor-BNI
es menos potente sobre los receptores 8 y pn que sobre
el receptor x. Diversos investigadores, basandose en
estudios farmacoldgicos (39), han sugerido la posible
existencia de tres subtipos de receptores K. Sin embar-
go, aun no se han producido compuestos K-selectivos
que puedan definir la existencia de subtipos farmaco-
légicos para este receptor.

Por su parte, los receptores p presentan una alta afi-
nidad por el agonista peptidico DAMGO, por la mor-
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fina y sus derivados, y por los antagonistas CTOP y
naloxonacina (39). DAMGO y CTOP no se unen al
receptor opioide ¥, ni tampoco al receptor delta. La
morfina sin embargo, si se une a los receptores 8 y X,
aunque con afinidad baja. También se ha sugerido,
tras estudios farmacoldgicos, la existencia de subtipos
de receptores p (40) (1, y u,, sobre el que supuesta-
mente debe actuar la morfina) pero, al igual que en el
caso de los receptores ¥, ain no existen compuestos
selectivos que puedan ayudar en la tarea de diferen-
ciacién entre los posibles subtipos farmacolégicos del
receptor opioide p.

La reciente caracterizacion molecular de los genes
de los distintos receptores opioides ha facilitado aln
mas el estudio sobre la funcion de los distintos recep-
tores, tanto a nivel central como a nivel periférico.
Cada receptor puede ser expresado en una linea celu-
lar diferente y sus caracteristicas farmacologicas, bio-
quimicas y fisioldgicas pueden ser cstudiadas de for-
ma independiente.

III. CARACTERIZACION MOLECULAR
DE LOS RECEPTORES OPIOIDES

Los primeros intentos para caracterizar molecularmen-
te los receptores opioides fueron infructuosos. Los in-
tentos de purificar la proteina se vieron impedidos por
la dificultad para solubilizarla de la membrana de for-
ma que retuviera su capacidad de unir los ligandos es-
pecificos. Ademas, la capacidad de unidn ligando-re-
ceptor se veia seriamente afectada por los detergentes
empleados habitualmente para solubilizar proteinas de
membrana. En una segunda aproximacién, se utilizaron
ligandos marcados radioactivamente que se unian cova-
lentemente al receptor y permitian su purificacion, mé-
todo que permitia la utilizacién de detergentes atin sien-
do estos desnaturalizantes. Por otra parte, la cantidad
de receptores opioides presentes en los tejidos estudia-
dos era pequefia en comparacion con otros componen-
tes presentes en las mismas células, lo que representaba
una dificultad adicional. Atln asi, se lograron purificar
parcialmente y reconstituir en membranas modelo tipo
vesicula algunas proteinas con capacidad de unidn de
opioides, aunque con grandes divergencias en cuanto a
su peso molecular (de 35 a 94 KDa) (41). Los intentos
que se hicieron para, a partir de estas proteinas, secuen-
ciar un polipéptido con el fin de obtener un oligonu-
cledtido que pudiera ser utilizado en el analisis de una
genoteca, no resultaron eficaces ya que los péptidos
resultaron muy cortos y sus secuencias nucleotidicas
marcadamente degeneradas como para poder ser usadas
como sonda. El tinico caso en el que este procedimien-

to tuvo éxito y se consigui6 aislar un cDNA, éste codi-
ficaba una proteina con homologia con la superfamilia
de las inmunoglobulinas y las moléculas de adhesién
celular. Al realizar estudios de transfeccion con este
cDNA, se comprobd que no conferia propiedades de
unién de opioides a las células que lo expresaban de
manera exdgena (42).

Asi pues, durante afios se sigui6 especulando sobre la
naturaleza de estos receptores y sobre la posibilidad de
que los tres tipos definidos se correspondieran con los
productos de tres genes diferentes, fueran productos del
procesamiento alternativo de un nico gen con diferen-
tes exones o se tratara de una inica proteina que se
modifica bien post-traduccionalmente o bien mediante
interacciones con otros componentes especificos.

