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RESUMEN

El fentanilo es un potente opioide sintético ampliamente utilizado para tratar el dolor de
moderado a severo (Y. Han et al., 2019; Patocka et al., 2024). A pesar de su eficacia
analgésica, comparte con el resto de opioides un perfil de reacciones adversas, entre las
que destacan por su significancia clinica, la dependencia y el trastorno por consumo de
opioides (TCO) (Tabanelli et al., 2023). E1 TCO se define como la compulsion para buscar
y consumir opioides, la pérdida del control en la limitacién del consumo y la aparicion de
un estado emocional negativo cuando no hay acceso a estos farmacos (Koob, 2020). Este
trastorno, junto con el riesgo de sobredosis, ha sido un factor clave en la actual crisis de
salud publica por sobredosis de opioides, particularmente en Estados Unidos, donde el
fentanilo estuvo implicado en 3 de cada 4 muertes por sobredosis por drogas en 2022
(Centers for Disease Control and Prevention, 2022; Ciccarone, 2019, 2021). Aunque
existen tratamientos eficaces para el tratamiento de la sobredosis y el TCO, tienen
importantes limitaciones, como demuestran las elevadas tasas de recaida (Bell & Strang,
2020; Smyth et al., 2010). Ademas, la irrupcion del fentanilo en el mercado ilicito ha
complicado aun mas el manejo clinico del TCO (Volkow & Blanco, 2023).

El dolor neuropatico, el cual se estima que afecta a entre el 7 y el 10% de la poblacion
mundial (Van Hecke et al., 2014), es otro contexto en el que los opioides, aunque son un
tratamiento de tercera linea, se utilizan a pesar de su eficacia incierta (Dowell et al., 2023;
Finnerup et al., 2015; Mcnicol et al., 2013).

Los opioides interfieren con el sistema de recompensa, generando neuroadaptaciones en
el mismo que conducen al desarrollo de tolerancia y dependencia. Ademas, generan
neuroadaptaciones en sistemas responsables del estrés, lo que conduce a la aparicion de
un estado emocional negativo asociado a la abstinencia conocido como hiperkatifeia,
contribuyendo a procesos de refuerzo negativo que perpetian la busqueda de la droga
(Koob, 2020).

La modulacion de via de la kinurenina (KynP), la principal ruta catabélica del triptofano
(TRP) (A. A.-B. Badawy, 2017), se ha propuesto como diana terapéutica para el consumo
y busqueda de drogas de abuso como el etanol, la cocaina, la nicotina o los cannabinoides
(Morales-Puerto et al., 2021). Aunque varios de los metabolitos de la KynP han mostrado
ser neuroactivos, los metabolitos mas estudiados son el 4cido kinurénico (KYNA) y el
acido quinolinico (QUIN), con roles opuestos en términos de neuroproteccion y
neurotoxicidad respectivamente; KYNA actuando como antagonista del receptor NMDA,
mientras que QUIN es un agonista NMDA, con efecto excitotdoxico (Guillemin, 2012; T.
W. Stone et al., 2024). El KYNA, ademéas de actuar como antagonista del receptor
NMDA, e¢jerce, entre otros, un efecto modulador alostérico negativo del receptor
nicotinico de acetilcolina a7 (a7 nAChR), cuya accion se ha atribuido previamente a la
modulacion de la conducta adictiva inducida por el inhibidor de KMO, Ro 61-8048, en
diferentes modelos preclinicos de adiccion (Giménez-Gomez et al., 2018; Justinova et al.,
2013; Secci et al., 2017).

En esta Tesis Doctoral, se plantearon tres objetivos principales: (1) establecer un modelo
de autoadministracion intravenosa de fentanilo y definir la dosis efectiva de Ro 61-8048
para modular la conducta adictiva, (2) estudiar el efecto de Ro 61-8048 en las diferentes
fases de la conducta adictiva inducida por fentanilo, evaluando tanto el refuerzo como los
comportamientos asociados y considerando el impacto del dolor neuropatico y, (3),
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caracterizar las alteraciones moleculares inducidas por Ro 61-8048 y fentanilo en cerebro
y plasma de animales con y sin dolor neuropatico.

Los resultados mostraron que el modelo de autoadministracion operante intravenosa de
fentanilo establecid de manera robusta la conducta de busqueda de droga en todas las
fases (adquisicion, mantenimiento, extincion y reinstauracion). La administracion de Ro
61-8048 a una dosis de 100 mg/kg via intraperitoneal (i.p.) redujo significativamente el
consumo de fentanilo durante la fase de mantenimiento, mientras que la dosis de 50 mg/kg
no tuvo efecto.

Ro 61-8048 dificultd la adquisicion de la conducta de autoadministracion, redujo el
consumo en la fase de mantenimiento, facilit6 la extincidon y previno la reinstauracion de
la conducta de busqueda de fentanilo inducida por una dosis no contingente de la droga o
por el estimulo condicionado asociado a fentanilo. Estos efectos no parecieron estar
mediados por a7 nAChR o NMDAR, dado que la administracion de PNU-120596 (8
mg/kg, i.p) o D-Ser (800 mg/kg, i.p) no afectd a la reduccion del consumo de fentanilo
inducida por Ro 61-8048. Ademas, Ro 61-8048 no afect6 la motivacién para obtener
fentanilo en el mantenimiento de la autoadministracion bajo el paradigma de refuerzo de
razén progresiva, ni mitigd el estado aversivo relacionado con la abstinencia
condicionada en el protocolo de aversion de lugar condicionado inducido por naloxona
en animales dependientes de fentanilo. En la prueba de campo abierto, Ro 61-8048 redujo
la actividad locomotora y los animales mostraron una conducta exploratoria asociada a
ansiedad; sin embargo, no afectd el desempefio en la prueba de Rotarod, lo que indica que
su efecto sobre la conducta adictiva no se debe a alteraciones en la funciéon locomotora,
efectos sedantes o letargicos. Ro 61-8048 también redujo el consumo y la conducta de
busqueda de pellets de comida y sacarosa.

En animales sometidos al modelo de dolor neuropético de ligadura neural por omision
del nervio ciatico (spared nerve injury, SNI), la conducta adictiva inducida por la
autoadministracion fentanilo fue similar a la de los controles sin dolor, aunque su
consumo fue ligeramente inferior durante la fase de mantenimiento. El pretratamiento
con Ro 61-8048 redujo de manera similar el consumo (en la fase de mantenimiento) y la
conducta de busqueda (en la prueba de reinstauracion inducida por estimulo
condicionado) tanto en animales con dolor neuropatico como en aquellos sin dolor.
Ademas, Ro 61-8048 parecido potenciar el moderado efecto antinociceptivo de la
autoadministracion de fentanilo en los animales con dolor neuropético, aunque no afectd
por si mismo a la alodinia mecéanica generada por el modelo SNI.

A nivel molecular, los efectos de Ro 61-8048 se asociaron con un desvio de la KynP hacia
la produccion de KYNA, la acumulacion de KYN y una reduccion de QUIN en plasma 'y
nucleus accumbens (NAcc). Paraddjicamente, se observd también en ambos tejidos un
aumento en los niveles de 3-HK, ademas de la disminuciéon de la concentracion
plasmatica de TRP y acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA). En plasma de animales con
dolor neuropatico, el aumento de los niveles de KYNA y 3-HK producido por Ro 61-
8048 fue atin mayor, mientras que lo mismo ocurrid6 en NAcc con KYN y KYNA. Por
otro lado, la concentracion de 3-HAA se mostr6é disminuida en el NAcc por el modelo
SNI. Ademas, la historia de autoadministracion de fentanilo se asocid a concentraciones
plasmaticas disminuidas de 3-HK y QUIN con relaciéon a animales control que se
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autoadministraron salino. La fase de la conducta adictiva también se asoci6 a diferencias
en las concentraciones de metabolitos de la KynP, con mayores niveles de TRP, QUIN y
acido picolinico (PA) y menor de 3-HK en muestras de plasma de animales obtenidas tras
la prueba de reinstauracion inducida por estimulo condicionado, con relacion a muestras
de animales obtenidas tras la primera sesion de extincion. Estos resultados nos sugieren
el potencial de los metabolitos de la KynP como biomarcadores en el trastorno por
consumo de fentanilo o el dolor neuropatico.

El efecto preventivo de Ro 61-8048 sobre la conducta de bisqueda inducida por una dosis
no contingente de fentanilo no se asocio a la alteracion de la expresion proteica en NAcc
de GIuN2A, GluN2B, EAAT?2, Akt o Erk1/2 en sus formas nativas o fosforiladas.

En conjunto, los resultados de esta Tesis Doctoral nos permiten concluir que la inhibicion
de KMO mediante Ro 61-8048 es efectiva para reducir el consumo y la conducta de
busqueda de fentanilo en individuos sanos y con dolor neuropatico, subrayando su posible
valor como estrategia terapéutica para el tratamiento del TCO.
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Fentanyl is a potent synthetic opioid widely used to treat moderate to severe pain (Y. Han
etal., 2019; Patocka et al., 2024). Despite its analgesic efficacy, fentanyl shares with other
opioids a range of adverse reactions, among which dependence and opioid use disorder
(OUD) stand out due to their clinical significance (Tabanelli et al., 2023). OUD is defined
as the compulsive need to seek and consume opioids, a loss of control over limiting their
use, and the emergence of a negative emotional state when these drugs are unavailable
(Koob, 2020). This disorder, along with the risk of overdose, has been a key factor in the
current public health crisis related to opioid overdoses, especially in the United States,
where fentanyl was involved in 3 out of 4 drug overdose deaths in 2022 (Centers for
Disease Control and Prevention, 2022; Ciccarone, 2019, 2021). Although effective
treatments for overdose and OUD are authorised and available, these have significant
limitations, as evidenced, for example, by high relapse rates (Bell & Strang, 2020; Smyth
et al., 2010). Furthermore, the surge of fentanyl in the illicit drug market has complicated
the clinical management of OUD (Volkow & Blanco, 2023).

Neuropathic pain, estimated to affect 7 to 10% of the global population (Van Hecke et al.,
2014), represents another context in which opioids are used despite being third-line
treatments and having uncertain efficacy (Dowell et al., 2023; Finnerup et al., 2015;
Mcnicol et al., 2013).

Opioids interfere with the reward system, generating neuroadaptations that lead to the
development of tolerance and dependence. They also create neuroadaptations in stress-
related systems, leading to the emergence of a negative emotional state associated with
withdrawal, known as hyperkatifeia, which contributes to negative reinforcement
processes that perpetuate drug-seeking behaviour (Koob, 2020).

Modulation of the kynurenine pathway (KynP), the main catabolic route of tryptophan
(TRP) (A. A.-B. Badawy, 2017), has been proposed as a therapeutic target for the
consumption and seeking of drugs of abuse such as ethanol, cocaine, nicotine and
cannabinoids (Morales-Puerto et al., 2021). Although several KynP metabolites have been
proven neuroactive, the most studied metabolites are kynurenic acid (KYNA) and
quinolinic acid (QUIN), with opposing roles in terms of neuroprotection and
neurotoxicity, respectively; KYNA acts as an NMDA receptor antagonist, while QUIN is
an NMDA agonist with excitotoxic effects (Guillemin, 2012; T. W. Stone et al., 2024). In
addition to acting as an NMDA receptor antagonist, KYNA exerts, among other actions,
a negative allosteric modulation of the a7 nicotinic acetylcholine receptor (a7 nAChR),
an action previously attributed to the modulation of addictive behaviour induced by the
KMO inhibitor Ro 61-8048 in various preclinical substance use disorder models
(Giménez-Gomez et al., 2018; Justinova et al., 2013; Secci et al., 2017).

