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Resumo

Apesar dos opidides serem ampla-
mente utilizados, de forma eficaz, no tra-
tamento da dor, também causam intensa
dependéncia.

Este trabalho foca as alteragoes adap-
tativas que ocorrem nas fungoes celular e
sindptica, induzidas pelo tratamento cro-
nico com opidides. Os passos iniciais da ac-
¢do opidide sdo mediados pela activagio
de receptores acoplados a proteinas G. Os
receptores opidides, tal como outros recep-
fores acoplados a proteinas G, activam e
requlam miiltiplas vias de sequndos men-
sageiros associadas ao acoplamento de
efectores, ao trdfego de receptores e a sina-
lizagdo nuclear. Estes mecanismos sdo cri-
ticos para a compreensdo dos eventos ini-
ciais que conduzem a tolerdncia e a de-
pendéncia aos opidides.

A compreensdo clara dos mecanismos
moleculares da tolerancia e dependéncia
opidides ajudard a melhorar o tratamen-
fo de pacientes com dor aguda ou cronica,
ou a recuperagdo de toxicodependentes.
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1. INTRODUCAO

A exposicao prolongada a opidides re-
sulta frequentemente da sua aplicagao cli-
nica ou do seu abuso. Apesar dos opidides
serem eficazmente utilizados no trata-
mento da dor, sdo igualmente causadores
de intensa dependéncia.

Nas ultimas trés décadas, foram desen-
volvidas investigacoes dinamicas utilizan-
do ligandos, linhagens celulares e mode-
los animais diferentes, concluindo-se que
realmente existe uma correlagao entre os
eventos bioquimicos e as alteracoes de
comportamento que resultam da toleran-
cia e dependéncia aos opidides.

As repetidas administracoes de subs-
tancias opi6ides geram mecanismos adap-
tativos como resultado de alteragoes a cur-
to e médio prazo que ocorrem nos neuro-
nios sensiveis aos opidides e em redes
neuronais. Um desses mecanismos € o
desenvolvimento de tolerancia as subs-
tancias opidides, culminando na necessi-
dade de ingestao de doses mais elevadas
para a obtengao do mesmo efeito.
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As alteracoes a longo prazo, induzidas
por tratamento opidide cronico, sao ex-
pressas na auséncia da ingestao da subs-
tancia opidide em questao, indicando
adaptacoes de longa duracdao no funcio-
namento de sistemas neuronais especifi-
cos. E intrigante que os mecanismos que
parecem ser responsaveis por estes pro-
cessos adaptativos, sejam remanescentes
dos mecanismos envolvidos na plasticida-
de “normal”, como a long-term potentiation
(LTP) e a long- term depression (LTD), que
se pensa estarem na base da memoria ce-
lular.

Os passos iniciais da accao opidide sdo
mediados pela activacao de receptores li-
gados a Proteinas G. Tal como todos os re-
ceptores ligados a proteinas G, os recepto-
res opidides activam e regulam multiplas
vias de segundos mensageiros, em associa-
¢ao com o acoplamento de efectores, o tra-
fego de receptores e a sinalizacdo nuclear.
Estes passos iniciais sao criticos para a com-
preensao dos eventos precoces que levam
a tolerancia e dependéncia opidides.

A activagao de receptores opidides em
células virgens leva a inibicao neuronal,
causada por mdltiplos efectores, incluin-
do a inibicdo da adenil-ciclase (AC) e dos
canais de Ca** dependentes de voltagem,
assim como a estimulacao de canais recti-
ficadores do influxo de K*.

Em modelos celulares, a exposicao
cronica a agonistas opidides resulta em
intimeras altera¢oes adaptativas como: re-
gulagao negativa (down-regulation) dos re-
ceptores opidides, internalizacdo e desa-
coplamento das proteinas G inibitdrias.
Estes processos parecem estar relaciona-
dos com a dessensibilizacao dos recepto-
res opidides. Outra resposta adaptativa a
exposicao sustentada a opidides € a super-
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sensibilizacao do sistema de transducao de
sinal dependente do AMPc. Estas altera-
¢Oes adaptativas contribuem para as ma-
nifestacoes clinicas da tolerancia e depen-
déncia opioides.

As adaptagoes celular e molecular que
se seguem a longas exposi¢oes a opidides
resultam da fosforilacdo de proteinas de re-
ceptores opidides, suas proteinas G acopla-
das e intimeras proteinas efectoras com
elas relacionadas. As enzimas que produ-
zem estes efeitos incluem cinases depen-
dentes de segundos mensageiros (Proteina
cinase C- PKC; Proteina cinase dependen-
te do AMPc- PKA; Proteina cinase depen-
dente do calcio/calmodulina - CaMKII;
Cinases receptoras acopladas a Proteinas
G- GRKs e Proteina cinase activada pelos
mitogénios- MAPKSs), que desempenham
importantes papéis na regulacao da
transducdo do sinal opidide (Quadro 1).

