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La tesis doctoral titulada “Cambios adaptativos cardiacos durante la dependencia de
morfina. Implicacion de la proteina de choque térmico Hsp27” es un compendio de trabajos
previamente publicados.

Los articulos que constituyen el cuerpo de esta Tesis son los siguientes:

1- Martinez-Laorden E, Hurlé MA, Milanés MV, Laorden ML, Almela P (2012) Morphine
withdrawal activates hypothalamic-pituitary adrenal and heat shock protein 27 in the left
ventricle: Role of extracellular signal-requlated kinase. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics. 342: 665-675. indice de impacto: 3.891

Abstract: The negative affective states of withdrawal involve the recruitment of brain and
peripheral stress circuitry [e.g., noradrenergic activity, induction of the hypothalamo-
pituitary-adrenocortical (HPA) axis, and the expression and activation of heat shock proteins
(Hsps)]. The present study investigated the role of extracellular signal-regulated protein
kinase (ERK) and B-adrenoceptor on the response of stress systems to morphine withdrawal
by the administration of [amino[(4-aminophenyl)thiolmethylene]-2-
(trifluoromethyl)benzeneacetonitrile (SL327), a selective inhibitor of ERK activation, or
propranolol (a B-adrenoceptor antagonist). Dependence on morphine was induced by a 7-
day subcutaneous implantation of morphine pellets. Morphine withdrawal was precipitated
on day 8 by the injection of naloxone (2 mg/kg s.c.). Plasma concentrations of
adrenocorticotropin and corticosterone were determined by radioimmunoassay;
noradrenaline (NA) turnover in left ventricle was determined by high-performance liquid
chromatography; and catechol-O-methyl transferase (COMT) and Hsp27 expression and
phosphorylation at Ser82 were determined by quantitative blot immunolabeling. Morphine-
withdrawn rats showed an increase of NA turnover and COMT expression in parallel with an
enhancement of adrenocorticotropin and plasma corticosterone concentrations. In addition,
we observed an enhancement of Hsp27 expression and phosphorylation. Pretreatment with
SL327 or propranolol significantly reduced morphine withdrawal-induced increases of
plasma adrenocorticotropin and Hsp27 phosphorylation at Ser82 without any changes in
plasma corticosterone levels. The present findings demonstrate that morphine withdrawal is
capable of inducing the activation of HPA axis in parallel with an enhancement of Hsp27
expression and Hsp27 phosphorylation at Ser82 and suggest a role for B-adrenoceptors and
ERK pathways in mediating morphine-withdrawal activation of the HPA axis and cellular
stress response.

Direccion url:
http://jpet.aspetjournals.org/content/342/3/665.long

2- Navarro-Zaragoza J, Martinez-Laorden E, Mora L, Hidalgo J, Milanés MV, Laorden ML
(2014) Cardiac adverse effects of naloxone-precipitated morphine withdrawal on right
ventrice: Role of Corticotropin-releasing factor (CRF) 1 receptor. Toxicology and Applied
Pharmacology. 275: 28-35. indice de impacto: 3.975

Abstract: Opioid addiction is associated with cardiovascular disease. However, mechanisms
linking opioid addiction and cardiovascular disease remain unclear. This study investigated
the role of corticotropin-releasing factor (CRF) 1 receptor in mediating somatic signs and the



behavioural states produced during withdrawal from morphine dependence. Furthermore, it
studied the efficacy of CRF1 receptor antagonist, CP-154,526 to prevent the cardiac
sympathetic activity induced by morphine withdrawal. In addition, tyrosine hydroxylase (TH)
phosphorylation pathways were evaluated. Like stress, morphine withdrawal induced an
increase in the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis activity and an enhancement of
noradrenaline (NA) turnover. Pre-treatment with CRF1 receptor antagonist significantly
reduced morphine withdrawal-induced increases in plasma adrenocorticotropic hormone
(ACTH) levels, NA turnover and TH phosphorylation at Ser31 in the right ventricle. In
addition, CP-154,526 reduced the phosphorylation of extracellular signal-regulated kinase
(ERK) after naloxone-precipitated morphine withdrawal. In addition, CP-154,526 attenuated
the increases in body weight loss during morphine treatment and suppressed some of
morphine withdrawal signs. Altogether, these results support the idea that cardiac
sympathetic pathways are activated in response to naloxone-precipitated morphine
withdrawal suggesting that treatment with a CRF1 receptor antagonist before morphine
withdrawal would prevent the development of stress-induced behavioural and autonomic
dysfunction in opioid addicts.

Direccion url:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041008X13005747

3- Martinez-Laorden E, Garcia-Carmona JA, Baroja Mazo A, Romecin P, Atucha NM, Milanés
MV, Laorden ML (2014) Corticotropin-releasing factor (CRF) receptor-1 is involved in the
response of heart to morphine withdrawal. British Journal of Pharmacology. 171: 688-700.
indice de Impacto: 5.067

Abstract:

BACKGROUND AND PURPOSE: The negative affective states of withdrawal involve the
recruitment of brain and peripheral stress circuitry [noradrenergic activity, induction of the
hypothalamic-pituitary-adrenocortical (HPA) axis and activation of heat shock proteins
(Hsps)]. Corticotropin-releasing factor (CRF) pathways are important mediators in the
negative symptoms of opioid withdrawal. We performed a series of experiments to
characterize the role of the CRF1 receptor in the response of stress systems to morphine
withdrawal and its effect in the heart using genetically engineered mice lacking functional
CRF1 receptors.

EXPERIMENTAL APPROACH: Wild-type and CRF1 receptor-knockout mice were treated with
increasing doses of morphine. Precipitated withdrawal was induced by naloxone. Plasma
adrenocorticotropic hormone (ACTH) and corticosterone levels, the expression of myocardial
Hsp27, Hsp27 phosphorylated at Ser(82) , membrane (MB)- COMT, soluble (S)-COMT protein
and NA turnover were evaluated by RIA, immunoblotting and HPLC.

KEY RESULTS: During morphine withdrawal we observed an enhancement of NA turnover in
parallel with an increase in mean arterial blood pressure (MAP) and heart rate (HR) in wild-
type mice. In addition, naloxone-precipitated morphine withdrawal induced an activation of
HPA axis and Hsp27. The principal finding of the present study was that plasma ACTH and
corticosterone levels, MB-COMT, S-COMT, NA turnover, and Hsp27 expression and
activation observed during morphine withdrawal were significantly inhibited in the CRF1
receptor-knockout mice.



CONCLUSION AND IMPLICATIONS: Our results demonstrate that CRF/CRF1 receptor
activation may contribute to stress-induced cardiovascular dysfunction after naloxone-
precipitated morphine withdrawal and suggest that CRF/CRF1 receptor pathways could
contribute to cardiovascular disease associated with opioid addiction.

Direccién url:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/bph.12511/abstract;jsessionid=327530BOC0O3DA
7C8B104434B4584A186.f04t03
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Introduccion

La dependencia de drogas o sustancias de abuso sigue siendo uno de los
principales problemas sanitarios a los que se enfrenta la sociedad actual. El consumo
de drogas se produce en entornos de ocio y se inicia en personas muy jovenes, que
conocen los riesgos de estas conductas, pero optan por ignorarlos. El impacto que
tiene el consumo de las distintas sustancias de abuso continta siendo elevado, por
ello, la prevencion y tratamiento de las adicciones constituyen uno de los principales

problemas planteados en el ambito de la salud publica mundial.

La investigacion en el campo de las adicciones ha centrado sus esfuerzos en
conocer los posibles cambios que se producen tras el consumo de drogas, tanto a nivel
de sistema nervioso central (SNC) como periférico (SNP), a corto, medio y largo plazo,
con la finalidad de conocer los mecanismos implicados en dichos cambios, lo que
permitird el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas que mejoren el tratamiento y

eviten las recaidas.

2.1. Neurobiologia de la adiccion

La adiccion a drogas se define como un desorden neuroldgico crénico, con
tendencia a la recaida, caracterizado por (a) busqueda y consumo compulsivo de la
droga, (b) pérdida del control sobre el consumo de la misma, y (c) aparicién de un
estado emocional negativo (disforia, ansiedad, irritabilidad) cuando no se tiene acceso
a la droga (Koob, 2013). Las recaidas son una caracteristica comun de las adicciones y

el principal problema sanitario.

En los procesos adictivos podemos distinguir tres etapas claramente definidas
(Koob y Zorrilla, 2010): Inicio: comienza con el consumo puntual de la droga, que
ejerce un efecto placentero (reforzador positivo), con lo cual dicho consumo se
prolonga en el tiempo, pasando a ser cronico. Los efectos reforzadores positivos de las
drogas se consideran como una de las primeras etapas de la adiccion. Mantenimiento:

El cese del consumo de las sustancias de abuso produce una serie de efectos aversivos,
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tanto fisiolégicos como psicolégicos (reforzadores negativos); para evitar esta
sintomatologia negativa, se perpetua el consumo. Recaida: Tras el cese del consumo y
debido a una serie de factores psicoldgicos, estresantes o a las claves ligadas al
consumo, el sujeto presenta un deseo incontrolado (craving) de volver a consumir
(Koob, 2013). En otras palabras, podriamos decir que el inicio del consumo se
corresponde con un atracén/intoxicacion por la droga, el mantenimiento se refleja con
la abstinencia/efectos negativos que se producen tras el cese, y la recaida equivaldria a

la preocupacién/anticipacion ("deseo") por volver a consumir la droga (Figura 1).

Preoccupation with obtaining ~_  Takenin larger
Persistent physical or - “~2>_amounts than
psychological problem Preoc.c1.1pat.|on/ intended

anticipation i
Persistent desire
- | Binge/
Withcrawal/ Tolerance withdrawal { intoxication
negative affect

Social, occupational or recreational
activities compromised
Spiraling distress

Addiction

Figura 1. Etapas del ciclo de la adiccién a drogas. Tomada de Koob y Zorrilla 2010

2.1.1. Refuerzo positivo

Uno de los principales circuitos neuronales implicados en el placer y la euforia
ocasionados por el consumo de drogas es el sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico o “sistema de recompensa”. Este se compone de proyecciones que
van desde el area tegmental ventral (VTA), donde se encuentran los cuerpos
neuronales al nlucleo accumbens (NAc), corteza prefrontal (PFC) y estriado. La PFC, la

amigdala, el tdlamo dorsomedial y el hipocampo envian proyecciones asimismo al NAc
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y éste, a su vez, al VTA. Los nucleos y areas cerebrales implicados en las distintas
etapas de la adiccidn estan relacionados entre si en un circuito anatémico y funcional,
siendo el NAc, dentro del sistema de recompensa, el transportador de informacion

entre las distintas regiones cerebrales (Figura 2).

—— Dopamine M Opioid receptor

— Extended amygdala circuit Cannabinoid receptor

O—< Interneuron Nicotine receptor

©— Opioid peptide M GABA, receptor Future Neurol. © Future Science Group (2010)

Figura 2. Vias y neurotransmisores implicados en la adiccion. Tomada de Edwards y Koob, 2010

La activacién de estos sistemas de recompensa da lugar a un incremento en la
liberacion de dopamina (DA) en el NAc y PFC. Aunque la DA se considera el
neurotransmisor principalmente implicado en los efectos reforzantes de las sustancias
de abuso, recientemente se ha propuesto que también la noradrenalina (NA) estaria
implicada en diferentes etapas de la adiccién y en particular en los efectos tanto
reforzantes como aversivos de las drogas. De hecho, es conocido que el VTA y el NAc
reciben proyecciones noradrenérgicas procedentes del nucleo del tracto solitario
(NTS), siendo este nucleo la principal fuente noradrenérgica que recibe el NAc

(Weinshenker y Schroeder, 2007).

Se sabe que la recompensa desempefia un papel fundamental en el proceso que
dirige a un individuo a formar preferencias nuevas. Las sustancias de abuso inducen
recompensa, la cual puede entenderse como un cambio fisiolégico y subjetivo positivo,

excitante o calmante, y perceptible por el individuo. La asociacion y prediccién de la
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recompensa puede desencadenar el deseo por el consumo.