Paralelamente a la purificacién de la proteina, se
intentd la clonacion del gen o genes que codificaban
para los receptores opioides. La forma mds directa de
conseguir este objetivo era el rastreo de una genoteca
de expresion, para lo cual se utilizaron tres aproxima-
ciones:

a) La utilizacién de anticuerpos monoclonales anti-
idiotipicos, es decir, anticuerpos generados con-
tra la regién variable de otro anticuerpo dirigido
contra un ligando especifico del receptor. Los
intentos realizados en este sentido no tuvieron
éxito (43, 44). Se encontraron demasiados falsos
positivos debido en parte a que este método soélo
es util cuando el mRNA buscado es relativamen-
te abundante en el tejido del que se parte para
preparar la genoteca, y ¢ste no es el caso de los
receptores opioides.

b) La deteccidn electrofisiolégica. Técnica extrema-
damente sensible y que se basa en la capacidad
de los oocitos de Xenopus de acoplar receptores
exdgenos con sus propios mecanismos de trans-
duccion de la sefial. Transfectando estas células
con un mRNA apropiado se puede estudiar pos-
teriormente si la administracién de ligandos
opioides generaba una movilizacion del Ca* ce-
lular o se abrian los canales de CI. También este
sistema resultd infructuoso.

c) El uso de ligandos marcados radioactivamente
(principalmente con '*I). Mediante este método,
a finales de 1992 dos grupos lograron clonar si-
multdneamente el primer receptor opioide (45,
46). Para ello, ambos grupos partieron del cDNA
de la linea celular murina NG108-15 (neuroblas-
toma-glioma) que expresa el receptor & en relati-
va abundancia, y lo clonaron en plasmidos de
expresion con los que se cred una genoteca en
Escherichia coli. Estos plasmidos, divididos en
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fracciones. se transfectaron a células COS en las
que se analizo la unién de un péptido especifico
para el receptor & marcado radioactivamente. La
fracciéon que proporciond una mayor unién sc
subfracciond y se volvid a analizar de la misma
manera. Este proceso fue repetido hasta obtener
un clon puro cuyo cDNA fue secuenciado, con-
firmandose que la proteina que codificaba pre-
sentaba las caracteristicas de unién de ligandos
del receptor 8.

A partir de 1992, diferentes grupos, aplicando técni-
cas de biologia molecular y basandose en una posible
homologia entre los distintos receptores, han clonado
cDNAs que codifican diferentes receptores opioides.
ElI ¢cDNA del receptor opioide ¥ se aisld por casuali-
dad mientras se rastreaba una genoteca en busca de
subtipos del receptor de la somatostatina. Los resulta-
dos de estos estudios, realizados principalmente en ra-
tén y en rata, aunque también se han clonado los co-
rrespondientes humanos, han revelado la existencia de
tres genes diferentes que efectivamente muestran una
gran homologia entre si y con otros miembros de la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G ta-
les como somatostatina, angiotensina II, neuromedina,
rodopsina, etc (47-65).

Recientemente se ha logrado clonar otro receptor que
presenta un alto grado de homologia con los tres recep-
tores opioides y cuya expresion se localiza a nivel del
SNC (60-72). La caracterizacion farmacologica de este
nuevo receptor no corresponde con ninguno de los sub-
tipos de los receptores ya definidos, por lo que se le
denominé ORL (acrénimo del inglés opioid receptor
like). Poco tiempo después se ha logrado purificar el
ligando enddgeno de este receptor, que ha resultado ser
un péptido de 17 aminodcidos, semejante a los péptidos
opioides, y que ha recibido el nombre de nociceptina u
orfanina FQ (73, 74). Sin embargo, el efecto fisioldgico
producido por la nociceptina en pruebas de comporta-
miento analgésico (hiperalgesia) es opuesto al observa-
do para los péptidos opioides (analgesia).

IV. ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES
OPIOIDES

Los receptores opioides son proteinas en cuya es-
tructura se definen siete segmentos con elevada hidro-
fobicidad y conformacién de a-hélice que pueden dis-
ponerse atravesando la membrana, definiendo una se-
rie de dominios que pueden quedar en el exterior celu-
lar y otros en el interior (fig. 1), de la misma manera
que muchos otros receptores de este tipo ya caracteri-

MEMBRANA
CELULAR

Fig. 1.— Estructura tedrica de un receptor opioide mo-
delo y su orientacién en la membrana. Se muestran los
siete segmentos transmembrana y los lazos que los co-
nectan, cuya longitud depende del tipo del receptor. Las
estructuras ramificadas del extremo N-terminal represen-
tan las glicosilaciones sobre residuos de Asn, su nimero
y extensién dependen del tipo de receptor. También se
representa el puente disulfuro entre los lazos extracelula-
res 2 y 3, los posibles puntos de fosforilacion sobre Ser y
Thr en el interior celular, asi como la molécula de acido
graso, habitualmente palmitoleico, que contribuye a for-
mar el cuarto lazo intracelular.

zados pertenccientes a la superfamilia de receptores
que acoplan con proteinas tipo G para transducir la
senal al interior celular.