QUADRO 1 - ADAPTACf)'ES CELULARES INDUZIDAS
PELO TRATAMENTO CRONICO COM OPIOIDES

A) Dessensibilizacdo dos receptores opidides

B) Up-regulation da via do AMPc

C) AMPc response element-binding protein (CREB)

D) Supersensibilizacao da Adenil-ciclase

E) Acoplamento de Proteinas G Excitatorias aos recep-
tores opidides

F) Efeitos dos Sistemas Dependentes de Proteinas
Cinases

Este trabalho foca, entdo, as alteracoes
adaptativas, ao nivel das fungoes celula-
res e sinapticas, induzidas pelo tratamen-
to crénico com substancias opidides.
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1. PASSOS INICIAIS DA ACCAO
OPIOIDE

A. Opidides, receptores opidides e

ligandos

Os opidides endogenos, as familias das
encefalinas, dinorfinas e endorfinas, sao
peptideos, existindo uma razoavel corres-
pondéncia entre estas trés familias princi-
pais de peptideos opidides e os trés recep-
tores em que estas actuam®. No entan-
to, nenhum peptideo endogeno é especi-
tico para nenhum dos receptores®.

As trés principais familias de opidides
derivam de diferentes precursores, encon-
trando-se distantes os propeptideos para
as endorfinas, encefalinas e dinorfinas®
(Quadro 2).

Depois da descoberta de peptideos opi-
6ides enddgenos, multiplos receptores opi-
oides foram confirmados funcionalmente,
usando preparacoes farmacoldgicas isola-
das. Destes estudos, trés principais tipos de
receptores foram identificados: n (mu); &
(delta) e k (kappa). Existe cerca de 60% de

QUADRO 2
L]

Opiodides Endégenos:
— encefalinas
- endorfinas
— dinorfinas
Principais tipos de receptores opioides:
- (mu)
-0 (delta)
- K (kappa)

| localizacdo difusa dos receptores

- receptores u e K — distribuidos ao longo das
membranas plasmaéticas;

- receptores 5 — dentro das células associados a
vesiculas.
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homologia na sequéncia entre os recepto-
res U, 0 e k. Cada tipo foi ainda subdividido
em indmeros subtipos com base em estu-
dos farmacoldgicos e fisioldgicos.

Ocorreu um periodo de tempo conside-
ravel entre a definicdo da familia dos recep-
tores opidides e a descoberta de mais um
receptor (opioid receptor-like I — ORL(1)-%%, 0
que aponta para mecanismos inerentes de
regulacao pos-translacional, dimerizacao de
receptores e mesmo interac¢des com protei-
nas acessorias.

A distribuicdo anatomica e celular dos
receptores opidides é importante para a
identificacdao de sistemas neuronais e re-
des locais envolvidas na accao inicial de
drogas, e subsequente desenvolvimento
de adaptacoes resultantes do uso conti-
nuado das mesmas. A distribuicao disper-
sa dos receptores indica que os opidides
tém potencial para afectar iniimeros sis-
temas, tanto nervosos como hormonais
(neuro-eixo, tecido paracrino e exdcrino).

Os receptores w e k parecem estar am-
plamente distribuidos ao longo das mem-
branas plasmaticas (soma, dendritos e ter-
minais nervosos). Os receptores d encon-
tram-se frequentemente dentro das células,
associados a vesiculas®®. Os receptores es-
tao geralmente em areas pré-sinapticas®.

A actividade dependente da redistri-
buicao, tanto de receptores como de re-
ceptores k das vesiculas para as membra-
nas plasmaticas, mostra que a localizacao
dos receptores nao ¢é estatica, variando
consideravelmente com a actividade®”.

B. Segundos Mensageiros/Efectores

e respectivas accoes
Os receptores opidides pertencem a
superfamilia de receptores com sete domi-
nios transmembranares, que produzem os
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seus efeitos celulares via acoplamento a
proteinas G. No caso especifico dos recep-
tores opidides, cada receptor é acoplado a
Proteinas Gi/ Go sensiveis a toxina pertussis
(PTX)?9, apesar de existirem mais de vin-
te tipos de proteinas G.

As accoes descritas vulgarmente como
sendo efectuadas pelos opidides, através
da ligacao efector-receptor (ligados a pro-
teinas G) sdo: a inibigao da adenil-ciclase,
a activacao da conductancia do potassio —
correntes rectificadoras do influxo de K* -
(K,), a inibi¢ao da conductancia do Ca**
(I.,,,) € também, a inibicao da libertagao
de neurotransmissor. Observa¢oes mais
recentes estendem as accoes dos opidides
a activacao da proteina cinase C (PKC), a
libertagao do Ca** de reservas intracelula-
res, a activagao da cascata ligada a MAPK
(Mitogen activated protein kinase) e a reali-
zacgao do trafego de receptores.

1. Inibicdo da Adenil-ciclase

Durante muito tempo nada se soube
acerca da inibicdo da adenil-ciclase pelos
opidides. Dois efeitos foram identificados:
um deles é mediado pela modulacdo de
uma corrente dependente de voltagem (1,),
também designada de pacemaker current.
Esta corrente catiénica nao selectiva é ac-
tivada a potenciais hiperpolarizados, para
causar uma corrente de entrada que faz
disparar o potencial de membrana até ao
seu limiar. A dependéncia de voltagem
desta corrente é regulada pelo AMPc, sen-
do activada a potenciais menos negativos
quando os niveis de AMPc se encontram
elevados. Os opi6ides modulam a depen-
déncia de voltagem para potenciais mais
negativos, através da reducao do AMPc
intracelular. Assim, obtém-se uma dimi-
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nuicao da amplitude da corrente de en-
trada que conduz a actividade esponta-
nea, diminuindo a excitabilidade (causa-
da por agentes de mediagao da hiperalge-
sia).