This Doctoral Thesis set out three main objectives: (1) to establish an intravenous fentanyl
self-administration model and define the effective dose of Ro 61-8048 to modulate
addictive behaviour; (2) to study the effect of Ro 61-8048 on the different phases of
fentanyl-induced addictive behaviour, evaluating both reinforcement and associated
behaviours and considering the impact of neuropathic pain; and (3) to characterize the
molecular alterations induced by Ro 61-8048 and fentanyl in the brain and plasma of
animals with and without neuropathic pain.
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The results showed that the intravenous fentanyl operant self-administration model
established robust drug-seeking behaviour in all phases (acquisition, maintenance,
extinction and reinstatement). Administration of Ro 61-8048 at a dose of 100 mg/kg
intraperitoneally (i.p.), but not at 50 mg/kg, significantly reduced fentanyl consumption
during the maintenance phase.

Ro 61-8048 impaired the acquisition of self-administration behaviour, reduced
consumption in the maintenance phase, facilitated extinction, and prevented
reinstatement of fentanyl-seeking behaviour induced by a non-contingent dose of the drug
or the conditioned stimulus associated with fentanyl. These effects did not appear to be
mediated by a7 nAChR or NMDAR, as administration of PNU-120596 (8 mg/kg, i.p.) or
D-Ser (800 mg/kg, 1.p.) did not affect the reduction in fentanyl consumption induced by
Ro 61-8048. Furthermore, Ro 61-8048 did not affect motivation to obtain fentanyl during
maintenance under a progressive ratio schedule of reinforcement, nor did it mitigate the
aversive state related to conditioned withdrawal in the conditioned place aversion
protocol induced by naloxone in fentanyl-dependent animals. In the open field test, Ro
61-8048 reduced locomotor activity and animals showed exploratory behaviour
associated with anxiety; however, it did not affect performance on the Rotarod test,
indicating that its effect on addictive behaviour is not due to alterations in locomotor
function, sedation, or lethargy. Ro 61-8048 also reduced the consumption and seeking
behaviour of food and sucrose pellets.

In animals subjected to the spared nerve injury (SNI) neuropathic pain model, fentanyl-
induced addictive behaviour was similar to that of control animals without pain, although
their consumption was slightly lower during the maintenance phase. Pretreatment with
Ro 61-8048 similarly reduced consumption (in the maintenance phase) and fentanyl-
seeking behaviour (in the cue-induced reinstatement test) in animals both with and
without neuropathic pain to a similar extent. Furthermore, Ro 61-8048 appeared to
potentiate the moderate antinociceptive effect of fentanyl self-administration in animals
with neuropathic pain, although it did not, by itself, affect the mechanical allodynia
generated by the SNI model.

At the molecular level, the effects of Ro 61-8048 were associated with a shift in the KynP
towards KYNA production, accumulation of KYN, and a reduction of QUIN in plasma
and nucleus accumbens (NAcc). Unexpectedly, an increase in 3-HK levels was also
observed in both tissues, as well as a decrease in plasma concentrations of TRP and 3-
hydroxyanthranilic acid (3-HAA). In plasma and NAcc of animals with neuropathic pain,
the plasmatic increase in KYNA and 3-HK levels induced by Ro 61-8048 was even
greater, with similar effects on NAcc for KYN and KYNA. Meanwhile, the concentration
of 3-HAA decreased in the NAcc due to the SNI model. Additionally, a history of fentanyl
self-administration was associated with lower plasma concentrations of 3-HK and QUIN
relative to control animals that had self-administered saline. Furthermore, the phase of
addictive behaviour was also associated with differences in KynP metabolite
concentrations, with higher levels of TRP, QUIN, and picolinic acid (PA) and lower levels
of 3-HK in plasma samples from animals obtained after cue-induced reinstatement test,
compared with samples obtained after the first extinction session. These results suggest
the potential of KynP metabolites as biomarkers in fentanyl use disorder and neuropathic
pain.
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The preventive effect of Ro 61-8048 on fentanyl-seeking behaviour induced by a non-
contingent dose was not associated with alterations in NAcc protein expression of NAcc
of GIuN2A, GluN2B, EAAT2, Akt, or Erk1/2 neither in their native nor phosphorylated
forms.

In conclusion, the results of this Doctoral Thesis suggest that KMO inhibition by Ro 61-
8048 is effective in reducing fentanyl consumption and seeking behaviour in both healthy
and neuropathic pain-affected individuals, highlighting its potential value as a therapeutic
strategy for the treatment of OUD.
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1. El sistema opioide

En condiciones fisiologicas, los receptores opioides son estimulados por péptidos
opioides endogenos cuya accion reduce las respuestas a estimulos dolorosos y estrés,
ademas de influir en el procesamiento del refuerzo y el estado de animo. Estos péptidos
desempefian un papel crucial en diversas funciones biologicas. Ademas de su papel en la
analgesia, también pueden modular el refuerzo y las conductas adictivas, la respuesta a
estrés, emociones y conducta alimentaria (Abrimian et al., 2021). El sistema opioide
contribuye a la supervivencia del individuo y la especie promoviendo el refuerzo de
estimulos naturales (comida, sexo, interaccion social), regulando el estado de animo y
facilitando el manejo del dolor y el estrés (Darcq & Kieffer, 2018). En resumen, el sistema
opioide parece estar disefiado para optimizar el aprendizaje basado en el refuerzo y
minimizar las experiencias aversivas (Volkow & Blanco, 2023).

1.1 Receptores opioides

Los receptores opioides p (MOR), « (KOR) y 6 (DOR) pertenecen a la familia de
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y son responsables de mediar los efectos tanto
de los péptidos opioides endogenos como de los fArmacos opioides. Estos receptores estan

formados por siete dominios transmembrana conectados por lazos intra- y extracelulares
(Darcq & Kieffer, 2018).

Existe evidencia que sugiere la presencia de subtipos de receptores opioides, respaldada
por diferencias en la modulacion farmacologica, respuestas funcionales diferenciadas,
tolerancia cruzada incompleta entre distintos agonistas y caracteristicas complejas de la
unidn farmaco-receptor (Dietis et al., 2011). Aunque el knock-out (KO) de un Unico gen
suele resultar en la pérdida total de la funcion del receptor, lo que podria argumentar en
contra de la existencia de subtipos, se ha acumulado evidencia que apoya la presencia de
variantes generadas por splicing alternativo, particularmente en el caso del MOR
(Abrimian et al., 2021; Dietis et al., 2011; Lambert, 2023). El splicing alternativo puede
generar receptores truncados con seis dominios transmembrana, los cuales pueden influir
en aspectos como la tolerancia, dependencia fisica, refuerzo y agonismo sesgado de
ciertos agonistas opioides (Majumdar et al., 2011, 2012; Valentino & Volkow, 2018).

Por tultimo, cabe mencionar el receptor NOP (receptor opioide de nociceptina). Este
receptor presenta un alto grado de homologia con los receptores opioides, especialmente
con KOR, pero no presenta afinidad significativa por farmacos opioides ni es sensible al
antagonista opioide naloxona, y por lo tanto no se clasifica como un receptor opioide
clasico. El ligando enddgeno de este receptor es el péptido N/OFQ (Darcq & Kieffer,
2018). La actividad del NOP se ha relacionado con el control del dolor, el procesamiento
del refuerzo y el abuso de sustancias, asi como con la regulacion del estrés, la ansiedad y
los trastornos del &nimo (Darcq & Kieffer, 2018; Lambert, 2023).

1.1.1 Localizacion y funcion de receptores opioides

Los MOR se expresan ampliamente a lo largo de todo el prosencéfalo, mesencéfalo y
rombencéfalo humanos, presentando una expresion particularmente alta en el cerebelo,
nucleus accumbens (NAcc) y caudado. Esta expresion es consistente con el rol de este
receptor en la nocicepcion, la integracion sensorimotora y sistema de recompensa (Darcq
& Kieffer, 2018; Peng et al., 2012). Los DOR se encuentran altamente expresados en el
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cortex cerebral, putamen, NAcc, caudado, 16bulo temporal e hipocampo, lo que es
consistente con el papel de DOR en el funcionamiento motor y cognitivo. Por ultimo,
KOR se expresa de forma moderada en muchas areas cerebrales, siendo la expresion
especialmente marcada en putamen, NAcc y caudado. Este receptor se ha visto implicado
en conducta alimentaria, nocicepcion y funcion neuroendocrina. Se ha detectado una
expresion moderada de MOR, DOR y KOR en los ganglios de la raiz dorsal (DRG). Las
acciones de los opioides a nivel de medula espinal generan analgesia al actuar tanto sobre
las vias nociceptivas ascendentes como descendentes (Peng et al., 2012).

Los receptores opioides también se expresan en el sistema nervioso periférico, donde
contribuyen a un efecto antinociceptivo como han demostrado numerosos estudios
preclinicos y clinicos. Se ha descrito la modulacion del dolor visceral en el aparato
digestivo mediado por MOR y KOR. De hecho, MOR, KOR y DOR se expresan en
pancreas e intestino delgado (Peng et al., 2012). El uso de modelos murinos transgénicos
con delecioén o KO de los genes que codifican MOR (Oprm1) o DOR (Oprdl) ha revelado
que MOR es el principal responsable de los efectos analgésicos y reforzantes de la
morfina, mientras que DOR desempefia una funcion ansiolitica y antidepresiva. Ademas,
estudios que emplean herramientas farmacoldgicas han demostrado que DOR esta
involucrado en los trastornos del &nimo y el dolor crénico, mientras que el agonismo de
KOR se asocia con la generacion de aversion y efectos psicotomiméticos (Darcq &
Kiefter, 2018).
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Figura 1 | Efecto de la actividad de los receptores opioides sobre el estado de animo y homeostasis
hedénica. Los efectos de los receptores opioides han sido estudiados mediante herramientas
farmacoldgicas y génicas. Aunque muchos analgésicos opioides ejercen un efecto analgésico a través de
la activacion de MOR, KOR o DOR, estos receptores ejercen diferentes influencias sobre el estado
heddnico y emocional. Los agonistas de MOR producen euforia y promueven la resiliencia al estrés,
mientras que los agonistas de KOR generan disforia, estrés y un estado afectivo negativo. Por su parte,
los agonistas de DOR generan un efecto ansiolitico y estado afectivo positivo. Imagen tomada de
Valentino & Volkow, 2018.

1.1.2 Péptidos opioides endogenos

Como la mayoria de los neuropéptidos, los péptidos opioides endogenos se producen
mediante modificaciones postraduccionales de sus péptidos precursores a través de
peptidasas. Estos péptidos precursores son la proencefalina, prodinorfina vy
proopiomelanocortina (POMC). Tanto la proencefalina como la prodinorfina generan
varios péptidos opioides, diversas encefalinas y dinorfinas, respectivamente. La POMC,
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sin embargo, genera B-endorfina ademas de otros péptidos no opioides como la
adrenocorticotropina (ACTH) y la hormona estimulante de a-melanocitos (a-MSH)
(Abrimian et al., 2021).

La B-endorfina, las dinorfinas y las encefalinas, son los ligandos enddgenos preferentes
de MOR, KOR, DOR respectivamente. Aunque las dinorfinas se consideran los ligandos
endogenos del KOR, también se unen con alta afinidad a MOR y DOR. De manera
similar, aunque la B-endorfina se considera un agonista endogeno de MOR, presenta una
alta afinidad por DOR. Otro grupo de péptidos opioides endogenos cuya molécula
precursora aun no se ha identificado es el de las endomorfinas, que actan
especificamente sobre MOR (Abrimian et al., 2021). Las encefalinas y las dinorfinas
estan ampliamente distribuidas en el SNC, estando presentes en estriado, talamo,
hipocampo, puente, y medula espinal. La POMC se sintetiza principalmente en la
hipofisis, y su mRNA se expresa abundantemente en hipotadlamo, nticleo caudal del tracto
solitario y ntcleo comisural, asi como en varios tejidos periféricos (Abrimian et al., 2021).