2.1.2. Tolerancia, sensibilidad y sindrome de abstinencia

Tras el consumo crénico de sustancias de abuso se produce una disminucién de la
activacion del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, un fenémeno conocido
como tolerancia (disminucién del efecto por el consumo repetido de la droga) (Koob y
Le Moal, 1997), lo que implica la necesidad de ir aumentando el consumo de la droga
para obtener los efectos placenteros producidos al inicio del consumo. Al mismo
tiempo, algunas drogas producen un efecto opuesto a la tolerancia, lo que se conoce
como sensibilizacién (aumento de la respuesta) (Koob y Le Moal, 2008). La
sensibilizacidon se asocia a cambios en las vias glutamatérgicas que proyectan a los
circuitos mesocorticolimbicos. Esta sensibilizacidon puede durar mucho tiempo después
del cese del consumo y ser la responsable del deseo compulsivo de la busqueda y del

consumo de la droga y, por consiguiente, de la recaida.

Tras el cese del consumo tiene lugar un estado aversivo negativo caracterizado por
depresién, disforia, estrés, insomnio (sindrome de abstinencia). Este sindrome se
caracteriza por una disminucion de la actividad dopaminérgica mesocorticolimbica
(George y cols., 2012), junto con una activacién del sistema cerebral del estrés
constituido por la amigdala extendida y el eje hipotdlamo-hipéfisis-adrenal (HHA). El
eje HHA es un complejo sistema neuroendocrino involucrado en diversas funciones
fisioldgicas centrales y periféricas, como situaciones de estrés generadas durante la
adiccién a drogas o sustancias de abuso. Estd compuesto por el nlcleo paraventricular
(PVN) del hipotalamo, el l6bulo anterior de la hipdfisis y la corteza de las glandulas
suprarrenales. El factor liberador de corticotropina (CRF) es un mediador clave de las
respuestas ante situaciones de estrés. Es sintetizado en el PVN en respuesta al estrés,
estimulando la sintesis y secrecidon de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) en la

adenohipdfisis mediante la activacidon del receptor de CRF1 y ésta, a su vez, induce la
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sintesis y liberacion de glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en
roedores) de la corteza suprarrenal al torrente sanguineo. Los receptores de
glucocorticoides se localizan en las estructuras anatémicas que conforman los circuitos
de recompensa. La activaciéon de estos receptores podria aumentar la activacion de

estos circuitos y favorecer una conducta compulsiva hacia el consumo de drogas.

El CRF también se localiza fuera del eje HHA modulando el control auténomo vy el
comportamiento frente al estrés. Este sistema tiene como componente fundamental la
amigdala extendida que comprende: nucleo central de la amigdala, el nucleo de la
estria terminal y la corteza del NAc. En el ntcleo central de la amigdala y el nucleo de
la estria terminal existen una gran cantidad de neuronas de CRF que envian
proyecciones al VTA y a los nucleos bulbares: NTS y darea ventrolateral del bulbo
(nlcleos catecolaminérgicos), lo que induce un aumento en la liberacidon de DA y NA,
respectivamente. Se ha postulado que el eje HHA y el sistema del estrés

extrahipotaldmico jugarian un papel importante en las recaidas (Koob, 2008).

Los receptores de CRF, CRF1 y CRF2, pertenecen al grupo de receptores acoplados
a proteinas Gs; al ser activados por CRF y sus andlogos transducen sus sefiales a las
células mediante adenil ciclasa (AC), incrementando la sintesis de adenosin
monofosfato-3",5"-ciclico (AMPc) (Figura 3). Ambos tipos de receptores se localizan en
diferentes nulcleos y dreas del SNC y a nivel periférico, como en el tejido cardiaco
(Takahashi, 2012). Se ha postulado que estos receptores estan implicados en diversos
desdrdenes asociados con el estrés, ansiedad, depresién y adiccién; parece ser que los
receptores de CRF1 median los efectos aversivos que aparecen durante el estrés y la

adicciéon (Gammatopoulus, 2012).
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CRH

Figura 3. Receptor de CRF acoplado a proteina G. Tomada de Gammatopoulus, 2012

No sdlo el CRF estd implicado en los efectos aversivos de las drogas sino que
también los sistemas noradrenérgicos juegan un papel importante. La amigdala
extendida y el PVN reciben proyecciones noradrenérgicas del NTS (Koob, 2009).
Ademas, se ha postulado la existencia de una interacciéon ente las neuronas de CRF y
de NA; las neuronas de CRF activarian la liberacién de NA, y a su vez, neuronas
noradrenérgicas estimularian la liberacién de CRF (Koob y Zorrilla, 2010). La activacién
del eje HHA ha sido asociada con la activacion de las neuronas noradrenérgicas del

NTS, que inerva el PVN (Laordeny cols., 2002) (Figura 4).

Cortisol in humans—<
Corticosterone in animals

Figura 4. Sistema de CRF hipotaldmico y extrahipotalamico, sistema de recompensa y nucleos
catecolaminérgicos. Modificada de Cleck y Blendy, 2008
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Al inicio de la adiccion se produce un aumento de la actividad de los sistemas de
recompensa, pero a lo largo del proceso adictivo va disminuyendo la liberacion de DAy
aumentando la activacion del sistema cerebral del estrés y, por tanto, la liberacion de
sus neurotransmisores (CRF y NA), los cuales son los responsables de los efectos

aversivos y negativos que producen las drogas.

2.1.3. Recaidas

Se ha definido la recaida como una busqueda compulsiva de la droga; la
vulnerabilidad a la recaida perdura incluso afios después del cese del consumo. Se han
descrito diferentes estimulos capaces de inducir la recaida: 1) re-exposicién a la droga
(Koob y Volkow, 2010), 2) estimulos ambientales asociadas al consumo de drogas

(Swendsen y Le Moal, 2011), y 3) situaciones de estrés (Enoch, 2012).

Los efectos de la drogas sobre el cerebro implican variaciones en la plasticidad de
estructuras que median el aprendizaje y la memoria, como son la amigdala, el
hipocampo y la corteza cerebral. Estas variaciones producen cambios en el
comportamiento del adicto y estos cambios estdn mediados por la memoria asociativa
y operacional (Wise, 2004). Un ejemplo de la memoria asociativa es el hecho de que el
deseo compulsivo de consumir droga se dispara con la sola exposicidon a estimulos
asociados al consumo, es decir, hay una anticipacion al placer (aprendizaje asociativo);
por ello, en los tratamientos de deshabituacidon es importante que los individuos no

tengan contacto con situaciones ambientales relacionadas con su adiccién.

Actualmente, se sabe que existe una estrecha relacidon entre estrés y adiccion. La
exposicidn tanto a estrés psicolégico como fisioldgico en cualquier etapa del ciclo de la
adiccion parece empeorar esta enfermedad, aumentando el comportamiento de
busqueda, la cantidad de droga consumida y las recaidas (Koob y Kreek, 2007). Se ha
observado que en animales expuestos a situaciones estresantes aumenta la

autoadministracién de cocaina (Kosten y cols., 2000). Ademas se sabe que individuos
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con desérdenes psiquidtricos relacionados con el estrés tienen mas probabilidades de

desarrollar una adiccion.

La exposicidn crénica a sustancias de abuso no sélo modifica los sistemas
dopaminérgicos mesocorticolimbicos, sino que también produce alteraciones en los
circuitos glutamatérgicos corticales que proyectan al NAc y al VTA (Kalivas y Volkow,
2011). Las modificaciones en los circuitos cortico-estriado-corticales que se producen
en los sujetos adictos provoca una disfuncién de la PFC, disminuyendo la actividad de
la corteza cerebral (encargada de razonar y de la toma de decisiones). En estos sujetos
no manda el cértex, sélo el sistema limbico condiciona la conducta; el sujeto se vuelve
mas instintivo, mds centrado en buscar la droga; es incapaz de tomar decisiones
equilibradas, sélo pondera la recompensa inmediata, no las consecuencias que va a
tener su decision. Este deseo compulsivo por la busqueda de la droga lleva al adicto a

la recaida.

Por ultimo, los cambios adaptativos que se producen a largo plazo v,
concretamente, los relacionados con cambios relativamente estables en la expresion
génica mediados por factores de transcripcion, podrian contribuir a la aparicidon de
recaidas. Se ha postulado que los cambios en la expresidn génica podrian ser los
responsables de las alteraciones en la neurotransmision dopaminérgica y
glutamatérgica; asi como de los cambios morfoldgicos (engrosamiento de las espinas
dendriticas) en determinados grupos neuronales que presentan los sujetos adictos

(Leite-Morris, 2014).

Como se deduce de lo expuesto anteriormente, la adiccidon es un fendmeno muy
complejo que engloba un gran nimero de cambios adaptativos celulares y moleculares
en diferentes nucleos y areas del SNC. Actualmente, se sabe que estos cambios no sélo
ocurren a nivel cerebral sino también a nivel periférico y concretamente a nivel

cardiaco.
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2.2. CONEXION CEREBRO-CORAZON

Los impulsos nerviosos procedentes de la corteza cerebral son integrados en el
hipotalamo, fundamentalmente en el PVN, que se comporta como un centro
integrador de las funciones tanto vegetativas, como endocrinas y de comportamiento.
Una vez integradas en el PVN, las sefiales se propagan al NTS, el cual a su vez es el
principal nucleo integrador de las fibras aferentes sensitivas procedentes de los
barorreceptores y quimiorreceptores carotideos y adrticos. El bulbo raquideo integra
todos los impulsos nerviosos centrales que controlan las funciones cardiacas
auténomas. Las neuronas de la porcion parvocelular del PVN que sintetizan y liberan
CRF modulan la respuesta simpdtica cardiaca (Kang y cols., 2011). Ademas, el PVN
recibe fibras aferentes procedentes de estructuras limbicas implicadas en el control de

la funcidén cardiaca tales como la amigdala, el cortex prefrontal y el septum lateral

(Canteras y cols., 1995; Ongur y Price, 1998; Risold y Swanson, 1997) (Figura 5).
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Figura 5. Inervacion del corazéon. Tomada de Yang y cols., 2010

Estas conexiones entre diferentes nucleos y areas del SNC y el corazén hablan a

favor de una regulacion central de la funcién cardiaca. Si ademas tenemos en cuenta
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gue estos circuitos que regulan la funcién cardiaca sufren cambios adaptativos
importantes tras la exposicidn crénica a drogas, es légico pensar que estos cambios
adaptativos también afecten a las vias de inervacidn cardiaca, a los neurotransmisores
y a los diferentes receptores expresados en tejido cardiaco, tales como receptores

adrenérgicos, receptores opioides o receptores para CRF.

Sin embargo, el corazén a lo largo de la historia se ha considerado como un érgano
auténomo. Hace unos afios se demostrd que, junto con la inervacidn extrinseca (SNC),
existe un plexo cardiaco intrinseco distribuido por ambas auriculas hasta los
ventriculos derecho e izquierdo. Este plexo, constituido por neuronas cuyos somas
estan localizados intracardiacamente, es bastante mas complejo que el sistema
auténomo y estd formado por diferentes grupos de neuronas que exhiben multitud de
sinapsis complejas, con conexiones a todas las regiones del corazén (Pardini y cols.,
1987). Con técnicas bioquimicas y farmacoldgicas se ha demostrado que las neuronas
intracardiacas liberan diferentes neurotransmisores: NA, acetilcolina, neuropéptido Y
y péptido intestinal vasoactivo (Leger y cols., 1999). Estos resultados sugieren que el
plexo cardiaco intrinseco tiene capacidad integradora suficiente para poder funcionar
con independencia del SNC, actuando como un pequeno cerebro que regularia y
controlaria diferentes funciones cardiacas, entre otras, la frecuencia de descarga del
nodo sinoatrial, la actividad del nodo auriculoventricular, las fibras de conducciéon vy la
fuerza y frecuencia de contraccion cardiaca (Huang y cols., 1993). Ademds, se ha
demostrado que este plexo cardiaco intrinseco contribuye de forma importante al
mantenimiento de la funcién cardiaca en los casos de autotrasplante (Thompson y

cols., 1999).