O segundo efeito causado pela inibi-
¢do da adenil-ciclase € a inibicdo da liberta-
¢do de transmissor, que se encontra depen-
dente da activagao da adenil-ciclase!”.

A inibicdo da adenil-ciclase esta impli-
cada na regulacao, através de opidides, de
mecanismos celulares, que incluem niveis
de controlo da expressao génica, assim
como a modulacgao da actividade de fosfa-
tases e de cinases celulares.

II. Efeito da Condutdncia do Potdssio

Os opidides activam trés tipos de con-
dutadncia de potassio. A mais frequente-
mente observada é a G-protein-activated
inwardly rectifying conductance (GIRK). To-
dos os receptores opidides activam esta
condutancia. A via do segundo mensagei-
ro esta circunscrita a membrana, sendo
mediada pela proteina G sensivel a toxina
pertussis, presumindo-se que a condutan-
cia de K* seja activada pelas subunidades
B/y.

O final da corrente GIRK depende do
agonista aplicado. A taxa de recuperagao
¢ lenta, quando existe grande afinidade
por parte dos agonistas; sugere-se que a
nao ligacdo ao receptor € o passo limitante
para a desactivacao.

Numerosos testes experimentais fo-
ram realizados, tendo sido concluido que
os canais GIRK sao importantes efectores
na analgesia induzida, tanto pelos opidi-
des como pelo etanol, sendo o tnico me-
canismo que foi demonstrado in vivo*©).
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IIL Inibicdo da Condutdncia do Cdlcio

Existem intiimeros exemplos de inibi-
cdo de correntes de calcio pela activacao
de todos os subtipos de receptores opidi-
des.

A inibigao do elevado limiar das cor-
rentes de calcio pelos opidides, em co-
mum com outros receptores ligados a pro-
teina G sensiveis a toxina pertussis: 1) é
delimitada as membranas; 2) é mediada
pelas subunidades 3/y das proteinas G; 3)
diminuida a activacdo da corrente, a ini-
bicdo é imediatamente maior logo apds
ocorrer o potencial de ac¢ao; 4) ocorre re-
ducao da inibicdo ap6s despolarizacao de
potenciais positivos®”.

— O aumento da condutancia do K* e

a diminuicao da condutancia do
Ca**, servem ambos para reduzir a
excitabilidade da membrana.

IV. Inibicdo da Libertacdo do Trans-

missor

Resulta da activagdao de todos os
subtipos de receptores. Trabalhos recen-
tes sugerem que: a) sob determinadas
condigoes, a inibicdo da adenil-ciclase
pode também conduzir a uma diminui-
¢ao da libertacdo do transmissor; b) a ini-
bicdo directa da maquinaria de libertagao
do transmissor independente das condu-
tancdias do K* e do Ca**, também foi des-
crita.

Dependendo do local, os opidides ini-
bem a libertagao de transmissores excita-
torios ou inibitdrios. A inibi¢ao opidide da
libertacao de GABA, em circuitos locais,
foi amplamente demonstrada, sendo con-
siderada como um efeito excitatorio indirecto
ou desinibitdrio dos opidides. Também im-
portante é o facto da libertagao de trans-
missor ser o resultado de séries comple-
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xas de eventos, com numerosas interac-
¢Oes proteina-proteina, existindo diversos
locais de potencial regulacao.

Os receptores opidides sdo apenas um
dos vastos receptores ligados a proteinas
G que modificam a libertacao de transmis-
SOT.

V. Activacdo da Proteina Cinase C
(PKC)

Um aumento das correntes de N-
-metil-D-aspartato (NMDA), mediadas
pelo glutamato, de accao prolongada e se-
lectivas, foi observado pela activacao de
receptores u-opioides, em seccoes cere-
brais do ntcleo do trigémio®. Este au-
mento foi mimetizado por ésteres de
forbol e bloqueado pelo peptideo inibidor
da PKC. Concluiu-se, entdao, que os opidi-
des activam a PKC, que seguidamente faz
aumentar a condutancia despoletada por
receptores agonistas NMDA.

A activagao da PKC pelos opidides pa-
rece ser o resultado da activagao da Fosfo-
lipase C (PLC) e/ou da Fosfolipase A2
(PLA2). Supoe-se que esta activagao re-
sulte de uma interacgao com as subuni-
dades 3/y das proteinas G sensiveis a toxi-
na pertussis’?. Uma via semelhante pa-
rece mediar a libertacao de Ca** de arma-
zenamentos sensiveis ao IP3 (inositol
1,4,5- trifosfato).

VI. Libertacdo do Ca** de Armazena-
mentos Internos

Diversos estudos experimentais con-
cluiram que, para além do Ca** extracelu-
lar (que entra na célula através da mem-
brana — fonte primdria), outra fonte de cal-
cio citosoélico resulta da libertacdo de
armazenamentos intracelulares.

A activacdo opitide da Fosfolipase C
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resulta de uma interaccao com as subuni-
dades B/y das proteinas G sensiveis a toxi-
na pertussis, e subsequente producao de
IP3 e de DAG (diacilglicerol) que, respec-
tivamente, liberta o Ca** armazenado e
activa a PKC.