1.1.3 Seializacion

Dado que el fentanilo y la mayoria de los farmacos opioides ejercen sus efectos
principalmente a través de MOR, nos centraremos en la sefializacion de este receptor,
aunque su mecanismo es muy similar al de los otros receptores opioides. MOR esta
acoplado principalmente a proteinas G inhibitorias del tipo Gain, aunque también se
acopla a G, (Pathan & Williams, 2012; Patocka et al., 2024). La unién de un agonista al
sitio ortostérico de MOR genera un cambio conformacional y activa el receptor, lo que
resulta en el intercambio de guanosina difosfato (GDP) en la subunidad Ga por una
molécula de guanosina trifosfato (GTP). Posteriormente, el heterotrimero Gafy se divide
en el mondmero Ga acoplado a ATP y el dimero GPy. Los efectos de la sefializacion
derivados de las acciones especificas de la subunidad Ga y el dimero Gy varian segiin
los estudios consultados. Sin embargo, es un hecho bien documentado que se produce la
inhibicion de la enzima adenilato ciclasa, la apertura de canales de potasio rectificadores
de entrada acoplados a proteinas G (GIRK, G-protein coupled inwardly-recctifying
potassium channel, Kir3) y el cierre de canales de calcio dependientes de voltaje. La
activacion de GIRK genera la hiperpolarizacion de la membrana neuronal y la inhibicion
de la actividad neuronal tonica, mientras que el cierre de los canales de calcio reduce la
liberacion de neurotransmisores. En resumen, el efecto global es inhibitorio, dando como
resultado una reduccion de la liberacion de neurotransmisores desde la neurona
presinaptica y en la excitabilidad de la neurona postsinaptica (Al-Hasani & Bruchas,
2011; Darcq & Kieffer, 2018). La cascada de sefializacion descrita hasta ahora representa
la via de senalizacion de opioides dependiente de proteinas G, pero el agonismo de MOR
también puede activar la sefalizacion a través de B-arrestinas. En esta cascada se activan
quinasas de GPCRs (GRKSs) que fosforilaran residuos de treonina y serina en el extremo
terminal carboxilico o en los lazos intracelulares del receptor. La fosforilacion del
receptor conduce al reclutamiento de B-arrestinas, lo que promueve la internalizacion del
receptor permitiendo su reciclaje o degradacion, y resulta en la desensibilizacion.
Ademas, se ha descrito que el complejo formado por el receptor fosforilado y las B-
arrestinas no es inactivo; de hecho, activa cascadas de sefalizacion alternativas, como la
via de las MAP quinasas (MAPK). La via de MAPK inducida por opioides que mas se ha
estudiado es la que involucra las quinasas Erk 1 y 2, aunque también se ha documentado
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la sefializacion en las proteinas p38 y JNK. La activacion de Erk 1 y 2 por los agonistas
de MOR esta mediada por la GRK-3 y B-arrestinas en cultivos de neuronas primarias y
células gliales (Al-Hasani & Bruchas, 2011).

Las diferencias en las cascadas de senalizacion producidas por cada ligando de MOR han
llevado a clasificar los farmacos opioides en tres categorias: agonistas no sesgados,
sesgados hacia la activacion de proteinas G y sesgados hacia la activacion de B-arrestinas
(Pathan & Williams, 2012; Patocka et al., 2024). Se acepta que MOR e¢jerce sus efectos a
través de la sefializacion mediada por proteinas G, las cuales son responsables de la
produccion de la mayoria de los efectos de los farmacos opioides, como el alivio del dolor
o la euforia. Sin embargo, se ha propuesto que la sefalizacion a través de complejos de
B-arrestina podria estar relacionada con los efectos adversos, como la depresion
respiratoria y el estrefiimiento producidos por los opioides (Comer & Cahill, 2019),
aunque esta hipotesis ha sido cuestionada recientemente (Kelly et al., 2023). El uso del
criterio de agonismo sesgado para clasificar los farmacos opioides presenta dos
problemas principales. Primero, es necesario un agonista opioide de referencia para
evaluar la sefializacion. Segundo, existe una variabilidad considerable en la metodologia
empleada en los estudios. Por ejemplo, el fentanilo se clasificaria como un agonista
sesgado hacia B-arrestinas si se utiliza el péptido opioide DAMGO como referencia,
mientras que se consideraria un agonista sesgado hacia proteinas G si se utiliza la morfina
como estandar (De Neve et al., 2021). La evidencia mas reciente sugiere que el fentanilo
podria ser un agonista no sesgado (Kelly et al., 2023).
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Figura 2 | Sefializacion de MOR. La activacion de los receptores opioides esta sujeta al fenomeno del
agonismo sesgado, lo que significa que las respuestas celulares in vivo frecuentemente dependen del
agonista empleado. A nivel celular, los opioides pueden activar vias de sefializacion dependientes de
proteinas G y de B-arrestinas. Se indican en verde las vias de sefializacién dependientes de proteinas G,
en rojo las vias que dependen de B-arrestinas, y en naranja aquellas cuya sefializacion es incierta. Imagen
tomada de Darcq & Kieffer, 2018.

La sefalizacion mediada por receptores opioides es aun mas compleja de lo que se ha
descrito hasta ahora. La vision convencional de que la iniciacion de la sefializacion y los
efectos de opioides se producen unicamente en la membrana citoplasmatica ha sido
refutada. La sefalizacion a través de MOR también ocurre en compartimentos
citoplasmaticos no convencionales como endosomas o aparato de Golgi, y presenta un
perfil espacial y temporal que depende del ligando (Stoeber et al., 2018; Valentino &
Volkow, 2018). La actividad del receptor MOR esta regulada, ademas de por los segundos
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mensajeros y la fosforilacion mediada por GRKs, por la interaccion con diferentes
GPCRs y otras proteinas. Se ha descrito la formacién de homo-, hetero- y oligdémeros que
incluyen receptores opioides, como los receptores DOR y NOP, el receptor de dopamina
D2, receptores cannabinoides CB1, galanina, neurokinina-1, calmodulina, o RGS9-2
(regulador de sefializacion de proteinas G). La dimerizacion mas estudiada es la de MOR-
DOR, que parece conllevar una funcionalidad similar a la modulacion alostérica,
generando un aumento de la afinidad por los ligandos. Esta interaccion también facilita
la sefializacion no convencional mediante el acoplamiento a proteinas G, y potencia la
sefializacion por calcio. Otro dimero a destacar es el MOR-NOP, el cual se ha asociado
con un potencial terapéutico a través de la reduccion de la sefializacion mediada por
MOR. Sin embargo, la funcionalidad in vivo de estos fendmenos esta todavia poco
descrita y es controvertida porque es dificil de estudiar y la mayoria de las evidencias
proviene de estudios realizados en células heterologas y a través del uso de anticuerpos
(Al-Hasani & Bruchas, 2011; Valentino & Volkow, 2018).

2. Fentanilo

2.1 Generalidades y breve historia

El fentanilo es un farmaco opioide altamente efectivo como analgésico y anestésico. Este
farmaco fue sintetizado por Paul Janssen en 1960 con el propdsito de desarrollar un
farmaco con mayor potencia y un mejor perfil de seguridad en comparacién con la
morfina. En la actualidad, el fentanilo es el opioide sintético mas frecuentemente
empleado en la practica clinica (Y. Han et al., 2019), especialmente en anestesia
intraoperatoria y analgesia a nivel global (Stanley, 2014). Su importancia en el ambito
terapéutico es tan critica que ha sido recientemente incluido en la lista de medicamentos
de importancia esencial de la Union Europea (EMA, 2023).

En Europa, el fentanilo se empezo6 a utilizar de manera popular y exitosa como anestésico
en combinacion con droperidol en la década de 1960, como alternativa a los anestésicos
inhalados. Mas tarde, durante la misma década, se empezd a administrar en dosis altas
con el objetivo de lograr una anestesia que minimizara el estrés quirargico. Sin embargo,
la trayectoria de este farmaco en EE. UU. fue diferente. El fentanilo no fue aprobado por
la FDA hasta 1968 por sospechas de problemas derivados por su alta potencia, la
posibilidad de generar rigidez muscular y el riesgo de abuso. Estas inquietudes se
abordaron, en parte, con la autorizacion del fentanilo en combinacidén con droperidol, ya
que este ultimo reduce el potencial de abuso por los efectos que genera. A pesar de estas
precauciones, el fentanilo fue finalmente fue autorizado como farmaco independiente
cuatro afios después (Stanley, 2014).

Entre principios y mediados de la década de 1980, el fentanilo comenzé a reemplazar el
uso de morfina a dosis altas en cirugias cardiacas. Este farmaco tiene un perfil ventajoso
en comparacion con morfina, ya que permite inducir la anestesia de manera mas rapida y
durante un tiempo mas corto, con minimas repercusiones a nivel cardiovascular y sin
provocar la liberacion de histamina en plasma. El éxito clinico del fentanilo fue tan
notable que, en 1981, sus ventas se multiplicaron por diez (Stanley, 2014). El creciente
uso y popularidad del fentanilo en las décadas siguientes llevo al descubrimiento de
analogos de fentanilo y al desarrollo de nuevas formas de administraciéon no parenteral
con indicacion analgésica, como el parche transdérmico o el comprimido para chupar. En
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1990, la FDA aprobo el primer parche transdérmico (Duragesic®) para el tratamiento de
pacientes con dolor cronico oncologico (Comer & Cahill, 2019; Stanley, 2014).

Cabe mencionar que mas alla del uso terapéutico e ilicito, el fentanilo y sus andlogos, en
particular el carfentanilo, han sido objeto de investigacion por parte de ciertos gobiernos
debido a su potencial como agente incapacitante y arma quimica. Estos gobiernos han
llegado a emplear el carfentanilo y otros andlogos como herramientas antiterroristas. Un
caso notable fue el uso del carfentanilo por las fuerzas de seguridad rusas durante la crisis
de rehenes del teatro Dubrovka en Mosct en 2002. En esta ocasion se utiliz6 una mezcla
de carfentanilo y remifentanilo, resultando en la muerte de 170 personas, de las cuales
127 eran rehenes (Valdez et al., 2014). El potencial del fentanilo y sus analogos como
armas quimicas es tan significativo que se discutido su posible uso como arma de
destruccion masiva en la Convencion de Armas Quimicas (CWC) (Gabrielli et al., 2023;
Patocka et al., 2024; Stanley, 2014).

2.2 Quimica

El fentanilo es un opioide sintético de tipo fenilpiperidina (Comer & Cahill, 2019). Fue
sintetizado por Paul Janssen en 1953 con el objetivo de obtener un analgésico mas
potente, eficaz, y de accion mas rapida que los analgésicos comunes de la época, como la
meperidina o la morfina. A diferencia de otros investigadores, Janssen decidi6 utilizar la
meperidina como molécula inicial a modificar en lugar de la morfina, debido a su
estructura mas simple y manipulable. El equipo de Janssen buscaba modificar la
estructura de meperidina para aumentar su lipofilia, y, por lo tanto, obtener moléculas con
mayor potencia ¢ inicio de accién mas rapido, debido presumiblemente a un mejor cruce
de la barrera hematoencefalica (BHE). Las modificaciones realizadas sobre el anillo
piperidinico de la meperidina llevaron a la creacion del fentanilo, que en 1960 era el
opioide mas lipofilico conocido, caracterizandose por su rapido inicio de accion y un
amplio margen terapéutico (Stanley, 2014).