El plexo cardiaco intrinseco, capaz de funcionar de forma independiente, recibe
aferencias del sistema nervioso simpatico y sistema nervioso parasimpatico, que
regularian la respuesta de las neuronas intracardiacas a través de diferentes
mecanismos de accién todavia no bien establecidos. Este plexo esta constituido por

diferentes tipos de neuronas, incluyendo neuronas aferentes, interneuronas, circuitos
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neuronales locales y neuronas eferentes capaces de generar efectos cardiacos
excitatorios e inhibitorios. Ademas, diferentes estudios (Armour, 1997) han
demostrado que el plexo posee receptores muscarinicos, nicotinicos y a y B-
adrenérgicos. Este plexo cardiaco intrinseco es capaz de enviar proyecciones a
diferentes dreas del SNC relacionadas principalmente con las emociones y con la
percepcion del dolor (Figura 6). El hecho de que el corazén reciba proyecciones del
SNC y a su vez sea capaz de enviar proyecciones al cerebro ha hecho que este drgano
recobre una gran importancia como motor independiente e impulsor de cambios

cerebrales en determinadas patologias (Rosen, 2012).
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Figura 6. Plexo cardiaco intrinseco. Tomada de Armour, 2008

Si tenemos en cuenta que la regulacién de la funcién cardiaca depende de la
coordinacion entre la actividad generada por las neuronas localizadas en SNC
(inervacion cardiaca extrinseca) y las neuronas localizadas en el ganglio cardiaco
(inervacion cardiaca intrinseca) (Ardell, 1994), los cambios adaptativos cardiacos que
se producen tras la administracién de drogas podrian ser debidos por una parte a la
activacion de circuitos neuronales cerebrales y por otra a cambios adaptativos en las
neuronas cardiacas intrinsecas, independientes del SNC. Apoyando esta hipdtesis,
estudios previos de nuestro grupo (Milanés y cols., 2001; Gonzalez-Cuello y cols., 2004)
han demostrado que durante el sindrome de abstinencia a morfina provocado por la
administracion de naloxona metil yoduro, antagonista cuaternario de los receptores

opioides, se produce una hiperactividad noradrenérgica cardiaca y un aumento en la
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expresion de c-Fos en diferentes tejidos cardiacos similar a la descrita con naloxona. Si
temenos en cuenta que los antagonistas cuaternarios no cruzan la barrera
hematoencefilica, estos datos sugieren que algunos de los cambios adaptativos que se
producen durante el sindrome de abstinencia a morfina son debidos a mecanismos

periféricos, independientes del SNC.

Actualmente, se conoce que hay una asociacién muy importante entre la adiccion
y los desdrdenes cardiacos. Estos desérdenes son de distinta naturaleza, desde una
arritmia a un infarto de miocardio, una insuficiencia cardiaca o una muerte subita
(Lippi y cols., 2010). Muchos de los adictos a heroina mueren por muerte subita

asociadas a arritmias (Gavrielatos y Nerantzis, 2011).

2.3. Adiccién y cambios adaptativos cardiacos

Como hemos comentado anteriormente, hay una clara relacidn entre estrés y
adiccién. Por ello, los estudios sobre los cambios adaptativos cardiacos que ocurren
durante la adiccidn a sustancias de abuso se han centrado en dos sistemas claramente
implicados en el estrés: sistema simpatico y sistemas de CRF. Ambos se consideran
sistemas antirecompensa y juegan un papel fundamental en los efectos aversivos de

las drogas y en las recaidas, responsables de que se perpetuen las adicciones.

2.3.1. Sistema simpdtico

El corazdén recibe inervacién tanto del sistema nervioso simpatico como del
parasimpatico; la inervacion simpatica procede del asta intermediolateral de la medula
espinal, desde el primer segmento dorsal hasta el segundo o tercero lumbar. De ahi
parten las raices eferentes o fibras preganglionares que conectan con células de los
ganglios simpdticos prevertebrales y paravertebrales; desde estos salen las fibras
postganglionares, de largo recorrido, que inervan los 6rganos y tejidos. La distribucion

de las fibras postganglionares simpaticas depende fundamentalmente de la especie
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estudiada, aunque en lineas generales la inervacién simpatica suele ser mas
abundante en los nodos, en el tejido de conduccién y en las fibras contractiles,
mientras que las fibras postganglionares parasimpaticas se dirigen fundamentalmente
a los nodos vy, posiblemente, hacia los vasos de la circulacidon coronaria (Armour,
1996). Junto con los cldsicos neurotransmisores NA y acetilcolina, recientemente se ha
comprobado la existencia de fibras auténomas no colinérgicas no adrenérgicas (NCNA)
que liberan otros neurotransmisores, tales como purinas, serotonina, neuropéptido Y,
sustancia P, péptido intestinal vasoactivo, péptidos relacionados con el gen de la
calcitonina, dxido nitrico, etc. La liberacidon de estos neurotransmisores NCNA puede
realizarse conjuntamente con los neurotransmisores clasicos acetilcolina y NA, o de

forma independiente, produciendo efectos tanto excitatorios como inhibitorios.

Diferentes estudios realizados en animales y en humanos sugieren que en los
procesos adictivos se produce una activacion de las vias simpdticas cardiacas, uno de
los factores responsables de la morbilidad y mortalidad que presentan los adictos. Se
ha constatado que la cocaina y otras sustancias de abuso producen una activacion del
sistema nervioso simpatico, lo que conduce a un aumento de NA en la terminal
noradrenérgica. La unidon de la NA a receptores B-adrenérgicos desencadena la
activacion de diferentes cascadas intracelulares responsables del aumento de la
frecuencia y de la fuerza de contraccién cardiaca. La activacién de receptores a
incrementa la presion arterial. Estos efectos provocan un aumento en la demanda de
oxigeno que junto con el bajo aporte de oxigeno ocasionado por la vasoconstriccidon

coronaria, favorece la isquemia y el infarto de miocardio (Schwartz y cols., 2010).

En los adictos a heroina los principales problemas cardiacos se evidencian cuando
cesa el consumo o durante el sindrome de abstinencia. Diferentes estudios han
demostrado que la exposicién crénica a morfina disminuye la actividad simpatica, lo
gue provoca una disminucién de la presidon arterial y la frecuencia cardiaca. Sin
embargo, durante el cese del consumo de heroina se ponen de manifiesto los efectos

aversivos de la droga con un incremento de la actividad simpdtica, evidenciada por un
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aumento en las concentraciones de NA en plasma, y en el recambio de NA (Peart y
Gross, 2006); paralelamente a este aumento del turnover se ha observado un aumento
en la expresidon de tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante de la sintesis de

catecolaminas (Almela y cols., 2008).

El aumento de la actividad simpdatica observada en humanos y en roedores adictos
a drogas parece ser la responsable de la aparicion de arritmias, de necrosis cardiacas y
de infartos de miocardio, patologias frecuentes en sujetos adictos (Basso y cols., 2011;

Nerantzis y cols., 2011).

El estrés y la adiccién producen cambios adaptativos similares en corazén. Cuando
el estrés es mantenido, como ocurre durante la abstinencia a drogas, hay un aumento
considerable de la actividad simpdtica junto con altos niveles de cortisol en humanos y
corticosterona en ratas. Los glucocorticoides activan los receptores de glucocorticoides
presentes en el tejido cardiaco. Estos receptores también podrian estar implicados en
los cambios adaptativos cardiacos que aparecen tras el consumo de drogas. Ademas,
esta situacién continua de estrés provoca un aumento de las citoquinas
proinflamatorias. Asi, en pacientes adictos a drogas, se observan reacciones
inflamatorias, con infiltraciones de macréfagos alrededor de las zonas necrosadas,
dando origen a miocarditis y a otras patologias (Cerretani y cols., 2008; Dettmeyer y

cols., 2009).

2.3.2. Andlogos del CRF

Mientras que el CRF practicamente no se expresa en el corazén, las urocortinas
(analogos de CRF) se sintetizan en SNC y en musculo cardiaco. La urocortina 1 tiene
una afinidad diez veces superior al CRF por el receptor de CRF1, mientras que las
urocortina 2 y 3 son potentes agonistas del receptor CRF2 con escaso efecto sobre los
receptores de CRF1 (Figura 7). Los receptores para CRF1 y CRF2 se expresan en la

musculatura lisa vascular y en el miocardio. Aunque los receptores de CRF1 se
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expresan débilmente en situaciones fisiolégicas (Kishimoto y cols., 1995), su expresién
esta regulada al alza en diferentes patologias cardiacas (Yang y cols., 2010). Ademas, se
ha postulado que la activaciéon de los receptores de CRF1 puede contribuir a los
cambios adaptativos cardiacos inducidos por situaciones de estrés (Wood vy cols.,

2012).
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Figura 7. Mecanismo de accién de las urocortinas y del CRF. Tomada de Guillemin, 2005

Numerosos estudios han evaluado el posible papel cardioprotector de las
urocotinas. Recientemente, se ha sugerido que las urocortinas pueden jugar un papel
importante en la adaptacion al estrés. Asi, estos péptidos pueden disminuir la
frecuencia cardiaca, el inotropismo y las resistencias periféricas; estos efectos han
hecho que las urocortinas se propongan como posibles farmacos para el tratamiento
de la insuficiencia cardiaca, hipertensién e infarto de miocardio (lkeda y cols., 2012).
Sin embargo, otros autores han observado un aumento en la fuerza de contraccion y
arritmias tras la administracion de urocortinas. Su unién a los receptores de CRF
induce la activacion de la cascada AMPc via protein kinasa A (PKA), lo que podria
explicar estos efectos excitatorios (Calderén-Sanchez, 2009) Ademas, se han
evidenciado efectos proinflamatorios para las urocortinas con un aumento de la
permeabilidad vascular y la degranulacién de los mastocitos (Emeto y cols., 2011). Se
necesitan estudios complementarios para establecer los efectos beneficiosos o nocivos

de estos péptidos.
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En cuanto a su posible implicacion en la adicciéon, estudios realizados en SNC han
establecido un papel para las urocortinas en el consumo compulsivo de drogas y en las
recaidas. Las urocortinas favorecerian los procesos neuroadaptativos tras el consumo
de sustancias de abuso (Koob, 2010). Es conocido que tanto la activacion de receptores
de CRF como de receptores B-adrenérgicos, ambos acoplados a proteinas Gs, produce
una activacion de la cascada AMPc/PKA. La activacion de PKA fosforila a CREB vy
produce, por tanto, cambios en la expresidon de diferentes genes. Se ha comprobado
que durante la abstinencia a drogas existe un aumento en la expresion de c-Fos en
tejido cardiaco. La distribuciéon de c-Fos en tejido cardiaco no es homogénea, siendo
esta expresion mayor en el ventriculo izquierdo que en el ventriculo derecho. Ademas,
se ha comprobado que este aumento en la expresién de c-Fos es debida a mecanismos
intrinsecos independientes del SNC (Gonzalez-Cuello y cols., 2004), lo que sugiere que
algunos de los cambios adaptativos cardiacos que se producen en sujetos adictos a

drogas son independientes de los cambios adaptativos que ocurren a nivel del SNC.

En base a los datos expuestos anteriormente, podemos afirmar que el corazdn de
los adictos sufre todas las consecuencias negativas del consumo de drogas: aumento
de la actividad simpatica, aumento de los sistemas de CRF y exceso de

glucocorticoides.

2.3.3. Proteinas de choque térmico

Ante un incremento repentino de la temperatura se produce una respuesta
celular, perfectamente regulada y conservada a lo largo de la evolucién, conocida con
el nombre de respuesta al choque térmico (Diez-Fernandez y Cascales, 1997). Esta
respuesta se caracteriza por un aumento en la sintesis de las proteinas de choque
térmico (Hsps), aisladas por primera vez en 1962 tras someter las glandulas salivales de
Drosophila melanogaster a un incremento de temperatura (Ritossa, 1962). Desde su
descubrimiento muchos estudios han puesto de manifiesto la expresion de las Hsps en

los distintos tejidos del organismo, no sdlo tras un incremento de temperatura, sino
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también como mecanismo de defensa ante diversos agentes fisicos y quimicos que
inducen un estrés celular, denominandose también por ello proteinas del estrés

(Latchman, 2004).