No entanto, o mecanismo sinalizador
para esta acgdo ainda nao foi descrito.

VII. Trafego de Receptores

Tal como no caso da maior parte dos
receptores ligados a proteinas G, os recep-
tores opidides nao sao estaticos e circu-
lam de e para a membrana plasmatica.

Receptores opidides foram encontra-
dos em vesiculas localizadas em terminais
nervosos de neurénios contendo vaso-
pressina, sendo translocados para a mem-
brana plasmatica apds estimulo fisiologi-
co®. Uma hora apés o estimulo, os re-
ceptores desapareceram da membrana

Metadona
Dol GO
Etaorfina
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plasmatica e reapareceram no comparti-
mento vesicular. Assim, o “pool” de re-
ceptores encontrados nas membranas
vesiculares resulta da sintese de novo e da
reciclagem.

O trafego de receptores, iniciado apos
ligacdo a agonistas e internalizacdo atra-
vés da via endossomica, tem a ver com a
dessensibilizacdo e com o inicio da sinali-
zacao nuclear. Os eventos implicados na
internalizagao baseiam-se primariamente
no modelo dos B- receptores: 1) apds ocu-
pacdo do agonista, 2) uma cinase de re-
ceptores (BARK2) fosforila o receptor, 3)
desacoplando a Proteina G e 4) aumen-
tando a afinidade do receptor para a Ar-
restina. Assim, despoleta-se uma série de
eventos, incluindo a ligacdo da dinemina
ao complexo, transportando-o para
clathrin-coated pits e, mais tarde, para o
compartimento endossémico®® (Fig. 1).

= Interralizacgao

Morfina =#* |nterrallzagac NQ

I aginag 4o

(e P revastida
[ANANEN TT T com Clatrina
U =
—_— G5 —— ;
B phe Agrestin
ligacio do ;
A ponista
(mre ] HOE
Fraoleinas _J\ PR
Adapladaras
Clnase GPCR R — [Er]

i Clat ﬂ
rina t?

&

Compartimeanto
Endossdmico

Figura 1 — Sequéncia de eventos que conduzem & Internalizacdo de Receptores.

Alguns agonistas opidides sdo capazes de activar a via. O receptor opidide activado é fosforilado por uma cinase receptora
associada & Proteina G. A afinidade de interacgdo entre este complexo e a arrestina € aumentada. O complexo ligado a arrestina
recruta, entdo, proteinas adaptadoras c-Src (complexo AP-2), que ligam a arrestina a clatrina, promovendo a endocitose®”.
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A cauda terminal-COOH dos recepto-
res opidides, tal como nos outros recepto-
res associados a proteinas G, regula a ex-
tensdo e a eficiéncia da internalizacdao. A
morfina, por exemplo, é um agonista que
ndo provoca internalizagao. A metadona,
tal como a morfina, é um agonista parcial;
no entanto, resulta numa eficiente inter-
nalizacdo. A morfina actua de forma dife-
rente nos receptores w e k, ja que nestes
altimos provoca internalizacdo. O que sig-
nifica, portanto, que a cauda terminal-
-COOH do receptor u impede a internali-
zagao'.

A incapacidade da morfina para cau-
sar internalizagdo, na maior parte das cir-
cunstancias, é um facto importante na
eventual compreensao dos efeitos celula-
res e sindpticos do tratamento crénico
com morfina. Partindo do principio de
que a internalizacdo de receptores pode
ser o mecanismo que enceta o turnover de
receptores e a ressensibilizacao, a incapa-
cidade da morfina na mediacao desta res-
posta basica pode culminar na activacao
crénica do receptor.

VIII. Sinalizacdo Celular

Recentemente, o acoplamento de re-
ceptores opidides a via da MAPK (mitogen
activated protein kinase) foi exaustivamente
caracterizado. Existem trés vias gerais que
se seguem a activagao de proteinas Gi/Go
que eventualmente convergem para a via
da MAPK e que medeiam a sinalizacao ce-
lular: 1) as subunidades 3/y das proteinas
G sao libertadas do receptor activado, e ac-
tivam a cinase do fosfatidil-inositol-3
(PI3K), a qual, através de uma série de pas-
sos fosforilativos activa a MAPK; 2) a
fosforilacao e a internalizagao de recepto-
res em clathrin-coated pits activa a via de si-
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nalizagdo da MAPK; 3) a MAPK também
pode ser activada através da PKA no
SNC®. Isto pode nao ser importante du-
rante a administracao aguda de opidides,
mas poderé ser facilitado com a up-
-regulation do AMPc, no tratamento croni-
co. Uma vez activada, a MAPK pode
fosforilar alvos no citoplasma ou ser
translocada para o nucleo, afectando a re-
gulagao de numerosos factores de transcri-
cdo (CREB, RNA polimerase II, Elk-1...)
(Fig. 2).

1ll. ADAPTACOES CELULARES IN-
DUZIDAS PELO TRATAMENTO
CRONICO COM OPIOIDES

A. Dessensibilizacao dos receptores

opiodides

A dessensibilizacdo é definida como a
perda progressiva de funcao dos recepto-
res sob exposicao continuada a um ago-
nista.