Meperidina Fentanilo Morfina

Figura 3 | Estructuras quimicas de la meperidina, el fentanilo y la morfina.

Hasta la década de 1990, la sintesis de fentanilo ilicito se realizaba mediante los métodos
descritos originalmente por Janssen utilizando N-bencil-4-piperidona como precursor
(Janssen & Eddy, 1960). Este método era laborioso, implicaba el uso de disolventes
peligrosos y requeria temperaturas altas y controladas, lo que lo hacia relativamente
sofisticado y con un rendimiento limitado. A principios de la década de 1990, se publico
en Internet bajo un pseudonimo una ruta sintética alternativa mas sencilla y eficiente,
conocida como el método Siegfried (Pardo et al., 2019; Siegfried, n.d.). Este método,
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basado en técnicas publicadas en la década de 1980, utiliza N-fenetil-4-piperidona (NPP)
0 4-anilino-N-fenetilpiperidina (ANPP) como precursores. Su implementacion no
requiere un amplio conocimiento en sintesis quimica, ofrece un buen rendimiento y
permite la produccion de grandes cantidades de fentanilo (Suzuki & El-Haddad, 2017).
Debido a la creciente preocupacion por la produccion ilicita, los precursores NPP y ANPP
fueron fiscalizados a nivel internacional en 2017 (UNODC, 2020). Esto llevo a un ajuste
en el mercado que comenzd a emplear otros precursores, como bencilfentanilo o 4-
anilinopiperidina, asi como nuevas rutas de sintesis. Entre estas, destaca el método
descrito por Gupta y colaboradores (Gupta et al., 2005; Gupta et al., 2009) que se describe
como un método “cémodo”, ya que se lleva a cabo en un solo recipiente y a temperatura
ambiente, utilizando clorhidrato de 4-piperidona. En respuesta a esta dindmica, en 2022
se incluyeron bajo fiscalizacion internacional moléculas relacionadas con esta ruta, como
la, 4-anilinopiperidina (4-AP) y la 1-boc-4-anilinopiperidina (1-boc-4-AP) (JIFE, 2023;
UNODC, 2020). Otras rutas sintéticas, como la propuesta por Valdez y colaboradores
(Valdez et al., 2014), también utilizan 4-piperidona, logrando un mayor rendimiento en
menos pasos. La evidencia sobre los métodos mas utilizados en laboratorios clandestinos
para la sintesis de fentanilo es controvertida. Algunos autores sostienen que los métodos
de Siegfried y Gupta son los mas comunes (de Bruin-Hoegée et al., 2021) mientras que
la Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC) presenta datos
de la Administracion para el Control de Drogas de EE. UU. (DEA) que indican que en
2018 y 2019, el 94 y 64% de muestras analizadas respectivamente, se elaboraron con el
método Janssen. Este cambio en la metodologia puede estar vinculado a la fiscalizacion
internacional de los precursores NPP y ANPP en 2017 (DEA, 2019; UNODC, 2020).
Hasta marzo de 2023, cinco precursores de fentanilo estan sujetos a fiscalizacion
internacional: NPP, ANPP, 4-AP, 1-boc-4-AP y norfentanilo. Otros precursores estan
propuestos para ser fiscalizados como la 4-piperidona. A pesar de estas regulaciones, en
2022 se incautaron 680 kg de precursores de fentanilo en territorios de la OTAN, lo que
supone un aumento del 10% con respecto a 2021. La mayor parte de las incautaciones se
atribuy6 a ANPP, siendo EE. UU. y México los principales paises involucrados en esta
problematica (JIFE, 2023).

2.3 Farmacocinética

Antes de describir la farmacocinética del fentanilo, es importante sefialar que los
resultados obtenidos en ensayos clinicos no reflejan adecuadamente la cinética observada
en el circuito ilegal. Esto se debe a que en estos estudios se han utilizado voluntarios
sanos naive a opioides, pacientes anestesiados (a menudo intubados) o pacientes con
dolor cronico, lo que genera dudas sobre la aplicabilidad de estos datos a los usuarios de
fentanilo producido ilicitamente, quienes presentan tolerancia y caracteristicas
particulares. Ademas, es evidente que el fentanilo consumido en el circuito ilegal no es el
mismo farmaco disponible en el entorno terapéutico. En muchos casos, el fentanilo ilegal
estd adulterado o sustituido por otros farmacos o drogas de abuso, e incluso puede
contener precursores de sintesis. El patron de abuso entre los usuarios de fentanilo en el
circuito ilegal dista mucho de una administracion Unica intravenosa (i.v.), y generalmente
se emplean dosis mucho mas altas que las utilizadas en contextos terapéuticos. Por
ejemplo, en la clinica se reportan dosis altas de 60 pug/kg i.v. en bolo, mientras que se han
incautado en 2022 comprimidos conteniendo como minimo 2 mg de fentanilo, una dosis
potencialmente letal. En definitiva, un usuario de fentanilo ilicito se expone a mayores

20



INTRODUCCION

cantidades, de forma mas frecuente y esta expuesto a variaciones en la composicion
cuantitativa y cualitativa en la elaboracion del producto. Esto se traduce en que los niveles
plasmaticos de fentanilo varian segun el contexto de administracion. En pacientes en
postoperatorio con sistemas de autoadministracion, se observan niveles plasmaticos de
fentanilo entre 0.3-0.7 ng/ml, que proporcionan una analgesia adecuada. Sin embargo, la
analgesia en plano quirtirgico y la depresion respiratoria generalmente se observan con
niveles en suero de entre 2 y 5 ng/ml. La hipoventilaciéon se puede manifestar a niveles
superiores a 1.5 ng/ml, que podrian no ser suficientes para lograr la analgesia deseada en
algunos pacientes. En individuos naive a opioides, niveles en suero superiores a 3 ng/ml
pueden afectar negativamente los reflejos protectores de la via aérea, dejandolos
insensibles a la estimulacion. En el caso de victimas de sobredosis, los niveles en suero
suelen estar entre 25 ng/ml y 36 ng/ml. Todo esto complica considerablemente la
farmacologia de los fentanilos producidos ilicitamente (Bird et al., 2023).

2.3.1 Liberacion

El fentanilo fue desarrollado inicialmente para ser administrado por via parenteral; sin
embargo, se han desarrollado numerosas formas farmacéuticas debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas y farmacodinamicas, que incluyen su marcada lipofilia,
bajo peso molecular y alta potencia (Bird et al., 2023; Grape et al., 2010). Una busqueda
en el Centro de Informacion de Medicamentos (CIMA) de la Agencia Espanola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) revela la existencia de 121
medicamentos que contienen fentanilo, disponibles en diversas formas farmacéuticas.
Estas incluyen parches transdérmicos, comprimidos para chupar, sublinguales, peliculas
bucales, pulverizadores nasales y formulaciones inyectables. Esta disponibilidad de
diversas formas de administracion responde a la necesidad de proporcionar liberaciones
especificas del farmaco. Por ejemplo, los parches transdérmicos estan disefiados para
ofrecer una liberacion lenta y prolongada en el tiempo, lo que es especialmente util en el
tratamiento del dolor cronico. Por otro lado, las formulaciones como comprimidos
sublinguales, pulverizadores nasales y soluciones inyectables son preferidas para lograr
una accion rapida y de corta duracion, especialmente en situaciones de dolor irruptivo
oncolégico (AEMPS, n.d.; Grape et al., 2010). Esta flexibilidad en las formas de
administracion permite personalizar el tratamiento segun las necesidades del paciente y
la naturaleza del dolor a tratar.

2.3.2 Absorcion

El fentanilo presenta una biodisponibilidad oral muy limitada (30-40%) debida al extenso
metabolismo de primer paso hepatico, lo que explica la ausencia de formulaciones para
administracion oral (Grape et al., 2010). Sin embargo, se han desarrollado varias formas
no parenterales que son ampliamente utilizadas.

Una de las méas comunes es el parche transdérmico, que es ideal para el tratamiento
prolongado del dolor oncolégico y cronico. Esta formulacion permite mantener
concentraciones estables de fentanilo en plasma durante largos periodos de tiempo con
una biodisponibilidad cercana al 100%, aunque pueden pasar hasta 24 horas (h) antes de
alcanzar niveles plasmaticos suficientes para un efecto terapéutico (Grape et al., 2010).
Esta liberacion controlada es ventajosa para el manejo continuo del dolor sin necesidad
de administraciones frecuentes. A diferencia de los parches transdérmicos, las
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formulaciones de liberacion rapida a través de mucosa bucal y nasal estan disefiadas para
tratar el dolor irruptivo en pacientes oncoldgicos tolerantes a opioides. En el caso de las
formulaciones bucales, el 25% del fentanilo se absorbe directamente a través de la mucosa
bucal, evitando el metabolismo hepatico de primer paso y logrando un rapido inicio de
accion en unos 5-10 minutos (min). El 75% restante es deglutido y absorbido lentamente,
lo que permite mantener niveles plasmaticos en el rango analgésico durante
aproximadamente 2 h, con una biodisponibilidad total cercana al 50% (Grape et al., 2010).
En el ambito del uso ilicito, el fentanilo se consume principalmente inyectado o inhalado
(intranasal), y en ocasiones se fuma. El inicio del efecto subjetivo percibido por el usuario
es casi instantdneo tras la administracion i.v. La administracion intranasal presenta
perfiles farmacocinéticos y farmacodindmicos muy similares a la misma dosis
administrada de forma intravenosa (Bird et al., 2023) .
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Figura 4 | Formas farmacéuticas en las que se administra fentanilo. Parches transdérmicos
(Durogesic®), comprimidos para chupar con aplicador bucal (Actiq®) y solucion para pulverizacion
nasal (Pecfent®).

2.3.3 Distribucion

El fentanilo tiene un elevado volumen de distribucion (3.5- 8 L/kg) y un aclaramiento alto
(30-72 L/h), lo cual refleja claramente su gran afinidad por los tejidos (Grape et al., 2010).
Este firmaco se une a proteinas plasmaticas entre un 86 y 89%, distribuyéndose
aproximadamente en un 78% a la albumina y un 12% a la glicoproteina acida al. Su
distribucion se realiza tanto por difusion pasiva como mediante transportadores. El
transportador de aniones organicos OATP (Elkiweri et al., 2009) esta implicado en la
entrada de fentanilo a SNC, mientras que la glicoproteina P en células endoteliales de la
BHE es responsable de su eliminacion del SNC, aunque existen evidencias
contradictorias sobre este proceso (Coluzzi et al., 2022).

La elevada lipofilia del fentanilo permite que se distribuya rapidamente hacia los tejidos
con mayor perfusion sanguinea (cerebro, pulmones, corazon), para luego redistribuirse
mas lentamente hacia tejidos con menor perfusion (musculo esquelético, tejido adiposo).
Las concentraciones de fentanilo en tejidos son consistentemente mas altas que en plasma,
lo que refleja su alta afinidad por estos. En estudios realizados en ratas y en voluntarios
sanos, las concentraciones de fentanilo alcanzan su maximo casi inmediatamente después
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de la administracion intravenosa, seguido de una redistribucion hacia el tejido adiposo,
donde las concentraciones maximas se observan entre 60 y 90 min tras la dosis (Bird et
al., 2023; Comer & Cabhill, 2019; Grape et al., 2010). La redistribucion de fentanilo hacia
el musculo esquelético podria desempefiar un papel clave en la rigidez muscular asociada
con su uso ilicito. Esta rigidez muscular contribuye significativamente al perfil de
sobredosis letal del fentanilo, ya que afecta a la musculatura de la pared toracica,
provocando el denominado “sindrome del pecho de madera” (wooden chest syndrome).
Este sindrome se caracteriza por la rigidez extrema del tdérax, lo que dificulta la
respiracion y agrava el riesgo de muerte. Ademas, tras multiples dosis, la acumulacion de
fentanilo en tejidos periféricos puede generar efectos clinicamente significativos. La corta
duracién de accion del fentanilo fomenta el uso frecuente por parte de los usuarios, lo que
a su vez puede potenciar estos efectos acumulativos, aumentando el riesgo de toxicidad
y sobredosis. La acumulacion de fentanilo puede dar lugar a un aclaramiento prolongado
y la aparicion de picos secundarios en sus concentraciones plasmaticas. Estos picos se
han descrito en un intervalo de 45 min a 6 h tras la administracion i.v. y son clinicamente
significativos. Durante este tiempo, se han reportado casos de estrés respiratorio,
alteraciones en los niveles de CO; compatibles con depresion respiratoria y rigidez
toracica. Estos efectos pueden requerir la intervencion con antagonistas opioides, incluso
cuando los efectos subjetivos del fentanilo hayan remitido. Se hipotetiza que estos picos
secundarios se deben a dos fenémenos: la reabsorcion enterogéstrica y la redistribucion
del fentanilo desde los tejidos periféricos, que contribuyen a su persistente efecto
farmacologico (Bird et al., 2023).