El receptor opioide & de ratén consta de 372 resi-
duos aminoacidicos que constituyen una proteina de
40,8 KDa de peso molecular (46), el tipo ¥ tiene 380
amino acidos (proteina de 42,7 KDa) (51) y el tipo p
398 amino acidos (proteina de 44,5 KDa) (62). Estos
receptores presentan diversas modificaciones post-
traduccionales como son por ejemplo:

a) N-glicosilacion. Aparecen cinco sitios de glico-
silacion en residuos de Asparragina en el recep-
tor Ly dos en los receptores & y k. Estos puntos
de glicosilacion se observan en el extremo N-
terminal de la proteina, que se encuentra en el
exterior celular, y cuyo papel en la unién del
ligando no parece ser relevante.

b) Puentes disulfuro, establecidos entre los residuos
de Cys de los lazos extracelulares 2 y 3, que
pueden contribuir a la fijacién de la estructura
tridimensional de la proteina.

¢) Secuencias consenso de fosforilacion (tanto para
protein-quinasa A, dependiente de cAMP, como
para protein-quinasa C, dependiente de Ca'™) so-
bre residuos de Ser y Thr en los lazos intracelu-
lares, lo que posibilita su regulacién mediante
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mecanismos que se encuentran en otras muchas
proteinas celulares y que puede estar relacionado
con el desarrollo de fenémenos de tolerancia y
dependencia ante ligandos opioides u opidceos
por desensibilizacion de los receptores.

d) Un posible sitio de palmitoilacién sobre un resi-
duo de Cys en el extremo C-terminal de la pro-
teina (intracelular), que puede posibilitar la for-
macién de un cuarto lazo intracelular como ocu-
rre en otros receptores pertenecientes a la misma
superfamilia.

Al comparar las proteinas se ha observado que pre-
sentan una alta homologia, siendo mayor en el segun-
do, tercero y séptimo dominios transmembrana, el pri-
mer lazo extracelular y el segundo, tercer y cuarto
lazo citoplasmatico, lo que explica que tengan carac-
teristicas comunes a nivel de uniodn al ligando y que
los mecanismos de transduccion y regulacion sean se-
mejantes. Asi mismo, se ha observado que los tres
receptores opioides presentan mayor divergencia en
los extremos N-terminal y carboxilico y en los lazos
extracelulares 2 y 3 (50).

Dada la similitud existente entre los receptores opioi-
des a nivel de proteina y las grandes diferencias que
muestran en cuanto a sus propiedades de unidn a li-
gandos especificos, resulta interesante estudiar en es-
tos receptores las regiones y/o aminodcidos concretos
de la proteina que son esenciales para producir la union
de ligandos especificos. La comprension plena del
mecanismo que subyace en este fendmeno permitira
disefar compuestos, con potencial farmacolégico, to-
talmente especificos para cada receptor. De esta forma
se podria llegar a obtener productos analgésicos efica-
ces con los que se puedan obviar al menos los princi-
pales efectos secundarios indeseables de los derivados
opiaceos utilizados en la clinica en el momento actual.
Con este objetivo, se han realizado estudios mediante
mutagénesis dirigida y construccion de receptores qui-
meéricos (75-88) con los que, aunque los resultados
obtenidos hasta ahora no son totalmente esclarecedo-
res, se ha podido desarrollar una posible hipdtesis para
explicar la especificidad de la unién de cada ligando
con su receptor (89).