Os efeitos de um agonista que
dessensibiliza o seu receptor é designada
dessensibiliza¢do homdloga (inibicao da AC
(adenil-ciclase) pelos receptores d-opidi-
des*), enquanto que a dessensibilizacao
de receptores co-expressos ¢ denominada
dessensibilizacdo heterdloga (acoplamento
de receptores u-opidides a correntes de
Ca** ou a correntes de K*920)),

A dessensibilizacao dos receptores opi-
Oides segue-se a fosforilagio mediada por
diferentes proteina cinases (como a PKA,
a CaMKII, a PKC...). Inimeros estudos
demonstram o paralelismo existente en-
tre a fosforilacao de receptores opidides e
a dessensibilizagao induzida por agonistas.

As relacoes entre a dessensibilizacao
dos receptores e a tolerancia opidide sao
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Figura 2 —

Intimeras vias podem conduzir a activacdo pelos opidides da cascata de transducdo ERK (extracellular

signal-related kinase)/ MAPK (mitogen activated protein kinase), em situacdes de tratamento agudo ou crénico.
Existem trés vias de transducdo implicadas na activacdo da cascata ERK/MAPK, durante a aplicacdo aguda de
opioides. A libertacdo de subunidades R/y pode 1) estimular a Fosfolipase C e provocar a libertacdo de Ca** de
armazenamentos internos e a producdo de Diacilglicerol que, por sua vez, activa a PKC; 2) recrutar proteinas
membranares como a Ras-GRF; e 3) activar a cinase do fosfatidilinositol-3 (Pi3-kinase). Apds o final do trata-
mento prolongado com opidides, a superactivacdo da AC pode gerar a activacao da cascata ERK/MAPK, através
da elevacdo intracelular de AMPc e da activacdo da PKA. PIP2, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; IP3, inositol 1,4,5-

-trifosfato; PKC, proteina cinase C¢7.

controversas. A morfina claramente induz
tolerancia, falhando na dessensibilizacao
de receptores u (como ja foi referido), cau-
sando supersensibilizacdo da AC, apds tra-
tamento crénico. A metadona pode inibir
os efeitos cronicos da morfina, através da

dessensibilizagao dos receptores w-opidi-
des.

Os mecanismos de dessensibilizagcao
dos receptores opidides incluem: down-
-regulation, internalizacdo e desacopla-
mento de receptores opidides das protei-
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nas G adjacentes. Estes mecanismos de-
verdo ser dependentes do trafego intrace-
lular dos receptores opidides, regulado
por proteina cinases.

1. Down-regulation dos Receptores
Opidides

A alteracdo no ndmero e na afinidade
dos receptores oferece-nos um mecanis-
mo atractivo para explicar a perda de ca-
pacidade de resposta, tdo caracteristica da
tolerancia. A down-regulation dos recepto-
res opioides é caracterizada por uma per-
da generalizada de receptores, tanto dos
da superficie celular como dos intracelu-
lares.

A base molecular da down-regulation
dos receptores opidides ainda nao esta de-
finida; no entanto, a fosforilacao pelas
GRKs ou cinases responsaveis pelo AMPc
deverao apresentar um papel significati-
Vo na down-regulation dos receptores.

Muitas correntes sugerem que a dowrn-
-regulation € agonista-selectiva e depen-
dente da eficacia intrinseca dos agonistas.
No entanto, a down-regulation nao parece
ser um factor essencial no desenvolvi-
mento da tolerancia®.

2. Internalizacdo de Receptores Opi6i-

des

Ao contrario do processo de down-
-regulation, a internalizagao de receptores
nao esta associada ao transporte de com-
plexos ligando-receptor para lisossomas,
ja que ocorre na auséncia de decréscimo
na densidade de receptores®.

A rapida internalizacdo de receptores
devera desempenhar um papel importan-
te na recuperagao funcional pela promo-
¢ao da dissociacao receptor/ligando. Con-
comitantemente, a endocitose de recep-
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tores dessensibilizados é requerida para a
desfosforilacao, e subsequente ressensibi-
lizagdo para recuperar a sensibilidade ao
ligando.

Tal como os ligandos peptidicos endo-
genos, a etorfina e a diidroetorfina estimu-
lam a internalizacao dos receptores u, en-
quanto que a morfina activa os receptores
sem causar a sua internalizacao. Por isso,
quando a diidroetorfina é utilizada como
analgésico, provoca menos tolerancia e de-
pendéncia do que a morfina®?.

Assim, tal como ja foi referido, no tra-
tamento crénico com morfina, a activa-
cdo de receptores opidides sem internali-
zacdo provoca distirbios importantes na
homeostasia neuronal, contribuindo para
a fisiopatologia da tolerancia e dependén-
cia.

3. Uncoupling dos Receptores Opi-
dides das Proteinas G

A down-regulation e a internalizacao
dos receptores nao podem explicar total-
mente o fendémeno da tolerancia opidide.
Como alternativa averiguou-se o papel da
alteracdo do acoplamento das proteinas G
aos receptores.

Existem locais de fosforilagao potenci-
al nos residuos de serina e treonina, na
terceira ansa intracelular e no terminal
carboxilo dos receptores opidides.