La finalizacion del efecto de fentanilo se ve mediada principalmente por la redistribucion
ademas del metabolismo del farmaco (Bird et al., 2023; Comer & Cahill, 2019; Grape et
al., 2010).

2.3.4 Metabolismo

El 99% del fentanilo es metabolizado a norfentanilo mediante la N-dealquilacion del
anillo piperidinico por la accion de la isoforma CYP3 A4 del citocromo P-450, y en menor
medida por las isoformas CYP3AS5 y CYP3A7. El metabolismo por CYP3A4 favorece
interacciones con sustratos, inhibidores o potenciadores de esta enzima, como ritonavir o
diltiazem, asi como variaciones farmacocinéticas debidas a diferencias genéticas. El resto
del fentanilo se metaboliza de forma minoritaria por hidroxilacion e hidrolisis, generando
metabolitos inactivos como el 4’-hidroxifentanilo, beta-hidroxifentanilo, 4’-hidroxi-3’-
metoxifentanilo (por accidon de la enzima catecol O-metiltransferasa; COMT) o 4-anilino-
N-fenetilpiperidina (4-ANPP) (Bird et al., 2023; Comer & Cahill, 2019). El metabolismo
del fentanilo es rapido, detectandose metabolitos tan solo 90 segundos (seg) después de
una dosis 1.v. y alcanzando un maximo a los 90 min. Tras 72 h, solo un 6.4% de la dosis
se detecta intacta en orina. El 80% del fentanilo aparece en forma de metabolitos en orina
(76%) o en heces (8%), lo que indica que el fentanilo se excreta principalmente via renal
(Bird et al., 2023).

2.3.5 Excrecion

Tras la administracion i.v, el fentanilo tiene una semivida de eliminacion (ti2) de 3a 8 h,
lo cual se debe al proceso de redistribucion. Sin embargo, este pardmetro puede variar
entre 2 y 27 h segun la via de administraciéon (Malone, 2020). Aunque el fentanilo tiene
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una corta duracién de accion tras una tnica dosis, esta se puede prolongar mediante dosis
multiples o infusiones continuas (Bird et al., 2023; Comer & Cahill, 2019; Grape et al.,
2010).

Todas estas propiedades farmacocinéticas contribuyen al elevado potencial de abuso del
fentanilo y a la probabilidad de sobredosis tras su consumo, debido a la corta duracion
del efecto y a la consecuente necesidad de dosis frecuentes (Malone, 2020).

2.4 Farmacodinamia

Como la mayoria de opioides, el fentanilo produce sus efectos farmacologicos a través de
la activacion del receptor MOR y tiene poca afinidad por los receptores KOR y DOR. El
fentanilo es un agonista muy eficaz del MOR, con una constante de afinidad K; de 1.35
nM en MORs humanos recombinantes. Esta afinidad es muy similar a la de morfina
(Ki=1.17 nM), pero el fentanilo presenta un inicio de accion mucho mas rapido, una
duracion del efecto considerablemente menor y una potencia analgésica 100 veces mayor
que la morfina. La diferencia de potencia entre fentanilo y morfina no se explica por la
afinidad o la semivida de eliminacion, sino porque el fentanilo cruza rapidamente la BHE
debido a su marcada lipofilia. La corta duracion de accidon de fentanilo con respecto a
morfina se debe a la rapida disminucion de los niveles circulantes por la distribucion a
otros tejidos y secuestro en grasa corporal, consecuencia de la marcada lipofilia que
presenta este farmaco (Comer & Cahill, 2019).

Como podemos observar, el fentanilo presenta unas caracteristicas farmacologicas algo
andémalas en comparacion con el opioide prototipico, la morfina. La unién de fentanilo en
el sitio ortostérico parece ser mas compleja que para otros opioides, lo cual puede
derivarse de la estructura larga y flexible de la molécula, lo que ha llevado a la descripcion
de tres posiciones de union en modelos in silico. La alta lipofilia de la molécula de
fentanilo permite que, incluso en su forma protonada, penetre significativamente en la
membrana lipidica, a diferencia de lo que ocurre con la morfina. Este movimiento del
fentanilo dentro y fuera de la membrana en las cercanias del MOR podria incrementar la
probabilidad de union simplemente por la disponibilidad de fentanilo en las
inmediaciones del receptor. Ademas, se ha observado que el fentanilo puede acceder al
sitio ortostérico a través de la zona lateral del receptor, utilizando un poro entre las
regiones transmembrana 6 y 7 (Kelly et al., 2023).

3. Uso terapéutico e impacto de los opioides: del tratamiento al
abuso

3.1 Uso terapéutico

En general, los medicamentos que contienen opioides como principio activo se emplean
para el tratamiento de dolor crdnico, tanto oncoldgico como no oncolédgico, en grados
moderados a severos. Ademads, algunos farmacos opioides se emplean como
antidiarreicos, antitusigenos o anestésicos (Tabanelli et al., 2023). El fentanilo, en
concreto, se emplea en la practica clinica a través de diversas formulaciones para tratar el
dolor crénico, el dolor perioperatorio, el dolor irruptivo oncologico, asi como en calidad
de agente anestésico o coadyuvante para lograr una anestesia equilibrada (Comer &
Cahill, 2019; Kelly et al., 2023; Lambert, 2023). Los efectos analgésicos y anestésicos de
fentanilo pueden ir acompafiados de reacciones adversas a medicamentos (RAMs), que
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presentan un perfil similar al de otros opioides. Algunas de estas RAMs pueden ser
consideradas potencialmente deseadas, como la euforia, ansiolisis, relajacion o inhibicién
de la tos, mientras que otras son no deseadas, como mareos, nauseas y vOmitos,
estrefiimiento, depresion respiratoria, hiperalgesia, tolerancia, trastorno por consumo de
opioides (TCO), sobredosis, alteraciones hormonales, inmunosupresion, prurito,
mioclonias, hipotensidon ortostatica, sincope postural, urgencia o retenciéon urinaria,
rigidez de la pared torédcica y sindrome de abstinencia neonatal (CIMA., n.d.; Armenian
et al., 2018; Lambert, 2023; Suzuki & El-Haddad, 2017; Tabanelli et al., 2023).

Entre todas estas RAMs, las mas frecuentemente provocadas por los opioides son el
estrefiimiento y las nauseas, y su manejo clinico es muy complejo. Los efectos no
deseados producidos por los opioides pueden ser tan marcados que requieren la
interrupcion del tratamiento, lo que a su vez aumenta el riesgo de emplear dosis mas bajas
de las necesarias, produciendo una analgesia insuficiente (Tabanelli et al., 2023). Sin
embargo, como se verd en los apartados siguientes, las RAMs con mayor relevancia
clinica y gravedad son el desarrollo de dependencia fisica y TCO, asi como la depresion
respiratoria y la sobredosis. Por otro lado, la RAM responsable de la mayoria de las
muertes por sobredosis de opioides es la depresion respiratoria (Pattinson, 2008; White
& Irvine, 1999).

3.1.1 Dolor neuropatico y opioides

Se estima que uno de cada cinco ciudadanos estadounidenses sufre de dolor crénico
(Yong et al., 2022), es decir, un dolor que persiste mas de tres meses y puede ser causado
por alguna patologia, lesion, tratamiento médico, inflamacion o tener un origen idiopatico
(Dowell et al., 2023). De forma similar, la prevalencia en adultos europeos en 2006 se
estim6 en un 19% (Breivik et al., 2006). El dolor crénico tiene un impacto muy marcado
en la vida de las personas, afectando su calidad de vida, funcionalidad fisica y salud
mental. En términos econémicos, los costes derivados de la pérdida de productividad,
discapacidad y gastos directos derivados del dolor cronico en EE. UU. se estimaron entre
560 y 635 billones de ddlares en 2011 (Dowell et al., 2023). Uno de los tipos de dolor
cronico es el dolor neuropético, que afecta al 7-10% de la poblacion mundial (Van Hecke
et al.,, 2014) y tiene un alto impacto global. Este dolor es causado por una lesion o
enfermedad en el sistema nervioso somatosensorial, responsable del control y la
coordinacién de la sensibilidad y movilidad corporal. Entre las enfermedades asociadas a
este tipo de dolor se encuentran la neuralgia del trigémino, la polineuropatia dolorosa, la
neuralgia postherpética y el dolor central tras un ictus. La mayoria de los pacientes que
sufren de dolor neuropatico experimentan sensaciones de dolor permanentes o
intermitentes que describen frecuentemente como quemazén, pinchazos o compresion.
Estos sintomas pueden ser espontaneos o provocados por estimulos como el tacto ligero
o el frio y a menudo, se manifiestan como hipersensibilidad. Esta puede presentarse como
alodinia, donde un estimulo que normalmente no causa dolor lo provoca, o como
hiperalgesia, una respuesta dolorosa exagerada ante un estimulo que normalmente
generaria dolor (Finnerup et al., 2021).

El tratamiento farmacologico de primera linea para el dolor neuropético incluye
antidepresivos como los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina y
noradrenalina (IRSN), tales como la duloxetina, y antidepresivos triciclicos, como la
amitriptilina o la clomipramina. También se utilizan anticonvulsivantes, como la
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gabapentina o la pregabalina, ademas de parches topicos que contienen lidocaina o
capsaicina (Dowell et al., 2016, 2023; Finnerup et al., 2015).

A pesar de que los opioides no son un tratamiento de primera linea para el dolor cronico
no oncologico, su prescripcion es frecuente. Se estima que entre el 3% y 4% de los adultos
en EE.UU. reciben tratamiento a largo plazo con opioides para manejar este tipo de dolor.
Su uso en el dolor neuropatico también es comun, a pesar de que su manejo es mas
complejo que el del dolor agudo, lo que incrementa el riesgo de desarrollar TCO y otros
problemas asociados al uso prolongado de estos medicamentos (Dowell et al., 2016,
2023). Una revision de Cochrane sefiala que la eficacia de los analgésicos opioides en el
tratamiento del dolor neuropatico es incierta. Ademas, los autores destacan que la
aparicion de RAMs es comun en este tipo de tratamiento, aunque generalmente no
representan una amenaza para la vida de los pacientes (Mcnicol et al., 2013). Otras dos
revisiones realizadas por Cochrane concluyen que no hay evidencia suficiente para
afirmar o descartar la eficacia de morfina (Cooper et al., 2017) o fentanilo (Derry et al.,
2016) en el tratamiento del dolor neuropético. La tltima guia de prescripcion de opioides
del CDC indica, basandose en ensayos clinicos, que en comparacién con placebo, el
tratamiento con opioides durante uno a seis meses tiene un efecto beneficioso leve, que
los efectos de los opioides tienden a disminuir con tratamientos prolongados, y que su
uso se asocia con un mayor riesgo de discontinuacion debido a RAMSs como néuseas,
vomitos, estrefiimiento o somnolencia, aunque no hay diferencias en la incidencia de
RAMs graves (Chou et al., 2020; Dowell et al., 2023; Krebs et al., 2018) . En resumen,
la evidencia sobre la eficacia a largo plazo del uso de opioides en el tratamiento de dolor
crénico no oncologico es limitada (Dowell et al., 2016). No obstante, el uso de opioides
en combinacion con farmacos no opioides o tratamientos no farmacoldgicos, es decir, en
una terapia multimodal, puede ofrecer efectos sinérgicos y permitir la reduccion de la
dosis en pacientes con dolor neuropatico (Dowell et al., 2023).