Pueden diferenciarse dos grupos de proteinas del estrés segiun el modo de
induccidon principal: Hsps y proteinas reguladas por glucosa (Grp). Ademas, las
proteinas del estrés se clasifican en diferentes familias en funcién de su secuencia de
aminodcidos y de su peso molecular: bajo peso molecular (15-30 kDa), medio peso
molecular (60 kDa, 70 kDa, 90 kDa) y alto peso molecular (100-110 kDa) (Latchman,
2004). La expresion de las proteinas de estrés se regula a nivel transcripcional (Ahn 'y
cols., 2005; Lindquist y Craig, 1988). El incremento de la transcripcion requiere la union
de un factor de transcripcién, factor de choque térmico (HSF), a una secuencia que se
localiza en la region promotora de todos los genes inducibles por el calor (Lis y Wu,
1993). En condiciones normales, el HSF se localiza en el citoplasma celular en forma de
mondémero, permaneciendo latente sin capacidad para unirse al ADN, pero tras un
estimulo, como un incremento de temperatura o la exposicién a un agente estresante,
es fosforilado por la accién de las MAPK (PK activada por mitégenos) formando
trimeros. Esta trimerizacion es imprescindible para su funcién, algo que le proporciona
la afinidad necesaria para translocarse al nucleo y unirse a la zona del promotor del
gen que codifica las distintas Hsps (Guettouche y cols., 2005; Tonkis y Calderwood,
2005). Esto permite que se lleve a cabo la transcripcion de los genes hsps,
incrementando directamente la sintesis de proteinas Hsps hasta niveles
suficientemente altos, los cuales permiten la reparacién de las proteinas dafadas v,
una vez cumplido su cometido, estas chaperonas se reasocian nuevamente con los

HSF, restableciendo su estado inactivo.

La mayoria de las proteinas del estrés se encuentran de forma constitutiva en los
distintos tejidos, participando en diversos procesos celulares; mientras que otras se
localizan normalmente a baja concentracién o en niveles casi indetectables, siendo

inducidas rapidamente ante un estrés (Latchman, 2004). Casi todas las Hsps son
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capaces de unirse transitoriamente a una gran variedad de proteinas celulares y
actuar como chaperonas moleculares, interviniendo tanto en la reparacién de
proteinas desnaturalizadas tras un dafio, como en el equilibrio entre la sintesis, el
ensamblaje y la degradacion (Wegele y cols., 2004). Tienen una funcidn protectora
facilitando el correcto plegamiento de proteinas y previniendo la agregacion de
proteinas perjudiciales (Kayser y cols., 2013). También participan en diversas funciones
que las proteinas desarrollan una vez sintetizadas, facilitando, por ejemplo, su paso a

través de las membranas o la actividad de los enzimas (Sharp y cols., 1999).

La familia de las Hsps de bajo peso molecular comparte secuencias homologas y
ciertas propiedades bioquimicas, como la fosforilacion y la oligomerizacion (Haslbeck,
2002). En los humanos, una de las Hsp de bajo peso molecular mas importante es la

Hsp27 que se expresa fundamentalmente en tejido cardiaco (Kato y cols., 1992).

La regulacién postranscripcional de la Hsp27 se realiza por su fosforilacién en tres
residuos de serina (Ser 15, Ser 78, Ser 82). Esta fosforilacion es llevada a cabo
fundamentalmente por las proteinas activadas por mitégenos (MK2/3), las cuales son a
su vez activadas por p38 o por PK reguladas por sefiales extracelulares (ERK)
(O’Shaughnessy y cols., 2007; Shin y cols., 2009), aunque otras PK como PKD en lineas
celulares de pdancreas y la PKC pueden fosforilar también a Hsp27, fundamentalmente

en el residuo de Ser 82 (Evans y cols., 2008) (Figura 8).

- I N
D So=>
~ WS> o5,
’ G-A:tin

GPCR | ; } Integrin ‘
A
Contractile Cytokines [

agonists Growth factors

Figura 8. Fosforilacion de Hsp27 por las MAPK y estabilizacion de la actina. Tomada de Slinthone y
cols., 2008
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Las ERK traducen una amplia gama de estimulos extracelulares en diversas
respuestas intracelulares y estan implicadas en varios procesos en el SNC, incluyendo
la adiccidn a drogas (Eitan y cols., 2003). Ademads, se ha descrito que las ERK podrian
ser importantes reguladores de la funcién cardiaca (Michel y cols., 2001) y pueden
jugar un importante papel en la secrecién neurohormonal (Osterlund y cols., 2011). En
este sentido, es conocido que las ERK estan implicadas en los cambios adaptativos que
se producen en tejido cardiaco durante el sindrome de abstinencia a morfina (Almela y

cols., 2007, 2008).

Dentro del posible potencial terapéutico de la Hsp27, cabe destacar su papel
cardioprotector, ya que se sintetiza tanto de forma constitutiva como inducible en el
tejido cardiaco; este efecto se ha estudiado ampliamente en modelos animales,
observandose en ratones que sobre expresan Hsp, un aumento de la supervivencia
celular ante un dafio letal por isquemia cardiaca, frente aquellos que no sobreexpresan

la proteina (Efthymiou y cols., 2004).

La forma no fosforilada de Hsp27 es la responsable de la actividad como
chaperona molecular (Guo y Cooper, 2000), participando en la estabilizacion de los
filamentos de actina del citoesqueleto (Cuerrier y cols., 2013), mientras que la forma
fosforilada es la responsable de la inhibicidn de la muerte celular apoptdtica inducida
por distintos estimulos (Bruey y cols., 2000). La estabilizacion de los filamentos de
actina se produce gracias a los distintos procesos de fosforilacién/desfosforilacion, que
impiden la degradacién y despolimerizacidn inducidos por un dafio oxidativo o un
choque térmico (Valentim y cols., 2003). La inhibicién de la muerte celular parece
deberse a la interaccién directa de Hsp27 con miembros de la maquinaria apoptética
gue dan lugar a la supresion de la actividad de la enzima caspasa, una de las principales
responsables en la muerte celular. Ademas, la sobreexpresiéon de Hsp27, inhibe la
liberacion del citocromo C y con ello la translocacién de moléculas pro-muerte a las

mitocondrias (Stetler y cols., 2009)
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Se ha sugerido que Hsp27 contribuye al mantenimiento de la integridad de las
membranas en diferentes tipos de estrés (Horvath y cols., 2008), protegiendo al
corazon a través de sus funciones como: a) chaperona, facilitando la reconstitucién del
citoesqueleto alterado por el estrés, b) inductora de mecanismos antioxidantes, ya que
la produccidon de radicales libres estd involucrada en la generacién de lesiones
miocardicas (Bolli, 1992; Lochner y cols., 2009), considerandose como una diana

potencial para el tratamiento de la isquemia miocérdica (Zhang y cols., 2006).

Por otra parte, es conocido que la exposicién crdnica a opioides asi como el
sindrome de abstinencia provoca una situacidon severa de estrés que puede
desencadenar una degeneracion neuronal acompanada de un incremento en la
produccién de radicales libres de oxigeno, capaces de originar un estrés oxidativo
(Oliviera y cols., 2002). Las células responden ante este estrés incrementando la
sintesis de diversas proteinas de defensa celular, entre las que cabe destacar las Hsps

(Udelsman y cols., 1994).

La situacion de estrés provocada durante los procesos adictivos produce la
desestabilizacion de los filamentos de actina, proteina implicada en los procesos de
contraccion/relajacién del musculo cardiaco. Hsp27, en su forma no fosforilada
(chaperona), evita la degradacidn de la actina, estabilizando asi los filamentos de esta

proteina (Cuerrier y cols., 2013).

Las proteinas esenciales implicadas en el mecanismo de contraccidén cardiaca son
actina, miosina y troponinas (Tn). En 1954, Huxley y Hanson propusieron la "teoria del
filamento deslizante"”, que establece que la contraccion muscular resulta del
deslizamiento relativo de filamentos de miosina (filamentos gruesos) y filamentos de

. o . 2+ . oy
actina (filamentos delgados). En presencia de Ca“" la Tn se activa para exponer el sitio
de unidén de actina y miosina. La troponina es un complejo formado por tres proteinas
TnT, Tnl y TnC, cada una de ellas con una funcion determinada: TnC, capaz de unir el

Ca*; TnT se une a la tropomiosina en las fibras musculares manteniendo la unién entre
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la actina y la miosina; y la Tnl se une a la actina en los miofilamentos delgados con el
fin de mantener unido el complejo Tn/tropomiosina, inhibiendo la unién de filamentos

de actina y miosina (Kobayashiy cols., 2013) (Figura 9).
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Figura 9. Contraccion/relajacion cardiaca. Tomada de Shave y cols., 2010

Dos de los principales mecanismos post-transduccionales para la regulaciéon de
Hsps son fosforilacidon y protedlisis (Communal y cols., 2002; Zhang y cols., 2006). La
regidon N-terminal de la TnT cardiaca y la regién COOH-terminal de Tnl pueden sufrir
una protedlisis por p-calpaina (McDonough vy cols., 1999; Di Lisa y cols., 1995). Se ha
observado un aumento de actividad de calpaina en ciertas enfermedades cardiacas
gue cursan con alteraciones en la contractilidad del miocardio, mientras que la
administracion de inhibidores de calpaina mejoraba la funcidén cardiaca (Greyson y

cols., 2008; Mani y cols., 2008).

Por otra parte, se ha descrito que la calpaina podria mediar las alteraciones que se
producen durante las situaciones de estrés (Taneike y cols., 2011); en situaciones de
estrés la Hsp27 se comparta como un excelente cardioprotector (Efthymiou y cols.,
2004; Hollander y cols., 2004; Vander Heidi, 2002) por sus propiedades como
chaperona y estabilizadora de la actina (Peart y cols., 2008). Asi, se ha demostrado

que la isquemia y el choque térmico inducen una translocacién de Hsp27 a las bandas
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Z en tejido cardiaco (Yoshida y cols., 1999; White y cols., 2006), y se ha sugerido que
esta translocacién seria la responsable de la estabilizacién de los miofilamentos,
protegiéndoles de la accidn de las proteasas y por tanto impidiendo la actividad de la

calpaina (Lu y cols., 2008).
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Objetivos

Ademas de los cambios neuroadaptativos que se producen en diferentes nucleos y
areas del SNC durante los procesos adictivos, actualmente se sabe que hay una
estrecha relacién entre adiccidon y desdrdenes cardiacos. Sin embargo, y a pesar de la
relevancia clinica de esta asociacidn, se conoce muy poco acerca de la pato-fisiologia y
de los mediadores y mecanismos implicados en esta co-morbilidad. La mayoria de
estudios en este sentido se han realizado con cocaina (Aquaro y cols., 2011; Basso y
cols., 2011) y se han limitado a la evaluacion de factores o vias que se pensaba que
podrian mediar las acciones de las drogas (Xu y cols., 2011). Por tanto, el estudio de los
mecanismos implicados en los desérdenes cardiacos que producen los procesos

adictivos requiere una mayor atencion.

Comprender los mecanismos moleculares involucrados en los cambios adaptativos
cardiacos tras la exposicién a sustancias de abuso constituye un importante reto,
debido a que existe todo un complejo sistema de regulacién hormonal que se encarga
de generar cambios a nivel neuroendocrino, fisiolégico, autondmico y conductual, y
gue permite mantener un estado homeostatico. De este complejo sistema hormonal,
el CRF, como comentdbamos anteriormente, desempefia un papel fundamental en los

efectos aversivos de la adicion.

. La heroina produce importantes cambios en los tejidos de conduccion cardiacos
que llevan a la produccion de diferentes tipos de arritmias, responsables de la muerte
subita que acontece en adictos a esta droga (Nerantzis y cols., 2011). sin embargo,
existen muy pocos trabajos que evallen la respuesta cardiaca que se produce tras la

adiccién a opioides

Por ello, el objetivo general de esta tesis ha sido estudiar las modificaciones

cardiacas que se producen durante el tratamiento crdnico con morfina y durante el
sindrome de abstinencia precipitado por la administracidon de naloxona e investigar los
mecanismos implicados en estos cambios con el fin de desarrollar nuevas dianas

terapéuticas.
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Nuestros objetivos concretos han sido:

1. Estudiar y establecer algunos de los mecanismos neuroquimicos, celulares y
moleculares que se ponen en marcha durante la dependencia de morfina y
tras el sindrome de abstinencia. Para ello valoramos la actividad simpdtica
cardiaca, mediante la determinacion de la presién arterial media (MAP) y la
frecuencia cardiaca (HR), asi como los niveles de NA y normetanefrina (NMN),
metabolito extraneuronal de NA, para determinar el turnover de NA. Como
posibles mecanismos implicados evaluamos: a) la expresion de las dos formas
[soluble (S) y de membrana (MB)] de la enzima catecol orto metil transferasa
(COMT), una de las enzimas responsables de la produccién de NMN vy b) la
expresion y fosforilacion en los residuos de serina 40 y 31 de la proteina TH,

enzima limitante de la sintesis de NA.