O mecanismo pelo qual existe desaco-
plamento (uncoupling) de receptores, atra-
vés da GRK, inicia-se a partir de uma alte-
ragao conformacional no receptor, ap6s li-
gagao ao agonista. Isto conduz a activagao
da proteina G, sendo que as subunidades
B/y livres da proteina G facilitam a
translocagao da GRK para a membrana
plasmatica. Verifica-se entao a fosforilagao
dos residuos serina/treonina, na terceira
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ansa intracelular e no terminal carboxilo
(ver acima).

Novamente, a proteina celular arresti-
na, que possui elevada afinidade para o
receptor fosforilado, move-se a partir do
citoplasma, ligando-se aquele, dando lu-
gar ao Complexo receptor fosforilado-arresti-
na. Este mecanismo provoca o desacopla-
mento da proteina G, tornando o recep-
tor incapaz de transduzir sinal. A fosfori-
lagao do receptor isolado nao reduz signi-
ficativamente a sua capacidade de activar
proteinas G.

Os mecanismos que se encontram ine-
rentes a aplicacdo aguda vs crénica, que
induzem o desacoplamento das proteinas
G, podem ser diferentes. Enquanto que a
fosforilacao mediada pela PKA causa de-
sacoplamento dos receptores opidides das
proteinas G apOs tratamento cronico, a
fosforilacao mediada pela PKC ocorre no
seguimento da terapia opidide aguda®'.

Apesar de amplamente relacionadas,
as manifestacoes clinicas da tolerancia e
dependéncia aos opidides nao podem ser
explicadas simplesmente por alteragoes
no numero, estrutura e fungao dos recep-
tores. Grandes alteragdes nos mecanismos
de transducao de sinal também ocorrem,
como a up-regulation da via do AMPc, que
se encontra classicamente associada a fe-
némenos clinicos e experimentais de to-
lerancia e dependéncia aos opidides.

B. Up-regulation da Via do AMPc

Administrados de forma aguda, os opi-
oides inibem a actividade da adenil-
-ciclase. No entanto, apds tratamento cro-
nico com morfina em linhagens de célu-

INES NUNES, CARLA SANTOS E M. SOARES FORTUNATO

las ndo neuronais, existia uma up-
-requlation da cascata da adenil-ciclase,
apesar da presenca continuada de agonis-
ta. Apos a remocao da morfina, a activi-
dade da adenil-ciclase aumentou acima
do normal. Este parece ser um importan-
te componente do Sindrome de Privacao.

A up-regulation do AMPc envolve con-
centragdo aumentada de adenil-ciclase e,
potencialmente, de outros componentes
da via de transducao do sinal. Paralela-
mente, a up-regulation da via do AMPc
opoOe-se a inibicdo opidide aguda desta
via, resultando numa das formas que ex-
plicam a tolerancia fisiologica.

A cascata do AMPc é conhecida por
apresentar potentes efeitos na libertagao
de neurotransmissor, tanto nas sinapses
inibitérias como nas excitatorias, no
SNC®). A up-regulation da via do AMPc
pode ser um dos mecanismos que expli-
cam os comportamentos motivacionais
dos opidides®.

C. AMPc response element-binding
protein (CREB)

A administragao crénica de opidides, de
forma selectiva, provoca up-regulation de
duas formas de adenil-ciclase (tiposIe VIII)
nos neurénios do LC (Locus Coeruleus)”.

A up-regulation da adenil-ciclase tipo
VIII parece ser mediada pelo CREB (AMPc
response element binding protein), um dos
mais importantes factores de transcricao do
AMPc, no cérebro. Para além do CREB,
deverdo existir inimeros factores que re-
gulam a up-regulation da adenil-ciclase®.
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D. Supersensibilizacao da Adenil-ci-
clase

Recentemente foram propostos meca-
nismos de accido dos opidides que inclu-
em a supersensibilizagio da AC, bem como
os efeitos estimuladores directos dos re-
ceptores opidides.

Estudos efectuados concluiram que o
tratamento crénico com morfina leva a
uma acumula¢ao marcada de AMPc, en-
quanto que a capacidade da morfina para
inibir a produgdo de AMPc é a mesma an-
tes e apds o tratamento.

A up-regulation da via do AMPc resulta
de uma supersensibilizacao, mais do que
da inibicao da AC pela dessensibilizacao
dos receptores opidides®.

A exposicao cronica da célula COS-7 a
opidides, juntamente com receptores u e
AC, induz a supersensibilizagdao das
isoformas AC I, I, V e VIII (ocorrem pre-
dominantemente no cérebro)®. A super-
sensibilizacdo da AC II é particularmente
significativa apds exposicao cronica a opi-
6ides. A supersensibilizagdao da AC apoés
exposicao opidide cronica necessita de
elevadas concentragoes de agonista para
atingir os niveis de AMPc pré-tratamen-
to, 0 que devera ser o mecanismo prima-
rio inerente a tolerancia opi6ide*.

A estimulacdo de proteinas G, via acti-
vagdo de receptores opidides, liberta
subunidades 3/y das proteinas G que, por
sua vez, estimulam a actividade da AC;
este efeito estimulante é acentuado pela
fosforilacao de isoformas da AC, condu-
zindo a supersensibilizacdo da mesma.
Assim se conclui que os dimeros B/y das
proteinas G apresentem um papel fulcral
na supersensibilizacao da AC.