Esta hipdtesis parte del concepto previo de que los
ligandos se dividen estructural y funcionalmente en
dos elementos, uno que determina la especificidad del
receptor al que se une, la direccion, y otro que activa
al receptor para que traduzca la sefal, el mensaje (90).
Este concepto parece ajustarse al caso de los opioides
puesto que existen distintos receptores que desencade-
nan la misma sefial al activarse y diferentes ligandos
peptidicos especificos para cada receptor. Asi, el resi-
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duo de Tyr en posicién N-terminal constituye la parte
de mensaje comun de estos péptidos mientras que la
region discriminadora seria la parte C-terminal del
péptido. Estos hallazgos permiten explicar porqué el
ligando del receptor ORL, la nociceptina, no tiene ac-
cion alguna sobre los receptores opioides pese a que
se trata de un péptido de estructura similar a los opioi-
des, ya que en posiciéon N-terminal posee un residuo
Phe en lugar de la Tyr que poseen los opioides.

En definitiva, estos estudios permiten suponer que el
mensaje comun a los péptidos opioides se uniria en la
zona transmembrana de los receptores, donde estos pre-
sentan un alto grado de homologia, mientras que los
lazos extracelulares, diferentes entre los tipos, serian
los encargados de reconocer los distintos péptidos y
determinar la especificidad de la unién. Asi, para ligan-
dos especificos del receptor p es necesario el lazo ex-
tracelular 1 (81, 86), aunque otros autores sugieren que
la especificidad p depende del tercer lazo extracelular
(77). En el caso del receptor x, la zona de discrimina-
cion parece estar en el segundo lazo extracelular (76,
78, 82). En la interaccién con la proteina transductora
se cree que estan involucrados dos residuos Asp en los
segmentos transmembrana 2 y 3 y un residuo de His en
el sexto segmento transmembrana (80).

También se ha postulado que el mecanismo que con-
fiere la especificidad de unién entre ligando y recep-
tor es del tipo de exclusién, es decir, que los lazos
extracelulares no establecen interacciones favorables
con los ligandos, sino que impiden que los no especi-
ficos lleguen al sitio de unidn activo (89). De acuerdo
con este modelo, los ligandos especificos de un recep-
tor son aquellos capaces de sortear las barreras que el
entorno extracelular del mismo establece para acceder
al sitio de unidén y no son capaces de hacerlo en los
otros receptores. Esto no implica que no existan tam-
bién interacciones favorables que ayudan a conducir
al ligando hacia el sitio activo, aunque desempefiarian
un papel menor en el proceso de seleccion de ligandos
con capacidad de unién a un receptor especifico. Asi
mismo, esta hipdtesis permitiria explicar la existencia
de ligandos opioides no selectivos que se unen con
igual afinidad a todos los tipos de receptores y a la
diversidad de quimeras de los receptores opioides que
se han construido. Estos ligandos son moléculas mas
rigidas que los péptidos opioides, que poseen el moti-
vo quimico caracteristico del mensaje opicide y cuyo
pequeiio tamafo les permite sortear todos los impedi-
mentos que los lazos extracelulares de los receptores
de cualquier tipo oponen para llegar al centro activo
del receptor.

El mecanismo de union de los antagonistas opioides
a los receptores es menos conocido. En el caso de la
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Fig. 2.— Estructura genémica de los tres receptores opioides clonados en el ratén. Los rectangulos representan
los exones en que se divide cada gen. Las zonas sombreadas son las secuencias codificantes. Las lineas puntea-
das unen los sitios de procesamiento del mRNA que comparten los tres genes. Los tamafos indicados para los

intrones son aproximados.

naloxona, su falta de especificidad sugiere que se une
a la region transmembrana del receptor, muy similar
en los tres tipos, pero de un modo distinto a como lo
hacen los agonistas puesto que su unién no significa
una activacion del receptor e interaccion con las pro-
teinas G a pesar de que bloquea la accion de los ago-
nistas (80). Aparentemente los antagonistas desenca-
denan un cambio conformacional distinto al que cau-
san los agonistas, posiblemente obstruyendo el sitio
de unidn agonista-receptor,

V. ORGANIZACION GENOMICA
DE LOS RECEPTORES OPIOIDES

Una vez demostrado que los tres receptores opioides
estan codificados por tres genes distintos, queda por
dilucidar cémo se originan los subtipos farmacologi-
cos en los que se clasifican estos receptores. Los ex-
perimentos de transfeccién con cDNAs de los distin-
tos receptores muestran que cada receptor se corres-
ponde unicamente con uno de los subtipos definidos
farmacoldgicamente. El receptor k clonado con el sub-
tipo K, el receptor p con p, y el receptor & con 8, (91).
Estos resultados plantean el interrogante de si los de-
mas subtipos estdn codificados por otros genes distin-
tos o derivan de los genes que ya han sido clonados.