2. Evaluar el grado de estrés que se produce durante la administracion crénica de
morfina y durante el sindrome de abstinencia a morfina, valorando la
respuesta del eje HHA y la puesta en marcha de mecanismos
cardioprotectores. Para ello, se cuantificaron los niveles plasmaticos de ACTH y
corticosterona y se valord la expresion de Hsp27 y la fosforilacion de la misma

en las Ser 15 y Ser 82.

3. Con el fin de establecer una posible interaccidén entre la actividad simpdatica y
la respuesta al estrés, valoramos la actividad del eje HHA y la expresiéon y
fosforilaciéon de la Hsp27 en presencia de propranolol, antagonista de los

receptores B-adrenérgicos.

4. Para valorar otras cascadas de transduccidon de sefiales que podrian estar
implicadas en las respuestas al estrés inducido por la precipitacién de un
sindrome de abstinencia a morfina valoramos la implicacion de las ERK en la

respuesta del eje HHA (niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona), y en la
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fosforilacion de Hsp27, en la Ser 15 y Ser 82, mediante la administracién de SL-
327, inhibidor selectivo de la fosforilacion de ERK.

5. Una vez establecido el aumento en la expresiéon de la Hsp27 en diferentes
tejidos cardiacos, nuestro siguiente objetivo fue tratar de analizar la respuesta
de las proteinas contractiles del miocardio mediante la determinacién de TnTy
Tnl, asi como la expresion de p-calpaina, enzima encargado de la protedlisis de
troponinas. Para investigar un posible nexo de unidén entre Hsp27 y troponinas

valoramos la expresién de Hsp27, TnT y Tnl, asi como su co-localizacién.

6. Con el fin de buscar dianas terapéuticas que pudieran ser de utilidad para el
tratamiento de las adicciones, nuestro ultimo objetivo se centrd en valorar el
papel de los receptores de CRF1 en los signos somaticos observados durante el
sindrome de abstinencia a morfina, asi como en la actividad del sistema
noradrenérgico cardiaco y del eje HHA. También se valord la implicacién de
estos receptores en la expresién y fosforilacion de Hsp27. Para ello se utilizo el
antagonista selectivo de receptores de CRF1 (CP-154,526) y ratones

genéticamente deficientes del receptor de CRF1 (CRF-/-, knockout, KO).
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Métodos

4.1. Animales

Se han utilizado ratas macho de 220-240 g al inicio del tratamiento de la cepa
Sprague-Dawley y ratones macho de la cepa B6,129 CRH™e¢ de 25-30 g, wild-type (WT,
CRF1R+/+) y homocigotos recesivos (KO, CRF1R-/-). Los animales fueron mantenidos
en cajas transparentes, con libre acceso a agua y comida, en una habitacién a 22+22 C,
humedad del 50 + 10% y con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h (8:00-20 h). Los
animales fueron manipulados de acuerdo con las normas éticas vigentes (Directiva de
la Comunidad Europea de 24 de noviembre de 1986, 86/609/EEC). El estudio fue
aprobado por el Comité de Bioética de la Universidad de Murcia (RD/1201/2005).

4.2. Genotipado de ratones

EL ADN para la determinacién genética de los ratones se obtuvo de la digestién de
una biopsia del extremo final de la cola de los ratones de entre dos y tres semanas de
vida, obtenida mediante una cuchilla afilada y con anestesia local con cloruro de etilo.
A las muestras obtenidas se les afiadio 600 ul de tampdn de lisis (Tris-HCl 1M pH 8.5
EDTA 250 mM, 20% SDS, NaCl 1M) conteniendo 100 pg/ml de proteinasa K. A
continuacion se incubd durante toda la noche a 55 °C en agitacidon constante. Al dia
siguiente se centrifugaron las muestras, se extrajo el sobrenadante y se realizdé una
precipitacion con isopropanol. El precipitado se resuspendié en agua estéril (Miller y

cols., 1988).

Posteriormente, mediante PCR se amplificaron las secuencias correspondientes al
alelo mutado (KO) y normal (WT) para el gen que codifica el receptor de tipo 1 de CRF
y se visualizaron las bandas que forman el ADN en un gel de agarosa tras
electroforesis. En funcion de las bandas que aparecen y su tamafio, se clasificaron los
animales en tres grupos: Homocigotos dominantes CRF-R1 +/+ o WT, heterocigotos,

CRF-R1 +/- 0 HZ y homocigotos recesivos, CRF-R1 -/- o KO.
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4.3 Procedimiento experimental

GRUPOS EXPERIMENTALES

RATA RATON
Placebo s.c. + salino s.c. WT +salinoi.p. + salino s.c.
Placebo s.c + naloxona s.c. WT + salino i.p + naloxona s.c.
Morfina s.c. + salino s.c. WT + morfina i.p. + salino s.c.
Morfina s.c.+ naloxona s.c. WT + morfina i.p. + naloxona s.c.
Placebo s.c. + DMSO i.p + naloxona s.c. KO + salino i.p. + salino s.c.
Morfina s.c + DMSO i.p + naloxona s.c KO + salino i.p. + naloxona s.c.
Placebo s.c + SL327 i.p + naloxona s.c KO + morfinai.p. + salino s.c.
Morfina s.c. + SL327 i.p + naloxona s.c KO + morfinai.p. + naloxona s.c.

Placebo s.c. + salino i.p + naloxona s.c

Morfina s.c. + salino i.p + naloxona s.c

Placebo s.c. + propranolol i.p. + naloxona s.c.

Morfina s.c + propranolol i.p. + naloxona s.c.

Placebo s.c + tween 80 i.p. + salino s.c.

Placebo s.c + tween 80 i.p. + naloxona s.c.

Placebo s.c + CP-154,526 i.p. + salino s.c

Placebo s.c + CP-154,526 i.p. + naloxona s.c.

Morfina s.c + tween 80 i.p. + salino s.c.

Morfina s.c + tween 80 i.p. + naloxona s.c.

Morfina s.c + CP-154,526 i.p. + salino s.c.

Morfina s.c + CP-154,526 i.p. + naloxona s.c.
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4.3.1. Procedimiento experimental en ratas

La dependencia de morfina se indujo mediante la implantacién subcutdanea de
pellets (proporcionados por el Ministerio de Sanidad, Madrid, Espafia) de morfina base
(75mg): uno el dia 1, dos el dia 3 y tres pellets el dia 5. En estudios posteriores, la
dependencia se indujo el dia 1 mediante la implantaciéon s.c de dos pellets de morfina
de 75 mg. Se ha demostrado que este ultimo procedimiento produce la concentracién
plasmatica de morfina suficiente para inducir dependencia y un sindrome de
abstinencia completo después del tratamiento a corto plazo con antagonistas opioides
(Frénois y cols., 2002). La dependencia de morfina se consigue 24 h después de la
implantacion de pellets de morfina y se mantiene constante durante 15 dias (Gold y
cols., 1994). Las ratas control recibieron pellets de placebo que contienen el
excipiente (lactosa) sin morfina. Para evaluar que la morfina se liberaba correctamente
de los pellets, los animales se pesaron a lo largo del tratamiento, ya que es conocido
gue la administracion crénica de morfina induce una disminucién en la ganancia de

peso corporal debido a la menor ingesta caldrica (Berhow y cols., 1995).

El dia 6 (en ratas tratadas con 2 pellets de morfina) o el dia 8 (6 pellets) se indujo
el sindrome de abstinencia mediante la inyeccion del antagonista naloxona (1 6 2
mg/kg, s.c.) y se observd si los animales presentaban los siguientes signos de
abstinencia: ptosis, castaifieo de dientes, temblor, piloereccién, lagrimeo, rinorrea,
salto espontdneo, salivacion y diarrea durante un periodo de 30 min. Ademas, la
pérdida de peso corporal se determind como la diferencia entre el peso
inmediatamente antes de la inyeccion de naloxona y una segunda determinacion
efectuada 30, 60, 90 y 120 min mas tarde. La pérdida de peso y los demas signos
evaluados son indicadores fiables de la abstinencia de opioides en ratas dependientes

de morfina.

Para evaluar posibles mecanismos implicados en los cambios adaptivos cardiacos
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durante el sindrome de abstinencia, las ratas fueron tratadas con un inhibidor de la
fosforilacion de ERK, un antagonista de los receptores B-adrenérgicos o un antagonista
selectivo de los receptores de CRF1: SL-327 [100 mg/kg, i.p., disuelto en
dimetilsulféxido (DMSO) al 100 %], propranolol (3 mg/kg, i.p.) y CP-154,526 (20 6 30
mg/kg, i.p. disuelto en tween 80 al 10%), respectivamente. Estas sustancias se
administraron 20,30 y 60 min antes de la administracion de naloxona. Las dosis

utilizadas se basan en la bibliografia y en estudios previos de nuestro grupo.

Los animales fueron sacrificados por decapitacién 30, 60, 90 6 120 min después de
la administracion de salino o naloxona y se procedid a la apertura del torax, se separé
ventriculo izquierdo y derecho y se almacend inmediatamente a -80 °C para evaluar
diferentes pardmetros mediante western-blot (WB) y cromatografia liquida de alta

resolucién (HPLC).

4.3.2. Procedimiento experimental en ratones

La dependencia de morfina se indujo mediante inyeccion i.p. de dosis crecientes
de morfina (10-60 mg/kg). El grupo control recibié salino. A partir del dia 1y cada 12 h
(a las 8:00 y las 20:00) WT y KO fueron tratados de acuerdo con el siguiente protocolo:
dia 1, 10 mg/kg; dia 2, 30 mg/kg; dia 3, 50 mg/kg; dia 4, 60 mg/kg (una sola inyeccidén
por la mafiana). El dia 4, 1 h después de la ultima inyeccidon de morfina, se administré

salino o naloxona (1 mg/kg, s.c.).

Se cuantificé la ganancia de peso corporal a lo largo del tratamiento con morfina,
asi como la pérdida de peso durante el sindrome de abstinencia. La pérdida de peso se
calculé como la diferencia entre el peso determinado inmediatamente antes de Ia
inyeccién de salino o naloxona y una segunda determinacién efectuada 60 min mas

tarde.
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Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical 60 min é 24 h después de la
inyeccidn de salino o naloxona. A continuacion, se procedio a la apertura del térax por
incision medioesternal, se diseccionaron ambos ventriculos y se almacenaron
inmediatamente a -80 °C, para posteriormente cuantificar los diferentes parametros

evaluados mediante técnicas de WB Y HPLC.

4.4. Variables hemodinamicas

Los animales se anestesiaron con tiopental sddico (40 mg/kg, i.p.), se intubaron y
se colocaron en una mesa caliente para mantener la temperatura corporal del animal a
37 °C. Se colocd una canula de polietileno en la arteria femoral y los catéteres se
conectaron a traductores de presion, para medir la MAP y HR. La naloxona (1 6 2
mg/kg, s.c.) se inyectd tras un periodo de 30 min de estabilizacidon del animal y se

midieron ambas variables.

4.5. Radioinmunoensayo (RIA)

Los animales fueron sacrificados 60 min é 24 h tras la administracion de salino o
naloxona, la sangre del tronco fue recogida en tubos que contenian EDTA al 5%,
manteniéndolos siempre en frio con hielo y fueron posteriormente centrifugados (500
g, 4 °C, 15 min). Una vez centrifugados, se recogié el plasma, fue alicuotado en
eppendorf y conservado a -80° C hasta la realizacion del andlisis de ACTH y
corticosterona. El andlisis se realizd mediante un kit de RIA con anticuerpos

especificos.

4.6. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

NA y su metabolito NMN se determinaron por HPLC con deteccidn electroquimica.