A activagdo persistente dos receptores
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opidides conduz a um aumento da fosfo-
rilacao da AC II mediada pela PKC, que
aumenta significativamente a resposta
dosisomeros AC II as subunidades /y das
proteinas Gs. Este efeito contribui para
uma mudanca no predominio de recep-
tores opidides inibitérios em relagao aos
excitatorios, regulando, assim, a AC du-
rante uma exposicao opioide prolongada.

E. Acoplamento de Proteinas G Exci-
tatorias aos Receptores Opidides

Tal como foi sugerido anteriormente,
um aumento na acumulacdo de AMPc
pode ser devido a capacidade dos recepto-
res opidides para estimular a AC directa-
mente, via proteina Gs.

O tratamento crénico com opidides al-
tera o equilibrio entre os receptores opidi-
des ligados a proteinas G inibitérias (Gi) e
excitatdrias (Gs), com efeitos excitatorios
mais pronunciados decorrido algum tem-
po de exposicao aos opidides.

Os receptores opidides sdo sujeitos a
uma alteracao conformacional, que mo-
difica o seu acoplamento a proteinas Gi
para Gs, convertendo-os de um estado ini-
bitdrio para um estado excitatorio®.

Uma up-regulation dos efeitos excitato-
rios dos opidides durante o tratamento
crénico com agonistas devera desempe-
nhar um papel preponderante na modu-
lacdo da analgesia, tolerancia e dependén-
cia opidides. O bloqueio dos efeitos exci-
tatorios dos opidides pode diminuir o
desenvolvimento de tolerancia. A etorfina
e a diidroetorfina actuam como antagonis-
tas da via de transducao do sinal mediada
por proteinas Gs —aumentam o potencial
inibitério da morfina e de outros agonis-
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tas, atenuando o desenvolvimento de to-
lerancia opioide.

F. Efeitos dos Sistemas Dependentes
de Proteinas Cinases

Como ja foi descrito, o estado de fosfo-
rilacao/desfosforilacao dos receptores opi-
Oides e de outras proteinas de transducao
do sinal é um determinante crucial dos
mecanismos subjacentes a dessensibiliza-
¢ao dos receptores opidides e a up-
regulation da via do AMPc.

1. Proteina Cinases dependentes do
Segundo Mensageiro:

1.1. Proteina Cinase C (PKC):

A fosforilacdo dos receptores opidides,
proteina Gi e AC, pela PKC esta envolvi-
da na dessensibilizacdo, internalizagao e
down-requlation dos receptores opiodides,
assim como na supersensibilizacao da ac-
tividade da AC.

A exposicao crénica a morfina causa
fosforilacdo da AC, mediada pela PKC, e
alteracao de um estado predominante-
mente inibitério para um estado excitato-
rio do receptor opidide, que se encontra
ligado a via da AC. Esta exposicao esti-
mula a actividade da PKC citosélica e da
membranar.

1.2. Proteina cinase dependente do cdlcio/

fcalmodulina Il (CaMKII):

Um papel significativo para a CaMKII
foi recentemente demonstrado na des-
sensibilizacdo e sensibilizacao dos recep-
tores opioides.

A dessensibilizacao induzida por ago-
nista resulta da fosforilacdo dos recepto-
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res u, mediada pela CaMKII (na terceira
ansa intracelular). A CaMKII fosforila o
AMPc response element-binding protein
(CREB) e medeia a activacao da MAPK,
cujos papéis se encontram ja amplamen-
te descritos®?.

Os mecanismos através dos quais a
CaMKII contribui para a tolerancia opidi-
de sdo ainda especulativos.

1.2. Proteina cinase dependente do AMPc
(PKA)

A fosforilacdo de receptores, canais
ionicos e proteinas intracelulares mensa-
geiras, através da PKA, esta implicada na
neuroadaptacao, induzida pela exposicao
cronica a opidides.

Uma up-requlation do nivel de AMPc
durante o tratamento opidide crénico leva
aactivagao da PKA. Esta activagao da PKA
leva a fosforilagao de receptores u, que
por sua vez se desligam das proteinas
Gi". A PKA também fosforila canais de
calcio dependentes do ligando e recepto-
res NMDA™", que se encontram igual-
mente envolvidos no desenvolvimento de
tolerancia e dependéncia opidides.

Acredita-se que o sistema mesolimbico
dopaminérgico desempenhe algum papel
nos estados motivacionais e no reforco de
muitas das ac¢oes das drogas®!. A up-
-regulated AMPc modula estes efeitos atra-
vés da fosforilagao dos receptores dopami-
nérgicos D1 pela PKA, assim como, da fos-
forilagao de canais de s6dio dependentes
de voltagem, e da proteina CREB. A CREB
encontra-se envolvida na LTP e noutros
modelos celulares de aprendizagem e me-
moria que exploram a neuroplasticidade
inerente a ingestao de drogas.

Assim se conclui que, uma up-regulation
da actividade da PKA por drogas, em de-
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terminadas regioes cerebrais, pode contri-
buir para o desenvolvimento da depen-
déncia opidide e da toxicodependéncia.

2. Proteinas G acopladas a Cinases
Receptoras (GRKs)

O trafego intracelular dos receptores
opidides mediado pelas GRKs (G protein
coupled receptor kinases) desempenha um
papel fundamental na regulacao da fun-
¢ao dos receptores. As GRKs e a [3-arresti-
na sao os determinantes moleculares da
dessensibilizacao e ressensibilizacao dos
receptores. Existem fortes correlagoes en-
tre a fosforilagdo dos receptores u media-
dos pela GRK, a captura pela [3-arrestina
e a dessensibilizacao dos receptores, o que
sugere que 0os GRKs sao fulcrais na regu-
lagao dos receptores u®.