Estos genes estan compuestos por varios exones.
Como se observa en la figura 2, el receptor 8 de ratén
estd compuesto por tres exones (92) y los receptores p
(93) y x (94, 95) por cuatro cada uno. Esta estructura
se ha conservado filogenéticamente y se mantiene en
los seres humanos (96-98). Es mas, las uniones exdn-
intron de los dos primeros intrones coinciden en la

misma posicidn de la secuencia codificante en los tres
receptores, tanto en el ratén como en el humano. El
exon 1 codifica en todos los casos el extremo N-ter-
minal de la proteina y el primer segmento transmem-
brana y el exén 2 codifica hasta el final del segundo
lazo extracelular. Este hecho sugiere que los tres genes
de los receptores opioides surgieron de un gen ances-
tral comun que anteriormente habia adquirido esta es-
tructura exonica y que divergio en algin momento de
la evolucién de la rama comin de la superfamilia de
los receptores con siete segmentos transmembrana. Al
analizar los tres receptores filogenéticamente, se ha
calculado que los receptores p y K estdn mas proximos
entre si que del receptor 8. Hasta ahora no se han
encontrado otros exones complementarios alternativos
para explicar el posible procesamiento diferencial del
mRNA que diera lugar a la aparicién de los subtipos
receptoriales. Tampoco se ha podido demostrar un pro-
ceso de reordenamiento somatico similar al que tiene
lugar para generar la diversidad de inmunoglobulinas
y receptores de células T (Rodriguez, R.E., datos no
publicados).

En el ratén estos genes se encuentran en cromoso-
mas diferentes: el receptor & en el cromosoma 4 (99),
el receptor k en el cromosoma 1 y el receptor p en el
cromosoma 10 (100). Mas tarde estos receptores fue-
ron localizados en el genoma humano: el receptor &
en la banda 1p34 (101), el receptor p en 6q25 (98) y
el receptor x en 8qll (102). Asi como la similaridad
en la estructura gendmica indica claramente una rela-
ciéon de parentesco evolutivo entre los genes de los
receptores opioides, su dispersion en el genoma de
distintos organismos sugiere que cstos genes resulta-
ron afectados por alguna traslocacion después de que



438 A. BARRALLO ET AL.

Rev. Soc. Esp. del Dolor, Vol. 3, N° 6, Noviembre-Diciembre 1996

H Q I E N L; E

Secuencia de procesamiento

H Q Vv R S L

MOR 1 CAT|CAG CTA|GAA AAT CTG GAA GCA GAA ACT GCT CCC TTG CCC TAA CAG

MOR 1A CAT|[CAG GTA|CGC AGT CTC TAG ATT TAG GTA

E T A P L P

Fig. 3.— Comparacion de las secuencias de DNA y de aminoacidos del extremo 3'de los receptores MOR 1 y MOR
1A; toda la secuencia a 5'no mostrada es idéntica. La secuencia del intron se muestra en cursiva. Los codones de

parada estan en letra negrita.

el gen ancestral del que derivan hubiera sufrido una
duplicacion (94).

Se han encontrado dos especies diferentes de mRNA
del receptor opioide p que codifican proteinas que di-
fieren unicamente en la porcion final del segmento C-
terminal intracelular (103, 104). La posible distincién
funcional respecto al receptor normal puede radicar en
la transduccion de la sefial y/o en la localizacion celu-
lar. La variante humana se origina por la no elimina-
cion del ultimo intrén del gen en el mRNA y debido a
que en la secuencia de este intrén se encuentra un
codén de terminacién en fase de lectura, la termina-
cion de la traduccion a proteina se produce antes y se
genera un receptor cuyo extremo C-terminal es ocho
aminodcidos més corto (ver figura 3). Es posible que
la variante encontrada en rata se origine de un modo
analogo, pues no se conoce la estructura del gen en
esta especie. Se ha comprobado que no difieren de la
proteina normal en cuanto a propiedades de unién de
ligando, con lo cual probablemente se trate simple-
mente de mRNAs inmaduros que no se han terminado
de procesar y que se han detectado por azar.