Cada tejido se pesd, se colocd en un vial de propileno mantenido en frio que contenia

1.5 ml de acido perclérico (0.1 M) y se homogeneizé con un homogeneizador Polytron-
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Type. Los tejidos homogeneizados se centrifugaron (8000 g, 4 °C, 15 min), se retird el
sobrenadante con una jeringa de 1 ml y se filtr6 a través de un filtro de 0,45 um
(Millipore, Bedford, EE.UU.). El homogeneizado se volvid a centrifugar (6000 g, 4 °C, 20
min) y filtrar en un filtro ultra-free MC 0.2 (Millipore). De cada muestra, se inyectaron
10 pl en una columna de fase reversa C;5 (Waters, Milford, MA, EE.UU.). La deteccién
electroquimica de NA y NMN se llevé a cabo con un electrodo de vidrio de carbono
fijado a un potencial de 0.65 V con respecto al electrodo de referencia de Ag/AgCl
(Waters). La fase movil consistié en una mezcla de 95 % (v/v) de metanol con agua y
acetato de sodio (50 mM), acido citrico (20 mM), sulfonato de L-octil-sodio (3.75 mM),
di-n-butilamina (1 mM) y EDTA (0,135 mM), ajustado a pH 4.3. La velocidad de flujo fue
de 0.9 ml/min, y los datos cromatograficos se analizaron mediante un programa
informatico Millenium 2010 (Millipore). NA y NMN se detectaron simultdneamente por
HPLC a unos tiempos de elucién de 4.25 y 7.32 min, respectivamente, y se
cuantificaron por referencia a las curvas de calibraciéon que se realizaron al principio y
al final de cada serie de analisis. Se observaron las relaciones lineales entre la cantidad
de inyeccidn estandar y la altura del pico medido. El limite inferior de deteccién para
NA y NMN fue de 100 pg. El contenido de estos metabolitos en ambos ventriculos se

expresé como ng/g de peso del tejido.

4.7. Inmunofluorescencia

Las ratas fueron anestesiadas con una dosis subletal de pentobarbital sédico (100
mg/kg, i.p.) 60 min después de la administracién de salino o naloxona para determinar
la expresidn y fosforilacion de Hsp 27 en Ser 82. Asi mismo se estudié la co-localizaciéon
de Hsp27 con troponina T y troponina |. Tras la anestesia, las ratas fueron sometidas a
perfusion a través de la aorta descendente con 300 ml de tampdn fosfato salino (PBS,
pH 7.4) seguido de 500 ml de paraformaldehido (4% en PBS, pH 7.4) a 4 °C. Después de
la perfusién, se extrajeron los corazones y se post-fijaron en el mismo fijador
(paraformaldehido) almacenandose a 4 °C durante toda la noche. Las muestras fueron

lavadas con PBS y posteriormente incluidas en bloques de parafina. Se obtuvieron
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secciones de 5 um de espesor mediante microtomo (HM310, Microm, Barcelona,
Espaia) y fueron adheridas a portas con solucién de poli-L-lisina. A continuacion, las
secciones se desparafinaron en xileno, se hidrataron en alcoholes decrecientes y se
preincubaron durante 10 min en H,0, para bloquear la actividad peroxidasa enddgena.
Seguidamente, se incubaron en una mezcla que contenia suero de caballo al 2%,
Triton-X-100 al 0.3% y azida sédica en PBS, durante 1 h a temperatura ambiente. Los

cortes fueron incubados durante toda la noche a 4 °C con los siguientes anticuerpos:

v Anticuerpo policlonal frente a Hsp27 total (sc-1048; 1:50; Santa Cruz
Biothechnology Inc., Texas, EE.UU.).

v" Anticuerpo policlonal frente a Hsp27 fosforilada en Ser82 (2401; 1:100; Cell
Signalling Technology, Massachusetts, EE.UU.).

v Anticuerpo monoclonal frente a troponina T cardiaca (cTnT, ab10214; 1:400;
Abcam, Cambridge, Reino Unido).

v Anticuerpo monoclonal frente a troponina | cardiaca (cTnl, ab19615; 1:500;

Abcam).

Posteriormente, las muestras se incubaron con los correspondientes anticuerpos

secundarios, durante 4 h:

v Alexa Fluor 594 anti-lgG de conejo (A-21207; 1:1000; Invitrogen, Life
Technologies Corporation; Paisley, Reino Unido).

v" Alexa Fluor 488 anti-IgG de cabra (A-11055; 1:300; Invitrogen).

V" Alexa Fluor 594 anti- 1gG de ratén (A-21203; 1:300; Invitrogen).

Las secciones fueron incubadas en 4, 6-diaminino-2-fenilindol (DAPI, 1:50.000

durante 15 min, y se montaron en el reactivo ProLong Gold antifade (Invitrogen).

Para su visualizacion, las laminas fueron escaneadas con un aumento 1200 X

utilizando un escdner SCN40OF Leica con BGR ET FILTERCUBE (Leica Microsystems

32



Métodos

GmbH, Wetzlar, Alemania). El tiempo de ganancia y exposicidn utilizada se mantuvo
constante para cada grupo experimental. Las imagenes se cargan y se archivan en el
sistema habilitado para la web de gestidn digital de diapositivas, Imagen Digital Hub de
SlidePath (SlidePath, Dublin, Irlanda). Las imagenes fueron capturadas con un aumento
de 40 X. Toda la determinacidn histoldgica se realizé a ciegas en las secciones del

ventriculo izquierdo.

Otras imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio confocal Nikon C1 (Nikon
90i, confocal D-Eclipse C1 Tokio, Japdén) usando excitacion de 408 nm para DAPI,
excitacion 543 nm para Alexa Fluor 594 y 488 de excitacion para Alexa Fluor 488. La luz
emitida se detectd en el rango de 450 nm para DAPI, 605 nm para Alexa Fluor 594 y
515/530 para Alexa Fluor 488. Cada canal fue capturado por separado para evitar

cruces espectrales.

4.8. Western blot

Las muestras fueron introducidas en viales de polipropileno mantenidos en frio
gue contenian: PBS 1X, inhibidores de fosfatasas, dodecil sulfato sddico (SDS) (10%) e
inhibidores proteoliticos, fueron homogeneizadas en homogenizador Polytron
(Kinematica, Suiza; velocidad 3-4) y se introdujeron en un bafo de ultrasonidos para
ser sonicadas (Selecta, Espafia) durante 30 s. Posteriormente, se centrifugaron (6000
g, 20 min, 4 °C) en centrifuga refrigerada (Beckman, Alemania). El sobrenadante se
colocd en tubos Eppendorf y éstos se almacenaron a -80 °C para la posterior

determinacién de proteinas.
La determinacion de la concentracién de proteinas totales de cada muestra se
realizé siguiendo el método del acido bicinconinico descrito por Wiechelman vy cols.,

(1988) y medida en un espectrofotémetro.

El volumen maximo de muestra que se cargd en cada calle fue de 25 pl. Las
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muestras diluidas empleadas en este trabajo, tuvieron una concentracién de proteinas
de 50 pg por calle. En cada uno de los geles se introdujeron dos controles de proteinas
estandar BenchMark™ Prestained (Invitrogen) y Kaleidoscope Prestained Standards
(Bio-Rad, USA), con proteinas de pesos moleculares conocidos para tener una
referencia correcta a la hora de identificar a nuestra proteina problema. Una vez
cargadas todas las muestras en sus respectivas calles, se llevd a cabo una electroforesis
en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Posteriormente se realizé la transferencia de
proteinas a membranas de fluoruro de polivinildieno (PVDF) mediante una cubeta.
Para evitar uniones inespecificas en la inmunodeteccién, las membranas fueron
bloqueadas durante 1 h con albumina de suero bovino (BSA) al 1% en tampdn tris
buffer salino-Tween 20 (TBS-T). A continuacion se incubaron las membranas con los

siguientes anticuerpos primarios para detectar la proteina de interés:

v" Anticuerpo policlonal frente a Hsp27 total (sc-1048; 1:500; Santa Cruz
Biotechnology).

v" Anticuerpo policlonal frente a Hsp27 fosforilada en Ser15 (ab39399; 1:400;
Abcam).

v" Anticuerpo policlonal frente a Hsp27 fosforilada en Ser82 (2401; 1:400; Cell
Signalling Technology).

v" Anticuerpo monoclonal frente a p-ERK1/2 (sc-7383; 1:1000; Santa Cruz
Biotechnology).

v" Anticuerpo monoclonal frente a COMT (AB5873; 1:5000; Chemicon
International, USA).

v" Anticuerpo monoclonal frente a cTnT (ab10214; 1:500; Abcam).

v" Anticuerpo monoclonal frente a c¢Tnl (ab19615; 1:500; Abcam).

v' Anticuerpo frente a p-calpaina (sc-271313; 1:5000; Santa Cruz
Biotechnology).

v Anticuerpo policlonal frente a TH fosforilada en Ser31 (AB5423; 1:500;
Millipore).

v" Anticuerpo policlonal frente a TH fosforilada en Ser40 (AB5935; 1:500;

Millipore).
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Las membranas se dejaron incubando durante toda la noche a 4 °C, a excepcién de
las membranas incubadas con cTnl y cTnT, que se incubaron durante 5 h. A
continuacion se realizaron 3 lavados en TBS-T para incubar a continuacién con el
correspondiente anticuerpo secundario (1:5000), marcado con peroxidasa y contra la
especie en la que se ha producido el primario. Se emplearon los siguientes anticuerpos

secundarios:

v Anticuerpo anti-cabra (sc-2350; Santa Cruz Biotechnology).
v Anticuerpo anti-conejo (sc-2004; Santa Cruz Biotechnology).

v Anticuerpo anti-ratdn (sc-2005; Santa Cruz Biotechnology).

La inmunorreactividad se detecto mediante un kit de
quimioluminiscencia/quimiofluorescencia (ECL, Amersham lbérica, Madrid, Espafa) y

se visualizé6 mediante un escaner de imagen Typhoon 9410.

Como control de carga se usd B-actina, a-tubulina, TH total o ERK total, previo

desnudamiento de la membrana.

La cuantificacién de las bandas de Hsp27 (27 kDa), Hsp27 fosforilada en Ser15 (27
kDa), Hsp27 fosforilada en Ser82 (27 kDa), p-ERK1/2 (44 y 42 kDa), MB-COMT y S-
COMT (30 y 25 kDa ), cTnT (36 kDa), cTnl (24 kDa), p-calpaina (subunidad pequefia 30
kDa, subunidad grande 80 kDa), TH fosforilada en Ser31 (60 kDa),TH fosforilada en
Ser40 (60kDa), B-actina (45 kDa), a-tubulina (50 kDa), ERK total (42 kDa) y TH total (60
kDa ) se realizd por densitometria mediante un analizador de imagen Alpha Innotech.
Los resultados se expresaron como % de cambio de densidad 6ptica respecto del valor

control (definido como el 100% del valor).

4.9. Andlisis estadistico

En cada uno de los grupos experimentales se calculd la media aritmética con su
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correspondiente error estandar (MEDIA + SEM). Las comparaciones entre los
diferentes grupos se realizd6 mediante analisis de varianza (ANOVA) de una, dos, tres
vias y ANOVA de medidas repetidas seguido de un test de Newman-Keuls o de
Bonferroni. Para comparaciones entre solo dos grupos experimentales, usamos el test
de la t de Student no pareada. Se utilizaron los programas SPSS y Graph Prism. Las

diferencias con un valor de p<0.05 fueron consideradas significativas.