A tolerancia opidide, causada pela ex-
posicao crénica a morfina, aumenta a ex-
pressao da GRK2 no LC. A superexpres-
sao da GRK2 conduz a uma limitacao da
fungao dos receptores, a qual é uma mera
caracteristica da dessensibilizacdo dos re-
ceptores, na tolerancia opidide.

A capacidade dos diferentes agonistas
opidides, na regulacao diferencial da in-
ternalizacao e dessensibilizacao dos recep-
tores u, prende-se com a sua capacidade
de promocgao da fosforilagao do receptor,
efectuada pela GRK2. Isto ajudara a ex-
plicar as diferentes propriedades analgési-
cas dos opidides e os distintos mecanis-
mos de tolerancia opidide.

3. Proteina cinase activada pelos
mitogéneos (MAPK)

Os efeitos a longo prazo dos opidides

deverao ser mediados pela via MAPK, de-

vido ao acoplamento funcional dos recep-
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tores opidides as MAPKs®*". Estas sdo
também conhecidas como ERKs (cinases
reguladas por sinais extracelulares): cons-
tituem uma familia de proteinas cinases
serina/treonina que desempenham im-
portantes papéis na transduc¢io de sinal
das tirosina cinases dos receptores mito-
génicos, proteinas Ras e Raf. As MAPKs
regulam as proteinas do citosqueleto, fos-
folipase A2 e factores de transcricio como
0 Fos B, C-Jun, C-Myc, ATF2 e ERK1.

As MAPKs parecem igualmente rela-
cionar-se com a dessenbilizacdo e inter-
nalizacao dos receptores u e 0. A activa-
¢ao da MAPK, por sua vez, ¢ dependente
da activacao das proteinas Gi e GO (medi-
ada por opidides), via libertacao de
subunidades G B/y, que estimulam direc-
tamente a sua actividade.

O aumento na actividade da MAPK,
mediado por receptores opiodides, esta
igualmente relacionado com a regulacao
da PKC e da tirosina cinase. Recentemen-
te, descobriu-se que as GRKs também ac-
tivam ERKSs, via complexos de adesao fo-
cal, assim como através da sequestracao
de receptores opidides e sua dessensibili-
zacao (Fig. 3).

A importancia relativa destas interac-
¢oes ainda nao foi descoberta; no entan-
to, o papel das MAPKs no desenvolvi-
mento da tolerancia opidide é evidente.

IV. CONCLUSAO

A compreensao dos efeitos agudos e
cronicos da terapéutica opidide expandiu-
-se significativamente, nos ultimos 25
anos.

Ap6s a descoberta dos trés maiores ti-
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Fig. 3 — Representacdo diagramética dos mecanismos neuronais inerentes a analgesia e tolerdncia opidides. Os
mecanismos inerentes a cascata da analgesia aumentam o potencial de repouso da membrana celular, reduzem
a duracdo do potencial de accdo (APD- action potential duration) e diminuem a libertacdo de neurotransmissor,
enquanto que os mecanismos subjacentes a tolerancia opidide produzem efeitos opostos®>.

pos de receptores opidides, foram classi-
camente descritos quatro dos seus efeitos:
a inibicao da adenil-ciclase, a activacdo da
condutancia do K*, a inibicao da condu-
tancia do Ca** e a inibicao da libertagcao do
{ransmissor.

Actualmente, esta perfeitamente es-
clarecido que a tolerancia e a dependén-
cia opioides se encontram associadas a up-
-regulation da via do AMPc e a alteracao
do acoplamento dos receptores opidides a
proteinas G excitatdrias.

Conclui-se, portanto, que existem nu-

merosos alvos potenciais de adaptacao, na
cascata efector-receptor, apds exposicao
cronica a substancias opidides.

Observacoes clinicas dos efeitos da
morfina, etorfina e de outros opidides
concluiram que existe uma accao diferen-
te destas substancias no desenvolvimento
da tolerancia opidide.

Uma compreensao detalhada dos
eventos celulares e moleculares subjacen-
tes ao desenvolvimento da tolerancia opi-
6ide ird conduzir ao desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas, no sentido
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de evitar o desenvolvimento de depen-
déncia e tolerancia opidides.
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Abstract

Although opioids are highly effec-
tive for the management of pain, they
are also known to cause addiction.

This work focuses on the adaptive
changes in cellular and synaptic func-
tions induced by chronic opioid clinical
therapy or drug abuse. The initial steps
of opioid action are mediated through
the activation of G protein- linked
receptors. Opioid receptors, as is true for
all G protein- linked receptors, activate
and regulate a cascade of second mes-
senger pathways associated with effec-
tor coupling, receptor trafficking and
nuclear signaling. These mechanisms
are critical for the understanding of the
supersensitization of AC (Adenyl Cy-
clase), which contribute to the develop-
ment of opioid tolerance and addiction.

A clear understanding of molecular
mechanisms of opioid tolerance and de-
pendence will help to improve the man-
agement of patients suffering from acute
or chronic pain or drug dependence and
addiction.
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