Una prueba mds consistente a favor de la existencia
genética de subtipo de receptores de opioides se ha
obtenido a partir de los estudios realizados por el grupo
de G.W. Pasternak usando oligonucledtidos antisentido

para el receptor i (105). Se ha comprobado que usando
oligonucledtidos contra los exones | y 4, pero no con-
tra los exones 2 y 3, se bloquean los efectos mediados
por el subtipo p, tales como la analgesia supraespinal
inducida por morfina, mientras que usando sélo oligo-
nucleotidos contra el exdn 4, se bloquean las acciones
mediadas por p, como la analgesia espinal por morfina
y el transito gastrointestinal. Es mas, el uso de este
oligonucledtido no bloquea los efectos desencadenados
por la morfina-6B-glucurénido, lo que si es inhibido
por los oligonucledtidos dirigidos contra los exones 2 y
3 (ver figura 4). Todo ello indicaria que el receptor p,
debe contener sélo los exones 1 y 4 del gen clonado, el
i, sélo el 4, mientras que los exones 2 y 3 formarian
parte de un nuevo subtipo que mediaria la accién de
este analogo derivado de la morfina, lo cual deja sin
significado farmacoldgico al gen que se clonado y ca-
racterizado como receptor opioide L.

VI. EXPRESION GENICA
DE LOS RECEPTORES OPIOIDES

Ademads de en el SNC, se ha demostrado la existen-
cia de receptores opioides de caracteristicas semejan-

5 — 1] 2 |
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+ + + = - =

- - - + - +

+

3 | 4 |——3 MORI1

H I ] K Oligo antisentido
- + + — L,

=2 o= + == :J'Z

+ + - = M-6-G

Fig. 4 — Los rectangulos representan los cuatro exones del receptor mu y bajo ellos, los distintos
oligonucledtidos antisentido correspondientes a cada uno y el resultado de los diferentes ensayos. Un
signo + significa que el oligonucledtido bloquea la actividad del receptor y un signo — implica que no

hay cambios en la actividad.
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tes a los receptores opioides cerebrales en fibras ner-
viosas sensoriales (106, 107). Por otra parte, se ha
podido comprobar que los ganglios de la raiz dorsal
contienen mRNA de los receptores opioides (108, 109),
lo que explica que las fibras de aferencia primaria
sean los responsables a nivel periférico de los efectos
antinociceptivos de la morfina (110). Sin embargo,
estas observaciones no aclaran el mecanismo median-
te el cual se produce antinocicepcion por mediacidon
de los receptores opioides en neuronas periféricas. Los
opioides aumentan el flujo de K* y disminuyen el flu-
jo de Ca*™ en los somas de las neuronas sensoriales
(111, 112) lo que puede producir la inhibicion de la
liberacidn de neurotransmisores. También se sabe que
los opioides inhiben la liberacion dependiente de Ca*
de compuestos excitatorios proinflamatorios, como la
substancia P, en terminales sensoriales periféricos
(113); este hecho es importante ya que puede explicar
la accion antiinflamatoria de los opioides (114).

En tejido normal, los efectos de los opioides a nivel
periférico no se observan de inmediato, sino que se
requieren minutos, e incluso horas desde que sc inicia
una reaccion de inflamacién hasta que se observa al-
gun efecto, lo que sugiere la preexistencia de recepto-
res opioides en los terminales nerviosos periféricos
(108, 115). En favor de esta hipdtesis esta el hecho de
que se han encontrado cantidades basales altas de
mRNA de los receptores opioides en los nervios cuta-
neos de tejido normal (106, 107).

Aunque los receptores opioides estdin ampliamente
distribuidos en el SNC, se han observado variaciones
especificas en la distribucion de los distintos tipos (my,
8y ), lo que implica la posibilidad de que existan
diferencias funcionales entre los tres tipos de recepto-
res (116). Sin embargo, la distribucién de los recepto-
res opioides en el sistema periférico no ha sido estu-
diada en profundidad, y ain no hay un mapa claro que
permita el conocimiento y comprension de la funcion
que los receptores opioides pueden tener en el sistema
periférico.