3.2 Uso ilicito

En el uso ilicito de fentanilo se busca obtener los efectos positivos descritos previamente:
euforia, relajacion y ansiolisis. En comparacion con la morfina, el fentanilo produce un
efecto euforico répido e intenso (rush sensation), una duracion corta (1-2 h) y una mayor
potencia, lo que puede superar la tolerancia del usuario e incluso los efectos de los
antagonistas opioides. Algunos usuarios de heroina describen los efectos del fentanilo
como mas potentes que los de heroina, aunque no les agrada su inicio de accion tan rapido
y la severidad de sus efectos fisicos y neurologicos (Kuczynska et al., 2018). Las
motivaciones que han reportado los usuarios de fentanilo incluyen superar los niveles de
tolerancia debido a su alta potencia, retrasar el inicio de los sintomas de abstinencia, y
experimentar intensas sensaciones de “subidon” y euforia, ademas de aliviar el estrés, la
ansiedad o el dolor (Tsang et al., 2024).

3.2.1 Mercado ilicito de fentanilo

Existen principalmente dos fuentes de obtencion de fentanilo ilicito: los laboratorios
clandestinos y el desvio de medicamentos de prescripcion médica. La mayoria del abuso
de fentanilo en Norteamérica y el este de Europa involucra fentanilo de produccion ilicita
en laboratorios clandestinos en China que abastecen a América del Norte, asi como
produccion en Rusia, Bielorrusia o Ucrania que suministran a la zona oeste de Europa.
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Sin embargo, una proporcidon importante del fentanilo en el oeste de Europa y Australia
proviene del desvio de medicamentos de prescripcion (Kuczynska et al., 2018). El
fentanilo producido en laboratorios clandestinos se vende cominmente en forma de polvo
o polvo compactado, que puede disolverse e inyectarse, fumarse o inhalarse, asi como en
forma de spray nasal, liquido o comprimidos. El fentanilo se encuentra frecuentemente
mezclado con o sustituyendo a la heroina, combinado con cocaina, o en forma de
comprimidos falsos que se venden como oxicodona (Norco®, OxyContin®),
hidrocodona o alprazolam (Xanax®) (Armenian et al., 2018; DEA, 2016; Kuczynska et
al., 2018; Suzuki & El-Haddad, 2017). Un estudio reciente realizado en San Francisco,
aunque con un tamafo muestral limitado, describe la transicion de usuarios que solian
inyectar fentanilo a fumarlo, motivados por el temor a suftrir sobredosis o por dificultades
en el acceso venoso. Este uso presenta un componente mas social, con la comparticion
entre usuarios de drogas de informacién, asi como de los residuos de fentanilo y
metanfetamina generados en la parafernalia utilizada para fumar. Ademas, se reporta que
el precio medio de venta es de 10 dodlares por gramo, con un uso diario estimado de
grandes dosis de fentanilo: hasta 50 mg de fentanilo puro por dia (Ciccarone et al., 2024).

El uso inadvertido de heroina adulterada o sustituida por fentanilo por parte de usuarios
de heroina es especialmente peligroso ya que la elevada potencia del fentanilo incrementa
significativamente el riesgo de sobredosis (Kuczynska et al., 2018). En el caso de usuarios
de drogas que nunca han consumido opioides, el riesgo de sobredosis es incluso mas
pronunciado. Este riesgo se ve facilitado por la circulacion de comprimidos falsos que
contienen fentanilo y que se hacen pasar por medicamentos que supuestamente contienen
opioides o benzodiazepinas de prescripcion médica. En 2022, la DEA reportd la
incautacion de comprimidos falsos que contenian hasta 5.1 mg de fentanilo, y el 42% de
los comprimidos contenian 2 mg, una dosis potencialmente letal (Bird et al., 2023; Comer
& Cahill, 2019; DEA, 2016; Kuczynska et al., 2018; Suzuki & El-Haddad, 2017).

La otra forma de obtener fentanilo para el consumo ilicito es a través de medicamentos
de prescripcion, especialmente parches transdérmicos, y en menor medida, formulaciones
bucales, nasales o preparaciones parenterales. Los parches transdérmicos suelen ser
faciles de conseguir, ya que pueden ser comprados a pacientes, robados a familiares o
personas en residencias de ancianos que los tienen prescritos. Ademas, los parches usados
pueden incluso encontrarse en la basura de hospitales y geriatricos. Después de 72 h de
uso, estos parches pueden contener entre el 28% y el 84% de la dosis completa, lo cual es
suficiente para producir el efecto deseado, pero también puede ocasionar efectos adversos
o incluso una sobredosis letal. Los parches de fentanilo pueden ser usados de diversas
maneras: aplicando varios a la vez, extrayendo el fentanilo para su administracion
intravenosa, insuflandolo o inhaldndolo, aplicando el parche en mucosas oral o rectal,
ingiriendo el parche entero, masticandolo o incluso fumandolo, usando papel de aluminio
(Kuczynska et al., 2018).

3.3 Trastorno por consumo de opioides (TCO)

El trastorno por uso de opioides (TCO) se define en el DSM-V-TR como un patrén
problematico de consumo de opioides que provoca un deterioro o malestar clinicamente
significativo y que se manifiesta, al menos, por dos de los siguientes criterios en un plazo
de doce meses: (1) consumo de opioides en mayor frecuencia, cantidad o duracion de lo
previsto, (2) deseo persistente o esfuerzos fallidos por abandonar o controlar el consumo
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de opioides, (3) inversion de un tiempo relevante en actividades destinadas a conseguir
opioides, consumirlos o recuperarse de sus efectos, (4) ansia o poderoso deseo de
consumir opioides (craving), (5) consumo recurrente de opioides que lleva al
incumplimiento de tareas fundamentales en el trabajo, la escuela o el hogar, (6) consumo
continuado de opioides a pesar de experimentar problemas sociales o interpersonales
persistentes o recurrentes, provocados o exacerbados por sus efectos, (7) abandono o
reduccion de actividades importantes de naturaleza social, profesional o recreativa debido
al consumo de opioides, (8) consumo recurrente en situaciones que implican un riesgo
fisico, (9) continuacion del consumo a pesar de sufrir un problema fisico o psicoldgico
persistente o recurrente, probablemente causado o exacerbado por el uso de opioides, (10)
presencia de tolerancia, definida como la necesidad de consumir cantidades mayores para
lograr el efecto deseado o una disminucion notable del efecto tras el uso continuado de la
misma cantidad de opioide y, (11) presencia de abstinencia, manifestada por la aparicion
de sintomas caracteristicos del sindrome de abstinencia de opioides o por el consumo para
aliviar o evitar dichos sintomas. Los criterios 10 y 11 no se aplican a individuos que solo
consumen opioides bajo supervision médica adecuada, y la gravedad del TCO variara
segun los criterios que cumpla el paciente (American Psychiatric Association, 2024).

3.3.1 Prevalencia

El estudio de carga global de enfermedades de 2016 estimé que la prevalencia y la
incidencia global del TCO eran aproximadamente de 27 y 3 por cada mil habitantes
respectivamente, generando un valor de 11132 afios de vida perdidos por enfermedad por
cada mil personas. Ademas, se estimd que el numero de diagnésticos aumento6 en un 18%
entre 2006 y 2016 (Vos et al., 2017). El TCO afecta especialmente a Norteamérica y
EE.UU. En este pais, cerca de 3 millones de ciudadanos sufren o han sufrido TCO,
mientras que, a nivel global, 16 millones de personas padecen este trastorno (Tabanelli et
al., 2023). Datos muy recientes indican que, en 2022, el 4% de la poblacion de EE. UU.
cumplia los criterios para el diagndstico o habian recibido tratamiento para TCO el afo
anterior, lo que afecta a mas de 9 millones de ciudadanos estadounidenses (Dowell et al.,
2024). En Espana, el 1.8% de los adolescentes entre 14 y 18 afos ha utilizado opioides
de prescripcion médica de forma recreativa en algiin momento de sus vidas (OEDA,
2023). Asi mismo, el 15.8% de los adultos espafioles ha consumido analgésicos opioides
en algiin momento, un porcentaje que ha aumentado en relacion con encuestas previas,
atribuible a un aumento en la prescripcion médica (OEDA, 2022). Se reporta una
prevalencia muy baja del consumo recreativo de opioides en poblacion espafiola, del
0.26% (Pulido et al., 2022), un valor similar al 0.3% reportado en la Union Europea
(EUDA, 2024a). Un estudio realizado en Espafna con 404 pacientes que recibieron
tratamiento con opioides para dolor crénico no oncologico durante mas de noventa dias
muestra que el 31.2% de los pacientes cumple los criterios del DSM-V para TCO
moderado o severo (Rodriguez-Espinosa et al., 2021).

28



INTRODUCCION

Prevalence of OUD
(per 100,000 people)
= 50-300
300-550
550-800
800-1,050
m 1,050-1,300
Data not available

Figura 5 | Prevalencia del TCO estandarizada por edad por cada 100000 personas. Imagen obtenida
de Strang et al., 2020.

3.3.2 Desarrollo y curso

El TCO puede comenzar a cualquier edad, aunque es frecuente que su inicio ocurra a
finales de la adolescencia o al comienzo de la veintena. Este consumo inicial puede
reflejar el deseo de aliviar el estrés o el dolor psicoldgico. Se ha mostrado que cuando
surge un TCO que precisa tratamiento, el trastorno puede persistir durante muchos afios
con periodos breves de abstinencia; sin embargo, s6lo una minoria logra alcanzar la
abstinencia a largo plazo. Los individuos con TCO suelen desarrollar respuestas
condicionadas a los estimulos relacionados con la droga, por ejemplo, ansia reactiva al
ver imagenes de la droga o su parafernalia. Estas respuestas contribuyen a las recaidas,
son dificiles de extinguir y pueden persistir durante mucho tiempo después de haber
concluido la abstinencia (American Psychiatric Association, 2024).

3.3.3 Caracteristicas asociadas y comorbilidades

Todo intento de intoxicarse con opioides puede generar una sobredosis letal o no letal,
caracterizada por la presentacion de inconsciencia, depresion respiratoria y pupilas
puntiformes. El TCO también puede estar asociado con un historial de delitos
relacionados con las drogas, como posesion o distribucion, robo y hurto. Sin embargo,
entre los profesionales sanitarios y el personal con facil acceso a medicamentos opioides
se presentan perfiles diferentes, lo que implica problemas para ejercer su profesion y para
interactuar con otros profesionales de la salud y agencias administrativas. Ademas, los
problemas matrimoniales, el desempleo y empleo irregular pueden asociarse al TCO en
todos los niveles socioecondmicos (American Psychiatric Association, 2024).