36



Resultados y Discusion



Resultados y Discusion

Aungue es conocido que la activacidn de los receptores opioides p induce un efecto
inotrépico negativo, un incremento en la duracién del potencial de accién, una
disminucion de la velocidad de conducciéon y una disminucién en la frecuencia de
aparicién de infarto de miocardio (Alarcon y cols., 1995; Llobel y Laorden, 1996; Gross y
cols., 2007; Peart y cols., 2008), hay muy pocos estudios acerca de los efectos que
produce la activacidn crénica de estos receptores. Se ha demostrado que la exposicidn
cronica a morfina induce efectos cardioprotectores (Peart y Gross, 2006) y numerosos
cambios neuroadaptativos en los sistemas noradrenérgicos cardiacos. Asi, estudios
previos han demostrado que la activacion crénica del receptor opioide u disminuye la
actividad simpdtica (Kiembaum y cols., 2001, 2002) y las concentraciones plasmaticas de
NA en corazén (Kiembaum y cols., 2002; Rabadan y cols., 1997). En consonancia con estos
estudios, nuestros resultados demuestran que durante el tratamiento crénico con
morfina se produce una disminucion de los niveles basales de MAP y HR, posiblemente
debido a la disminucidn de la actividad simpatica descrita anteriormente. Sin embargo, el
bloqueo del receptor opioide por naloxona en pacientes adictos a morfina o en animales
dependientes de morfina desenmascara los efectos de la administracién croénica de
morfina produciendo un aumento de la actividad simpatica, de las concentraciones
plasmaticas de NA (Peart y Gross, 2006), del turnover de NA (Almela y cols., 2008) y de la
expresion de TH (Almela y cols., 2009). Los resultados del presente estudio demuestran
gue durante el sindrome de abstinencia a morfina se produce un aumento de MAP y HR
en paralelo con una disminucién de NA en tejido cardiaco y un incremento de NMN. Este
aumento del metabolito extraneuronal de NA se produce en paralelo con un incremento
en las dos isoformas de COMT (MB-COMT y S-COMT) y del turnover de NA. Asimismo, se
constata un aumento en la expresion de TH y en la fosforilacion de la misma en los
residuos de Ser 40 y Ser 31. Es conocido que la fosforilacion de TH acelera su actividad v,
por tanto, estimula la sintesis del neurotransmisor en las terminaciones noradrenérgicas
(Kumer y Vrana, 1996; Dunkley y cols., 2004). Todos estos datos sugieren que la
fosforilaciéon de TH puede ser un importante modulador de su actividad y puede estar
directamente implicada en la capacidad de las neuronas noradrenérgicas para sintetizar

NA lo que contribuiria al aumento del turnover de NA y a los cambios hemodindmicos
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observados tras el sindrome de abstinencia a morfina.

Numerosas areas del SNC estdn involucradas en la integracidn entre los cambios
de conducta y la respuesta cardiovascular asociada al sindrome de abstinencia a
morfina. Asi la precipitacion del sindrome de abstinencia a morfina por naloxona
produce una activacion del eje HHA (Laorden y cols., 2002; Cleck y Blendy, 2008; Nufiez
y cols., 2009) y cambios adaptativos en el corazén (Rabadan y cols., 1997; Peart y
Gross, 2006; Almela y cols., 2008). En consonancia con los estudios anteriores,
nuestros resultados demuestran un aumento de ACTH y corticosterona tras la
administracién de naloxona a ratas dependientes de morfina, esta activacién depende
de las vias noradrenérgicas procedentes del NTS que proyectan al PVN (Fuertes y cols.,
2000; Laorden y cols., 2000; 2002), donde se han descrito la presencia de receptores a
y B-adrenérgicos (Leibowitz y cols., 1982). Estos resultados sugieren que durante el
sindrome de abstinencia se produce una situacion de estrés evidenciada por la

activacion del eje HHA.

Para evaluar el papel de los receptores B-adrenérgicos en la hiperactividad del eje
HHA observada en nuestro estudio utilizamos propranolol, antagonista de los
receptores B-adrenérgicos. Este farmaco antagonizé el aumento de ACTH pero no el de
corticosterona. Ya que los receptores B-adrenérgicos no parecen mediar el aumento
de corticosterona plasmatica, investigamos la posible relacion entre las ERK y la
hiperactividad del eje HHA. Elegimos esta via de sefializacién intracelular porque es
conocido que durante la dependencia de morfina se produce un aumento en la
expresion y activacion de ERK en SNC (Narita y cols., 2002; Cao y cols., 2005; Nufiez y
cols., 2007, 2008) y en corazoén (Almela y cols., 2007, 2008). De forma similar al
propranolol, el inhibidor de la fosforilacién de ERK (SL327) antagonizé el aumento de
los niveles plasmaticos de ACTH pero no de corticosterona. Estos resultados
demuestran la implicacién de los receptores B-adrenérgicos y de las ERK en la
liberacion hipofisaria de ACTH y apuntan la posibilidad de que mecanismos

independientes de ACTH podrian mediar la respuesta de las capsulas suprarrenales
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para adaptarse a distintas situaciones de estrés.

Aunque la presencia de ACTH juega un importante papel en la sintesis y liberacién
de glucocorticoides numerosos estudios indican que diferentes neuropéptidos,
neurotransmisores, opioides, factores de crecimiento celular, citoquinas, etc son
capaces de modular la liberacién de glucocorticoides con independencia de la ACTH
(para revision véase Bornstein y cols., 2008). Se ha postulado que el SNC es capaz de
regular la respuesta de la hipodfisis y de las suprarrenales de forma independiente. Por
ejemplo lesiones provocadas en el nucleo de la estria terminal son capaces de
disminuir la secrecién de corticosterona sin provocar cambios en la secrecion de ACTH
(Choi y cols., 2007). Ademas, se ha observado que en las ratas que consumen sacarosa
o sacarina se produce una disminucién de la secrecion de corticosterona, sin cambios
en la ACTH, lo que sugiere que la secrecién de corticosterona puede ser regulada
directamente por las vias de recompensa mesocorticolimbicas (Ulrich-Lai y cols., 2007).
En conjunto todos estos hallazgos indican que otros factores distintos a la ACTH
pueden ser los responsables de la hiperactividad suprarrenal observada durante el
sindrome de abstinencia lo que podria tener una relevancia clinica para el tratamiento

de las modificaciones neuroendocrinas observadas durante las situaciones de estrés.

Ya que es conocido que el sindrome de abstinencia induce una situacidn de estrés
gue se pone de manifiesto por la activacidn simpatica y del eje HHA, y basandonos en
estudios previos que han demostrado un aumento de Hsp27 en diferentes regiones
cerebrales durante la dependencia de morfina (Sharma y Ali, 2006), en este trabajo
evaluamos la expresion y la fosforilacion (Ser 15 y 82) de esta proteina en tejidos
cardiacos. Estudiamos esta proteina por diferentes razones: 1) porque se expresa de
forma constitutiva en tejido cardiaco, 2) porque su expresién se induce rdpidamente
ante diferentes situaciones de estrés, 3) por su efecto cardioprotector y 4) porque
hasta el momento no se ha establecido el papel que desempefia esta proteina en
tejido cardiaco tras el consumo de sustancias de abuso. Nuestros resultados

demuestran que durante la administracion crdnica de morfina y durante el sindrome
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de abstinencia precipitado por naloxona se produce un aumento de la expresién de
Hsp27. Sin embargo, el tratamiento créonico con morfina no induce cambios en la
fosforilacion de Hsp27 en Ser 15 y 82, mientras que durante el sindrome de
abstinencia a morfina se produce un aumento de la fosforilacién en ambas serinas.
Estos resultados sugieren que durante el sindrome de abstinencia se produce un
profundo estrés que puede provocar importantes dafios en corazén (Dettmeyer y cols.,
2009). Es conocido que la forma no fosforilada de la Hsp27 tiene una funcién como
chaperona, es decir acompafia a otras proteinas estabilizando las formas inestables,
actuando por medio de uniones y desuniones controladas, facilitando el ensamblado,
la correcta unidn a oligomeros, su transporte a otro compartimento celular o la
disposicion para la degradacion (Ammon-Treiber y cols., 2004; Peart y Gross, 2006).
Por tanto, el aumento en la expresidon de Hsp27 observado en nuestro estudio tendria
como finalidad reparar las proteinas con una mala conformacidn y prevenir el estrés
oxidativo (Rogalla y cols., 1999) que se generaria durante la situacion de estrés
inducida por las drogas. Por otra parte, la fosforilacion de Hsp27 lleva a una mayor
estabilidad del citoesqueleto, al inhibir la polimerizacion de la actina (Robinson y cols.,
2010), y ademas tendria propiedades anti-apoptdticas previniendo la muerte celular
(Mehelen y cols., 1997). La activacion (fosforilacion) de Hsp observada durante el
sindrome de abstinencia potenciaria la funcién protectora iniciada por la Hsp durante

la administracion cronica de morfina.

Esta bien establecido que las ERK son capaces de fosforilar diferentes substratos,
incluyendo enzimas, factores de transcripcién y proteinas, entre otras, Hsp27
(Robitaille y cols., 2010). Hsp27 es foforilada por ERK en sus residuos de Ser 15, 78 y 82
(Duverger y cols., 2004; O'shaughnessy vy cols., 2007), mientras que la fosforilaciéon en
Ser 82 puede ser también inducida por PKC (Evans y cols., 2008). Nuestros resultados

demuestran que la administracion de SL-327 disminuye la fosforilacion de Hsp27 en

Ser 15 y 82 inducida durante el sindrome de abstinencia a morfina, en paralelo
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con una disminucion de los niveles plasmaticos de ACTH. Ademas, la administracion de
propranol, que reducia los niveles plasmaticos de ACTH, también inhibe la fosforilacién
de Hsp27 durante el sindrome de abstinencia a morfina, sugiriendo que el bloqueo de
los receptores B-adrenérgicos cardiacos atenua el papel cardioprotector que ejerce la
Hsp27. En consonancia con estos resultados, se ha demostrado que la administracién
de alprenol, bloqueante B-adrenérgico, atenua la cardioproteccién inducida durante la
fase de precondicionamiento isquémico (Lochner y cols., 2009). Estos resultados
sugieren que el bloqueo de los receptores B-adrenérgicos en situaciones de estrés
puede abolir los mecanismos cardioprotectores enddgenos que se ponen en
funcionamiento cuando se alteran las condiciones fisioldgicas basales. Los resultados
del presente trabajo demuestran que el propranolol disminuye las concentraciones
plasmaticas de ACTH observadas durante el sindrome de abstinencia. Conjuntamente
con el aumento de las concentraciones plasmdticas de ACTH, durante el sindrome de
abstinencia a morfina se produce un incremento de los niveles de NA circulantes (Peart
y cols., 2007) y del turnover de NA en corazén lo que podria sustentar la hipdtesis de
gue los niveles de catecolaminas periféricas serian un importante mecanismo a tener
en cuenta en los efectos excitatorios que produce la precipitacion del sindrome de
abstinencia sobre el eje HHA. En paralelo con la reduccién de ACTH observada tras la
administracion de propranolol, encontramos una disminucion de la fosforilaciéon de
Hsp27, lo que sugiere que la activaciéon (fosforilacion) de Hsp27 podria estar
aumentada al alza por ACTH. En este sentido, se ha demostrado en las capsulas
suprarrenales que el estrés induce un incremento en la expresiéon de Hsp70 (Blake y
cols., 1993; Udelsman y cols., 1994) que fue abolido en ratas hipofisectomizadas (Blake
y cols., 1991; 1993). Ademas, en tumores adrenocorticales con altos niveles de cortisol
en plasma, que llevan a una inhibicion de la ACTH, se ha observado una disminucién de
la expresiéon de Hsp27 y Hsp70 (Pignatelli y cols., 2003). Todos estos resultados

sugieren un posible nexo de unién entre la ACTH y las Hsps.

Por otra parte, se ha demostrado que la Hsp27 estabiliza los filamentos de actina,
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lo que favorece las propiedades protectoras de esta proteina. Ademas, se ha
demostrado, en corazones de roedores, que algunos tipos de shock producen una
translocacion de Hsp27 a las bandas Z (Yoshida y cols., 1999; White y cols., 2006). Esta
translocacion parece ser crucial para la estabilizaciéon de los miofilamentos de actina,
protegiéndola de su degradacién (Lu y cols., 2008). Los resultados del presente trabajo
demuestran que durante el sindrome de abstinencia a morfina se produce un
incremento en la expresion de cTnT en paralelo con una disminucién de la expresidn
de cTnl y una co-localizacién entre cTnT y Hsp27. Estos resultados indican que Hsp27
podria proteger a la cTnT de la degradacién por proteasas y concretamente de la
protedlisis por p-calpaina, cuya expresién estd aumentada durante el sindrome de
abstinencia. Es conocido que la p-calpaina produce una protedlisis de las troponinas
con el fin de ajustar la contractilidad muscular a diferentes condiciones de estrés
(Taneike y cols, 2011). Las troponinas son responsables de la interaccion de la actina
con la miosina y, por tanto, de la contraccidn cardiaca; si las troponinas son
degradadas por el aumento de p-calpaina observado en nuestro estudio, se producird
una alteracién importante de los mecanismos de contraccidn-relajacion. Es conocido
gue cTnT y cTnl son selectivamente degradas por p-calpaina pero la fosforilacion
previa de estas proteinas modifica su sensibilidad a la degradacién por proteasas. Asi,
se ha descrito (Toyo-Oka, 1982) que la fosforilacién de cTnl por PKC aumenta la
sensibilidad de cTnl a la degradacién por p-calpaina. Estudios previos de nuestro
laboratorio (Almela y cols., 2008) han demostrado un aumento en la expresion de PKC
durante el sindrome de abstinencia a morfina, por tanto parece posible que el
aumento de esta protein kinasa pueda contribuir a la fosforilaciéon de cTnl,
incrementando la sensibilidad de esta proteina a la degradacion por p-calpaina. Todos
estos resultados llevan a la hipdtesis de un nexo de unidén entre Hsp27 y cTnT, es
posible que Hsp27 evitara la degradacion de cTnT por p-calpaina. El mecanismo por el
que se produce esta interaccidn es desconocido y se necesitan estudios

complementarios para aclarar el significado de la misma.