Estudios iniciales de la expresion de receptores opioi-
des mediante la técnica de Northern en diversos teji-
dos no periféricos no demostr6 la presencia de trans-
critos de estos genes (48, 51, 64). No obstante, estu-
dios realizados recientemente por nuestro grupo utili-
zando la técnica de PCR inversa, que es notablemente
mas sensible que la técnica de Northern, nos ha per-
mitido detectar la expresion de estos receptores en
higado, bazo, rifidn, pulmén, intestino delgado, mus-
culo, corazén y sangre periférica de ratén (117). Re-
cientemente, Wittert y cols (118) han encontrado re-
sultados similares al estudiar con esta técnica RNAs
obtenidos de tejidos de rata. Esta amplia distribucion

de los receptores opioides en tejido periférico sugiere
que los péptidos opioides enddgenos deben tener al-
guna funcion a nivel fisioldgico.

No obstante, los resultados obtenidos por nuestro
grupo y por el de Wittert, no permiten descartar que la
expresion tisular de receptores opioides sea debida a
contaminacion por células de sangre periférica, ya que
los animales no fueron perfundidos ante la necesidad
de no alterar la expresiéon como presumiblemente ocu-
rriria al utilizar anestesia.

La relacidn entre el sistema inmune y los alcaloides
opidceos como la morfina se conocen desde la segun-
da mitad del siglo XIX. En 1867 se describié que la
morfina inhibia la actividad ameboide de los granulo-
citos, y en la primera mitad del presente siglo se abri6
un debate, aun no cerrado, sobre si la adiccion al opio
(morfina, heroina) incrementa la susceptibilidad a las
infecciones y otras enfermedades. Afios mas tarde, con
el descubrimiento de los péptidos opioides, se empe-
zaron a estudiar sus posibles efectos sobre ¢l sistema
inmune y, ademas, se encontrd que estos péptidos eran
sintetizados por el mismo sistema inmune.

Durante los ultimos afios ha ido creciendo la evi-
dencia experimental sobre efectos de los opidceos exod-
genos en las células del sistema inmune, destacando
sobre todo la depresién de la actividad de los linfoci-
tos T. Una de las consecuencias clinicas de este efecto
depresor es la mayor incidencia de infecciones en pa-
cientes drogodependientes. Se sabe que la administra-
cion de morfina aumenta la susceptibilidad a infeccio-
nes viricas y bacterianas y que la dosis y el tiempo de
administracion modifican esta susceptibilidad. Asi,
mientras que el tratamiento crénico con opioides in
vivo induce un estado de tolerancia inmune con resis-
tencia a las infecciones viricas, su administracion du-
rante un periodo de tiempo corto tiene un efecto de-
presor del sistema inmune. Es mas, en estudios clini-
cos se ha observado que los adictos a la heroina pre-
sentan niveles de infeccion elevados (119, 120). Tras
estas observaciones iniciales, otros investigadores ob-
servaron que la mitogénesis linfocitaria estaba depri-
mida en los drogodependientes (121), y que la adic-
cidén a opidceos produce una reducciéon importante en
el nimero total de linfocitos T en sangre periférica
(122).

Ademas, existe evidencia farmacolégica que sugiere
que algunas células del sistema inmune poseen recep-
tores opioides. En relacidn con el receptor opioide «x,
Sharp y cols, utilizando concentraciones peptidicas re-
lativamente bajas, del orden de 10 M, describieron en
1985 que la dinorfina, péptido opioide enddgeno x-
selectivo, asi como la B-endorfina, aumentan la pro-
duccion de superdxidos en leucocitos humanos poli-
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morfonucleares y en macréfagos peritoneales (123).
Ademas, otros autores han encontrado que la B-endor-
fina, la dinorfina y la met-encefalina, tienen una fun-
cion bifdsica, aumentando y disminuyendo la prolife-
racion de células T (124, 125). También Taub y cols
en 1991 (126) observaron en estudios in vitro, que la
produccion de anticuerpos en esplenocitos murinos era
inhibida por agonistas p y x-selectivos a concentracio-
nes muy bajas (101 M), lo que sugiere que los recep-
tores |l y K tienen una funcién especifica en la regula-
cién de la produccidon de anticuerpos.