Ademas de la sobredosis, la comorbilidad mas frecuente asociada al TCO son las
infecciones viricas (VIH, VHC) y bacterianas, especialmente entre consumidores de
opioides inyectables. El TCO se suele asociar con trastornos por consumo de otras
sustancias, como tabaco, cannabis, estimulantes o benzodiazepinas. Ademads, los
individuos con TCO pueden presentar otras comorbilidades psiquiatricas, como trastorno
bipolar de tipo I, trastorno de estrés postraumatico, trastornos de personalidad antisocial,
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limite o esquizotipico, trastorno depresivo persistente o trastorno depresivo mayor. Estas
comorbilidades pueden ser previas al consumo de opioides o exacerbadas por el mismo.
Los episodios depresivos son especialmente frecuentes durante la intoxicacion crénica o
relacionados con factores de estrés fisico o psicosocial asociados al TCO. El TCO se
relaciona con un mayor riesgo de intentos de suicidio o suicidio consumado; de hecho,
existen estudios que indican que, en los consumidores habituales de opioides, el suicidio
es una causa frecuente de mortalidad. Para ilustrar el impacto de esta enfermedad, es
relevante mencionar que el indice de mortalidad en individuos con TCO es entre 6 y 20
veces mayor que en la poblacion general (American Psychiatric Association, 2024).

3.3.4 Abstinencia de opioides

La abstinencia provocada por opioides se define en el DSM-V-TR estableciendo en
primer lugar que debe haber un cese o reduccion de un consumo de opioides que ha sido
muy intenso y prolongado (de varias semanas o mas) o la administracion de un
antagonista opioide tras consumo prolongado de opioides. En el plazo de unos minutos o
varios dias después de que se produzcan los hechos citados, deben aparecer tres o mas de
los siguientes criterios: humor disforico, nauseas o vomitos, dolor muscular, lagrimeo o
rinorrea, dilatacion pupilar, diarrea, bostezos, fiebre, insomnio, piloereccion o
sudoracion. Todos estos signos o sintomas producen un malestar clinicamente
significativo o deterioro en lo social, laboral u otras areas importantes del funcionamiento,
y, ademads, no se pueden atribuir a ninguna otra afeccion médica ni se explican mejor por
otro trastorno mental, incluidas una intoxicacion o abstinencia de otra sustancia
(American Psychiatric Association, 2024).

La velocidad y gravedad de la abstinencia dependen de la semivida de eliminacion del
opioide consumido y de la duracion del consumo. En el caso de la heroina, la abstinencia
comienza entre seis y doce h tras el ultimo consumo, aunque los sintomas pueden tardar
en aparecer entre dos y cuatro dias con la metadona o buprenorfina. En el caso de la
heroina, los sintomas ceden gradualmente a lo largo de entre cinco y siete dias, aunque
los sintomas mdas cronicos como ansiedad, disforia, anhedonia, craving o insomnio,
pueden durar semanas o meses (American Psychiatric Association, 2024)

3.3.5 La crisis por sobredosis de opioides en EE. UU. Situacion en Europa

La crisis o epidemia de opioides en EE. UU. se caracteriza por la existencia de cuatro olas
de mortalidad por sobredosis de opioides entre 1999 y la actualidad (Ciccarone, 2019,
2021).

La primera ola se inicid en 1999 y alcanzé su punto méximo en 2017; esta relacionada
con los opioides de prescripcion médica. La segunda ola, sin embargo, estd vinculada al
uso de heroina. Esta ola se inici6 con un aumento de sobredosis letales en 2010, superando
en niumero de muertes a las causadas por opioides de prescripcion en 2015, y alcanzé un
pico en mortalidad en 2017. La droga responsable de la tercera ola fue el fentanilo y
analogos, asi como otros opioides sintéticos ilicitos. Esta ola se inici6é lentamente, pero
experiment6 un marcado aumento en la mortalidad en 2013-2014 y este incremento se ha
mantenido hasta la actualidad. Hoy por hoy, el fentanilo domina el mercado ilicito de
opioides en EE.UU. En la cuarta ola de mortalidad asociada a sobredosis, el fentanilo y
sus analogos son los principales causantes, aunque también se estd observando un
aumento en la mortalidad relacionada con metanfetamina y cocaina. A pesar de esto, el
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aumento en las muertes por sobredosis de psicoestimulantes parece estar entrelazado con
la crisis de opioides. El factor comtin que podria explicarlo es el policonsumo. Hay datos
que apoyan esta hipotesis: los opioides sintéticos estan involucrados en el 40% de las
muertes atribuidas a cocaina y el 14% de las atribuidas a psicoestimulantes (Ciccarone,
2019, 2021). Tanto es asi, que el fentanilo se ha convertido en un gran contribuyente a las
sobredosis mortales relacionadas con la cocaina. En un estudio empleando analisis de
orina de mas de 1 millén de pacientes, la tasa de positividad para fentanilo aumentd un
1850% en aquellos con resultados positivos para cocaina, y un 798% en los positivos para
metanfetamina entre 2013 y 2018, lo cual puede haber contribuido al aumento de
sobredosis relacionadas con estas drogas (Y. Han et al., 2019). Ademas, los datos mas
recientes describen la adulteracion del fentanilo ilicitamente producido con xilazina, un
agonista oz adrenérgico con efecto sedante usado en veterinaria. Entre junio de 2019 y
2022, la deteccion de xilazina en sobredosis inducidas por fentanilo aumento un 276%,
estando presente este sedante en un 10.9% de las sobredosis por fentanilo ilicito entre
junio de 2021 y 2022 (Kariisa et al., 2023).

Los ultimos datos consolidados del CDC muestran que los opioides sintéticos
(excluyendo la metadona), principalmente el fentanilo, estuvieron implicados en el 74.4%
de las muertes por sobredosis de drogas en EE. UU. en 2022, siendo responsables de la
muerte de 78838 ciudadanos estadounidenses. Por otro lado, el nimero de muertes por
sobredosis de opioides incrementd notablemente entre 2019 y 2022, pasando de 49860 a
81806, coincidiendo con un marcado pico de sobredosis mortales relacionadas con
fentanilo, sobre la ya de por si creciente tendencia de mortalidad por opioides sintéticos
desde 2013. A su vez, las sobredosis mortales ocasionadas por opioides de prescripcion
médica han ido disminuyendo desde su pico en 2011, con un total de 16416 muertes en
2022. Esto indica que los opioides de prescripcion médica ya no son los principales
responsables de la actual crisis de opioides. Un patron similar se observa con la heroina,
que alcanzdé un pico de 15649 muertes por sobredosis en 2016 y ha mostrado una
tendencia descendente con 5871 sobredosis mortales en 2022 (NIDA, 2023).
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Figura 6 | Mortalidad por sobredosis de diferentes drogas en EE. UU. entre los afios 1999 y 2022.
Imagen obtenida de NIDA, 2023.

En definitiva, el principal factor responsable de la crisis por sobredosis de opioides en
EE. UU., a dia de hoy, es el fentanilo (Ciccarone, 2019), y la epidemia de sobredosis por
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opioides ha sido exacerbada de manera significativa por este farmaco (Volkow & Blanco,
2023).

Es importante destacar que la situacion en Europa contrasta con la que se vive en EE. UU.
Se estima que en la Unioén Europea (EU) se registraron 6392 muertes por sobredosis de
drogas en 2022, lo que representa un ligero incremento respecto a 2021 (6166), aunque
este dato probablemente esta infraestimado. Los opioides, a menudo en combinacién con
otras sustancias, estuvieron presentes en el 74% de las sobredosis mortales reportadas en
la EU en 2022. Un factor que podria explicar el contraste con la situacion estadounidense
es que el opioide responsable de la mayoria de la sobredosis en Europa no es el fentanilo,
sino la heroina, la cual se estima estuvo implicada en mas de 1800 muertes en la EU en
2022. Los datos disponibles muestran que el fentanilo y sus analogos se asociaron a 163
sobredosis mortales en 2022 en la EU, una cifra muy diferente cuantitativa- y
cualitativamente a la de EE. UU., ya que en algunas de estas sobredosis el fentanilo
provenia de medicamentos de prescripcion y no fentanilo ilicito. En Espaiia, la heroina
estuvo implicada en el 24% de las sobredosis mortales en 2021, lo que representd un total
de 222 muertes. También se ha reportado sobredosis fatales por metadona y otros opioides
sintéticos, como los de la familia de los nitazenos, algunos de ellos mas potentes que
fentanilo. Sin embargo, estos opioides no son frecuentes, aunque han aparecido con
mayor regularidad en algunos paises balticos (EUDA, 2024b).

3.3.5.1 Factores que afectan a las olas de la crisis por sobredosis de opioides: el
papel de la oferta

Es conveniente analizar los factores involucrados tanto desde la perspectiva de la oferta
como de la demanda para comprender el desarrollo y el contexto de la actual crisis de
sobredosis por opioides en EE. UU.

Se ha aceptado que la primera ola de la crisis de sobredosis por opioides tiene un origen
1atrogénico, es decir, ocasionada por el uso de opioides de prescripcion médica en un
contexto terapéutico. Las prescripciones de medicamentos opioides se triplicaron,
empezando a aumentar en la década de 1990 y alzando su maximo en 2011. Este aumento
en prescripciones se ha correlacionado con un aumento en las sobredosis y otros efectos
adversos. Ademas, algunos autores senalan un factor relevante por el lado de la demanda:
la existencia de una poblacion envejecida con altas tasas de dolor, discapacidad, malas
condiciones socioecondmicas, baja cohesion social y malestar psicologico, factores que
podrian haber impulsado a esta poblacion a buscar opioides como solucion inicial
(Ciccarone, 2019).

La segunda ola de la crisis de opioides, caracterizada por el uso de heroina, esta
estrechamente entrelazada con la primera. Muchos usuarios que abusaban de opioides de
prescripcion médica comenzaron a consumir heroina a medida que su dependencia crecia
y necesitaban dosis mayores o mas frecuentes. Aunque técnicamente los usuarios podian
obtener opioides tanto en el circuito terapéutico como en la calle, surgio un factor clave
desde el lado de la oferta: la amplia disponibilidad de heroina de alta pureza a bajo coste.
Este hecho fue un catalizador principal en la transicion del consumo de opioides de
prescripcion médica a la heroina durante la segunda ola. Ademas, en menor medida,
también influyd la reformulacion de un medicamento que contenia oxicodona
(OxyContin®), que se actualizo para ser de liberacion prolongada con el fin de reducir su
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potencial de abuso. Sin embargo, esta estrategia fue rapidamente superada por los
usuarios, que lograban manipular las nuevas formulaciones para continuar abusando de
ellas (Ciccarone, 2019).

El fentanilo y sus andlogos son los principales responsables de la tercera ola de muertes
por sobredosis de opioides. En este punto, el fentanilo entra al mercado ilicito
sustituyendo o adulterando la heroina, o bien en forma de comprimidos falsificados que
imitan medicamentos de prescripcion médica, generalmente opioides o benzodiazepinas.
La responsabilidad de fentanilo y sus analogos en esta tercera ola se evidencia por la
correlacion regional entre las incautaciones de fentanilo y las muertes por sobredosis de
opioides sintéticos. Esta correlacion se observo, ademas, en dos regiones que ya habian
sido gravemente afectadas por la segunda ola: el noreste y centro-oeste de EE. UU. Las
disparidades regionales en el impacto de esta crisis refuerzan la idea de que la tercera ola
se origind por factores relacionados con el lado de la oferta. Si la crisis hubiera sido
impulsada principalmente por la demanda, probablemente no se habrian observado
disparidades regionales tan marcadas (Ciccarone, 2019). La oferta de fentanilo se ve
impulsada por el hecho de que su sintesis es sencilla y barata en comparacién con los
procesos necesarios para obtener heroina. Ademas, el fentanilo es extremadamente
potente, facil de ocultar y transportar, lo que reduce los riesgos de represalias legales y, al
mismo tiempo, incrementa los beneficios econémicos para quienes lo trafican. El precio
de venta del fentanilo a los narcotraficantes es muy bajo y se puede afadir a la heroina
sin que el usuario final lo note. Un informe de la DEA estima que al elaborar comprimidos
que contengan entre 1 y 1.5 mg de fentanilo, y considerando un precio de venta al
consumidor de entre 10 y 20 dolares, las organizaciones del narcotrafico podrian generar
ganancias de entre 13.3 y 20 millones de dolares (Comer & Cahill, 2019; DEA, 2016).