Numerosos estudios han constatado que los sistemas de CRF juegan un
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importante papel en la ansiedad y en los efectos aversivos que produce el sindrome
de abstinencia (Zorrilla y Koob, 2004; Gallagher y cols., 2008) y que el bloqueo de esta
via atenuUa estos efectos (Stinus y cols., 2005). Ademads, es conocido que CRF y sus
analogos aumentan la liberacién de NA de las terminales simpaticas y adrenalina de las
terminaciones simpdticas y de la médula suprarrenal, respectivamente, jugando un

importante papel como mediadores de la funcién cardiaca (Yang y cols., 2010).

En nuestro trabajo utilizamos CP-154,526, antagonista selectivo del receptor de
CRF1 y ratones deficientes del receptor de CRF1 (KO), con el fin de investigar nuevas
dianas que palien o prevengan los efectos nocivos de la abstinencia. CP-154,526
disminuyd algunos de los signos tipicos del sindrome de abstinencia como la rinorrea,
los saltos, la salivacién y la diarrea; la pérdida de peso corporal observada durante el
sindrome de abstinencia también fue disminuida en presencia del antagonista de los
receptores de CRF1 y en ratones KO del receptor de CRF1. Estos resultados estan en
consonancia con estudios previos de nuestro laboratorio (Navarro-Zaragoza y cols.,
2010; Garcia-Carmona y cols., 2011) y otros laboratorios (Iredale y cols., 2000; Lu y
cols., 2000). Sin embargo, estos resultados estan en desacuerdo con los obtenidos por
otros autores (Papaleo y cols., 2007) que describen un aumento de los signos de
abstinencia en ratones KO para el receptor de CRF1. Estas discrepancias pueden ser
debidas fundamentalmente a los diferentes protocolos utilizados. En estos estudios, el
sindrome de abstinencia es espontdneo (cese de la administracion de morfina),
mientras que en nuestro protocolo el sindrome de abstinencia se precipita por la

administracion de naloxona, por lo que es dificil comparar ambos resultados.

De acuerdo con resultados previos (Koob y Kreek, 2007; Koob, 2008; Nuinez y cols.,
2008), durante el sindrome de abstinencia a morfina se produce un aumento de las
concentraciones plasmaticas de ACTH y de corticosterona. En consonancia con datos
previos de nuestro laboratorio (Navarro-Zaragoza y cols., 2010), CP-154,526 fue capaz
de antagonizar el aumento de corticosterona pero no el incremento de ACTH

observado tras la administracién de naloxona. En ratones KO del receptor de CRF1 se
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observd una disminucidn de los niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona
aumentados 1 h después de la administracion de naloxona. Sin embargo, 24 h después
de la precipitacion del sindrome de abstinencia, los niveles de ACTH permanecieron
aumentados en animales silvestres, mientras que la corticosterona disminuyd a niveles
basales. Todos estos resultados apuntan la posibilidad de que mecanismos
independientes de ACTH puedan regular la secreciéon de corticosterona. Como
comentabamos anteriormente, numerosos estudios han evidenciado que varios
neuropéptidos, neurotransmisores y factores de crecimiento son capaces de modular
la liberacion de glucocorticoides independientemente de la ACTH hipofisaria
(Bornstein y cols., 2008). Ademds, se ha sugerido que diferentes vias vy
neurotransmisores implicados en el estrés son capaces de regular la actividad del eje
HHA, actuando tanto a nivel de la hipdfisis como de la corteza suprarrenal (Choi y cols.,
2007). Estos datos corroboran los estudios realizados con propranolol y SL-327 y
ahondan en la hipdtesis de que diferentes mecanismos regulan la respuesta de la

hipofisis y de las capsulas surprarrenales.

Se ha postulado un papel importante para el CRF y los receptores de CRF1 en las
alteraciones somaticas, moleculares y endocrinas evidenciadas durante el sindrome de
abstinencia a morfina (Papaleo y cols., 2007). Se sabe ademas que el receptor de CRF1
es necesario para el funcionamiento de las células cromafines de la médula
suprarrenal, la destruccidn de este receptor cursa con un aumento en la biosintesis de
adrenalina (Yoshida-Hiroi y cols., 2002). Ademds, la administracidon de antagonistas del
receptor de CRF1 disminuye el incremento en las concentraciones plasmaticas de
ACTH observadas en ratas con insuficiencia cardiaca (Kang y cols., 2011). Todos estos
resultados junto con los obtenidos en este trabajo evidencian una implicacion de los

receptores de CRF1 en la regulacion del eje HHA.

Recientemente se ha postulado que la enzima COMT tiene un importante papel en

la induccién de recompensa (Tunbridge y cols., 2013) y la actividad de esta enzima se

ha relacionado con la vulnerabilidad a desarrollar adiccién (Li y cols., 2004; Beuten y
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cols., 2005). Como comentabamos anteriormente, durante el sindrome de abstinencia
a morfina se produce un aumento del turnover de NA, de las dos isoformas de COMT y
de la expresidn y fosforilacion de TH en las serinas 40 y 31 en tejido cardiaco de ratas.
Tras la administracion del antagonista del receptor de CRF1 se bloquean estos
aumentos, a excepcion de la fosforilacién de TH en serina 40. En los ratones, los
efectos son muy similares, aumento del turnover de NA, de las dos isoformas de
COMT, de la MAP y HR. En animales KO del receptor de CRF1 también observamos una
abolicién del aumento del turnover de NA, de la expresion de COMT y de la HR, sin
cambios en la MAP. Respecto a este ultimo resultado, es conocido que los efectos de
las urocortinas sobre la presién arterial eran inhibidos por un antagonista selectivo del
receptor de CRF2, la antisauvagina-30, sugiriendo un papel para los receptores de CRF2
en la regulacion de la presién arterial (Mackay y cols., 2003). Todos los resultados
comentados anteriormente sugieren que los receptores de CRF1 serian los
responsables del aumento de la actividad simpatica observado durante el sindrome de

abstinencia a morfina precipitado por naloxona.

Es conocido que las ERK fosforilan la TH en serina 31, incrementando su actividad
y la sintesis de catecolaminas (Haycock y cols., 1992; Dunkley y cols., 2004). Para
estudiar la implicacion de los receptores de CRF1 en el aumento de la expresion de ERK
observada durante el sindrome de abstinencia a morfina, hemos utilizado CP-154,526.
Los resultados de este estudio demuestran que este antagonista disminuye la
fosforilacion de ERK y por tanto la fosforilacion de TH en la serina 31 y el turnover de
NA. Estos resultados indican que la activacion del receptor de CRF1 puede contribuir a
las alteraciones cardiacas observadas durante el sindrome de abstinencia a morfina. En
esta linea ha sido descrito que los agonistas del receptor de CRF1 inducen la secrecién
de catecolaminas y aumentan la actividad de TH, mientras que los agonistas del
receptor de CRF2 suprimen la secrecion de catecolaminas y la actividad de TH en las
células cromafines humanas y de ratas (Dermitzaki y cols., 2007). La disminucion de la
actividad simpatica junto con los efectos colinérgicos que produce el tratamiento con

antagonistas del receptor de CRF1, contribuye a los efectos cardioprotectores
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observados tras la administracion NBI-30775, antagonista de los receptores de CRF1

(Nijsen y cols., 2000; Wood y cols., 2006).

Por dltimo, nuestros resultados demuestran que la situacion de estrés,
evidenciada por el aumento en la expresién y fosforilacién de Hsp27, que provoca el
sindrome de abstinencia a morfina fue abolida en ratones KO del receptor de CRF1. En
estos animales se antagoniza el aumento en la expresion de Hsp27 y su fosforilacién en
Ser 82 que estaba incrementada en ratones silvestres dependientes de morfina
después de la administracidon de naloxona. Estos resultados apoyan la idea de que los
receptores de CRF1 median los cambios adaptativos cardiacos inducidos por la

situacion de estrés que acompaiia la abstinencia a morfina.

En resumen, los resultados del presente estudio demuestran que durante el
sindrome de abstinencia a morfina se producen importantes alteraciones cardiacas
que podrian ser responsables de la mayoria de las muertes que se producen en adictos
a heroina. Los mecanismos implicados en estos cambios son complejos ya que como
hemos comentado anteriormente intervienen distintos mensajeros celulares que
interactlan con diferentes vias moleculares. Este trabajo aporta algunos datos que
podrian ser de utilidad para establecer nuevas estrategias de prevencién y
tratamiento, que facilitaran a los pacientes el paso de la adiccién a una vida normal,

socialmente integrada y productiva.
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1. Durante el sindrome de abstinencia a morfina se produce un aumento de la
expresion de las dos isoformas de COMT, que serian las responsables del aumento de
NMN vy, por tanto, del turnover de NA. Asimismo, observamos un aumento de la
expresion y de la fosforilacion de TH en Ser 40 y Ser 31. Estos ultimos resultados
indicarian la puesta en marcha de mecanismos post-transcripcionales que podrian ser
los responsables de la activacion simpatica cardiaca y, por tanto, del aumento de la

MAP y HR observadas durante el sindrome de abstinencia a morfina.

2. De acuerdo con resultados previos, nuestro estudio indica que el sindrome de
abstinencia a morfina cursa con una hiperactivacion del eje HHA, como indica los
elevados niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona. Propranolol y SL-327 fueron
capaces de antagonizar el incremento de ACTH y no de corticosterona lo que
demuestra que los receptores B-adrenérgicos y la via de las ERK estarian implicadas en
la actividad del eje HHA. Ademads, estos resultados claramente sugieren que
mecanismos independientes de la ACTH hipofisaria mediarian la respuesta de las

suprarrenales durante el sindrome de abstinencia a morfina.

3. La administracion crénica de morfina y el sindrome de abstinencia inducen un
aumento en la expresién de Hsp27, lo que corrobora que la adiccidon a opioides
provoca un importante estrés celular. Ademas, durante el sindrome de abstinencia
aparece un aumento de la fosforilacion de Hsp27 que fue antagonizado por
propranolol y SL-327, lo que demuestra que los receptores B-adrenérgicos y la via de
sefializacion ERK estaria implicada en la fosforilacién de Hsp27 vy, por tanto, en los

efectos cardioprotectores que induce esta proteina.

4. Nuestros resultados demuestran que el sindrome de abstinencia a morfina
produce un aumento en la expresion de cTnT y p-calpaina, en paralelo con una
disminucion de cTnl. Ademads, se ha evidenciado una co-localizacién entre cTnT y

Hsp27, lo que sugiere la existencia de algun tipo de interaccién entre ambas proteinas.
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5. Los resultados del presente estudio demuestran que el bloqueo selectivo de los
receptores de CRF1 y la delecidén genética de los receptores de CRF1 antagonizan los
cambios adaptativos cardiacos, tales como el aumento del turnover de NA, el
incremento de MAP y HR, asi como el aumento de la expresion y fosforilacién de
Hsp27 que se produce durante el sindrome de abstinencia a morfina, lo que sugiere
que los farmacos antagonistas que tengan como diana el receptor de CRF1 podrian
mejorar el estrés y los efectos nocivos cardiacos inducidos durante el sindrome de

abstinencia a morfina.
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