A pesar de estos resultados, el anélisis de la relacion
entre el sistema opioide y el sistema inmune aun esta
en sus etapas iniciales. La bisqueda de sitios de unién
al receptor opioide en leucocitos, ha sido dificil. Me-
diante técnicas de union al receptor se ha podido de-
terminar la existencia de receptores opioides en leuco-
citos humanos y murinos (127), asi como en algunas
lineas celulares (128). Sin embargo, estos sitios de
union no presentan todas las caracteristicas farmaco-
logicas de los receptores opioides cerebrales como,
por ejemplo, la selectividad y afinidad tanto de los
alcaloides como de los péptidos opioides (129). Ade-
mas, los estudios que se han hecho con distintos ago-
nistas opioides no parecen tener una correlacion clara
con los sitios de unién opioidea que se observan en el
sistema inmune. Aparentemente, sélo una pequefia pro-
porcion de leucocitos expresa receptores opioides, y
probablemente los que los expresan sélo lo hacen bajo
ciertas condiciones especificas. Si este es el caso, es
probable que los estudios de unién al receptor me-
diante la técnica de binding no sea lo suficientemente
sensible para detectar la presencia del receptor opioi-
de en este sistema fisiologico (130).

Con el fin de confirmar la presencia de receptores
opioides en células de sangre periférica, nuestro grupo
ha analizado recientemente, mediante RT-PCR, la ex-
presion de receptores opioides en lineas celulares de
diferentes estirpes hematopoyéticas, poniendo de ma-
nifiesto la presencia de transcritos de los tres tipos de
receptores en lineas celulares de estirpe mieloide, T y
B. Estos resultados representan la primera evidencia
experimental de expresion de receptores opioides en
células del sistema inmune y han sido parcialmente
confirmados recientemente por Kieffer y cols (131).
Las diferencias de expresion entre nuestro trabajo y el
de Kieffer y cols, pueden ser debidas a las diferentes
lineas celulares incluidas en los estudios y permite
sugerir que la expresion de receptores opioides en cé-
lulas del sistema hematopoyético no es homogénea vy,
probablemente esté sujeta a modulacion por factores
exogenos. Recientemente, el grupo de Chuang y cols
ha encontrado expresion de los tres receptores opioi-

des en células del sistema inmune del mono y de hu-
manos usando esta misma técnica (132-134).

En resumen, la expresion de receptores opioides no
esta confinada de manera exclusiva a células del siste-
ma nervioso, detectindose expresion de estos recepto-
res en tejidos periféricos. No obstante, como hemos
mencionado anteriormente, la demostracion de que
estos genes se transcriben en células del sistema he-
matopoyético y los métodos empleados para obtener
RNA de tejidos periféricos no permiten descartar que
esta expresion sea secundaria a contaminacion por cé-
lulas sanguineas. Lo que no admite ninguna duda es la
expresion de receptores opioides en células del siste-
ma inmune, resultado que confirma la estrecha rela-
cion entre sistema inmune y sistema nervioso y abre
una interesante via de investigaciéon que permita cono-
cer mejor la interrelacién entre estos dos sistemas.
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TRATAMIENTO DEL DOLOR DEL CANCER: CUAN-
DO FRACASA LA MEDICACION ORAL

Tim J Lamer. (Mayo Clinic, Jacksonville, Florida. E.E.U.U.).
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Se debaten los tratamientos, diferentes al oral, usados en
el control del dolor oncologico. Se incluyen los opioides
parenterales (infusién continua y analgesia controlada por
el paciente), analgesia espinal (opioides, anestésicos loca-
les, sistemas de infusion espinal, perspectivas futuras), blo-

queo neurolégico (neurolitico y no neurolitico), tratamiento
neuroquirdrgico (procedimientos neuroimplementativos y
neuroablativos). En resumen, el dolor oncoldgico puede ser
satisfactoriamente controlado, en la mayoria de los pacien-
tes, con la ayuda de la oportuna medicacion, procedimien-
tos sintomdticos, adecuada terapéutica fisica, ayuda psico-
logica; y los pacientes cuyo dolor no pueda ser aliviado,
deberdn ser remitidos al especialista correspondiente, para
otro tipo de terapéutica.
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