Teniendo esto en cuenta, ciertos autores defienden que la entrada del fentanilo en el
mercado obedece también al intento de remplazar la heroina durante periodos de
desabastecimiento. Sin embargo, evidentemente hay muchos otros factores que pueden
contribuir a esta situacion: métodos sintéticos mas eficientes, el comercio y la
comunicacion online, asi como la lenta fiscalizacion en paises productores (Pardo et al.,
2019). Ademas, ha habido un cambio en las caracteristicas demograficas de los usuarios
en esta ola. Anteriormente, las tasas de sobredosis eran mayores entre poblacion blanca
no hispanica de entre 45 y 54 afios, lo cual se atribuia a disparidades en el acceso a
servicios de salud, ya que la poblacién negra o latina tenia un menor acceso a atencion
sanitaria privada. Durante la segunda ola, las sobredosis empezaron a observarse en
personas mas jovenes, y actualmente las tasas de sobredosis estdn aumentando de manera
preocupante entre la poblacion afroamericana (Ciccarone, 2019).

En resumen, los factores relacionados con la oferta de opioides han tenido un papel mas
relevante que los de la demanda en la crisis de opioides en EE. UU. Las tres olas de esta
crisis se caracterizan por importantes factores de oferta: la excesiva prescripcion de
opioides, la disponibilidad de heroina de alta pureza y bajo coste, y la aparicién de una
nueva fuente ilicita de opioides sintéticos en forma de heroina adulterada y medicamentos
falsificados. Aunque la demanda de medicamentos opioides de prescripcion contribuy6
parcialmente a la demanda de heroina, esta ultima, a su vez, llevd de manera inesperada
a la demanda de opioides sintéticos como sustitutos o adulterantes. Actualmente, el
principal factor responsable de las muertes por sobredosis de opioides es el fentanilo
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(Ciccarone, 2019), y la epidemia de sobredosis ha sido significativamente exacerbada por
el fentanilo (Volkow & Blanco, 2023).

Para concluir, es importante abordar una cuestion derivada de la crisis de sobredosis por
opioides: ¢los usuarios de fentanilo lo consumen de forma voluntaria y consciente o lo
hacen de forma inadvertida? Para responder a esta pregunta, es fundamental considerar
que el mercado de opioides ilicitos ha evolucionado a lo largo de los afios. Articulos e
informes de afios atrds indicaban que la demanda de fentanilo por parte de los usuarios
estaba polarizada: algunos lo buscaban intensamente, mientras que otros trataban de
evitarlo por todos los medios. En el este de EE. UU., la venta de heroina adulterada con
fentanilo sigue siendo comun, mientras que en el oeste es cada vez mas frecuente
encontrar fentanilo vendido como tal (Ciccarone, 2021). Hace algunos afios, el consumo
de fentanilo por parte de los usuarios era mayoritariamente inadvertido, ya que se
presentaba como adulterante de la heroina o formaba parte de comprimidos (DEA, 2016).
Tanto es asi que existen datos de usuarios en programas de manejo de abstinencia que
indican que dos tercios de aquellos que declararon no haber consumido nunca fentanilo
dieron positivo para esta sustancia (Kenney et al., 2018). Sin embargo, la tendencia actual
apunta hacia el uso voluntario de fentanilo, lo cual es realmente preocupante. Los
consumidores afirman que el fentanilo irrumpid en el mercado de consumo de opioides
ilicitos como adulterante de la heroina, pero ahora se vende explicitamente como
fentanilo, incluso dificultando la disponibilidad de la heroina (Ciccarone et al., 2024).

Se han identificado grupos de individuos que consumen fentanilo de forma voluntaria, y
que presentan caracteristicas especificas. Estos consumidores suelen tener patrones de
abuso mas graves, viven en situaciones socioecondmicas mas precarias y cuentan con un
historial de sobredosis mds elevado. Demogréaficamente, los usuarios voluntarios de
fentanilo suelen ser hombres jovenes, de raza blanca, que presentan un patron de
policonsumo. Prefieren autoadministrase el fentanilo de forma intravenosa y lo consumen
diariamente en la via puiblica. Ademads, estos individuos enfrentan riesgos
socioecondmicos asociados como falta de vivienda, tasas mas altas de desempleo y
problemas relacionados con la privacion de libertad (Tsang et al., 2024).

En definitiva, la dominacion del mercado ilegal de opioides més potentes y de mezclas
de drogas ha resultado en un aumento sin precedentes de muertes. Los individuos que
padecen TCO tienen el mayor riesgo de morir por sobredosis de opioides y, ademas,
suelen sufrir comorbilidades psiquidtricas. El tratamiento farmacologico del TCO, junto
con intervenciones dirigidas a abordar los trastornos comorbidos, no solo prevendra las
sobredosis, sino que también facilitard la recuperacion (Volkow & Blanco, 2023).

3.3.6 Tratamiento farmacologico del TCO, sobredosis y desintoxicacion

Los medicamentos para el tratamiento del TCO (MTCO) son el gold standard para el
tratamiento de TCO ya que reducen significativamente el riesgo de muerte por sobredosis,
las infecciones asociadas al uso de drogas y el comportamiento criminal mientras los
pacientes se recuperan (Volkow & Blanco, 2023). A pesar de esto, es sorprendente la
infrautilizacién de los MTCO. En 2022, el 3.7% de los adultos estadounidenses mayores
de 18 afios necesitaban tratamiento para el TCO. De este grupo, solo el 25.1% recibio
MTCOs. Del resto, el 42.7% no percibian que necesitaran atencion y el 30% recibi6 algiin
tratamiento que no empleaba MTCOs. Los porcentajes de tratamiento fueron mayores en
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poblacién blanca no hispanica, hombres y adultos de entre 35 y 49 afios en comparacion
con otros grupos étnicos, como la poblacion negra, afroamericana, hispanica o latina (a
pesar de que estos colectivos fueron mas afectados por las sobredosis), asi como en
mujeres y en poblaciones mas jovenes o mayores (Dowell et al., 2024). Los objetivos a
largo plazo del tratamiento para el TCO incluyen la reduccion del riesgo de muerte y
enfermedad, la mejora en la salud mental, la restauracion de la esfera social (como el
empleo y las relaciones familiares) y la ausencia de problemas criminales (Bell & Strang,
2020; McLellan et al., 2005). La duracién del tratamiento con MTCOs es variable, pero
se ha demostrado que tratamientos mas prolongados estin asociados con mejores
resultados (ASAM, 2020; Dhanda & Salsitz, 2021).

Los farmacos aprobados para el tratamiento del TCO, la sobredosis por opioides y la
abstinencia inducida por opioides son la metadona, la buprenorfina, la naltrexona de
liberacion prolongada, la naloxona, el nalmefeno y la lofexidina.

3.3.6.1 Metadona

La metadona es el MTCO mas prescrito a nivel global y el que mayor evidencia tiene de
efectividad. Es una agonista total de MOR con una larga semivida de eliminacion (22 h)
que se dispensa habitualmente de forma diaria como solucion oral, lo cual hace que su
uso requiera la observacion directa de personal cualificado, al menos de forma inicial. Al
ser un agonista total sobre MOR, carece de techo terapéutico, lo que puede resultar en
sobredosis cuando se administran dosis por encima de la tolerancia del paciente o en
combinacion con otros opioides o farmacos depresores como las benzodiazepinas o el
alcohol. Una de las mayores limitaciones o problemas del tratamiento con metadona es,
que como hemos mencionado, debe de ser en mayor o menor medida administrada en
programas ambulatorios, lo que dificulta el acceso y adherencia al tratamiento,
especialmente a pacientes de areas suburbanas o rurales (Bell & Strang, 2020; Volkow &
Blanco, 2023).

3.3.6.2 Buprenorfina

La buprenorfina es un agonista parcial de MOR y antagonista de KOR (Darcq & Kieffer,
2018). Se administra frecuentemente en forma de comprimidos sublinguales en
coformulacion con naloxona para minimizar la posibilidad de abuso por via parenteral,
aunque también hay formulaciones parenterales de liberacion prolongada de
administracion semanal o mensual. El agonismo parcial sobre MOR de la buprenorfina
hace que la aparicién de depresion respiratoria severa sea menos probable, a menos que
se administre en combinacion con depresores del SNC. Ademas, el antagonismo sobre
KOR puede ayudar a mejorar los sintomas afectivos (Falcon et al., 2016). Existen
recomendaciones recientes que sugieren buscar una concentracion plasmatica sostenida
mayor a la recomendada previamente, teniendo en cuenta la posible exposicion a fentanilo
para prevenir la abstinencia y craving (Volkow & Blanco, 2023).

3.3.6.3 Naltrexona

La naltrexona es un antagonista de MOR empleado en el tratamiento del TCO. Las
formulaciones de liberacion prolongada de naltrexona que se administran mensualmente
se recomiendan en pacientes que prefieren no recibir tratamiento con agonistas opioides
y para aquellos en programas de tratamiento en condiciones de privacion de la libertad.
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El objetivo de este tratamiento es bloquear los efectos de los opioides, facilitando asi el
mantenimiento de la abstinencia y reduciendo el riesgo de recaida tras un consumo
compulsivo. La principal limitacion de estas formulaciones es que el paciente debe dejar
de consumir agonistas opioides durante, al menos, una semana antes de iniciar el
tratamiento para evitar la precipitacion del sindrome de abstinencia. Ademas, a diferencia
de lo que ocurre con los agonistas totales y parciales de¢ MOR como la metadona y la
buprenorfina, la naltrexona no causa ningtn efecto placentero opioide (drug liking). Esto
puede llevar a que los pacientes que toman naltrexona tengan un cumplimiento del
tratamiento mas erratico, lo interrumpan antes de tiempo y, en consecuencia, tengan un
mayor riesgo de sobredosis letal. A pesar de esto, la adherencia al tratamiento puede ser
adecuada en pacientes altamente comprometidos o forzados a cesar el consumo (Bell &
Strang, 2020; Strang et al., 2020; Volkow & Blanco, 2023).

3.3.6.4 Naloxona y nalmefeno: tratamiento de la sobredosis inducida por
opioides

La naloxona es un antagonista con gran afinidad por MOR que se utiliza por via
intranasal, intramuscular o intravenosa para revertir la sobredosis inducida por opioides
(Volkow & Blanco, 2023).

La administracion rapida de naloxona tras la sospecha de una sobredosis por opioides es
de vital importancia, ya que la depresion respiratoria que puede desencadenar la muerte
puede aparecer en tan solo 2 min (Green & Gilbert, 2016). Ademas, el uso de naloxona
en pacientes naive a opioides es seguro y carece de efectos adversos, aunque puede
precipitar el sindrome de abstinencia en aquellos que han usado recientemente opioides.
Una sola dosis de naloxona (4 mg intranasal o 0.4-2 mg intramuscular) es suficiente para
revertir la sobredosis entre el 75 y 100% de los casos, aunque se pueden necesitar
multiples administraciones en casos de sobredosis inducida por fentanilo debido a la corta
duracion del efecto de naloxona (60-90 min) en relacion con la del fentanilo. La ausencia
de reversion tras la administracion de naloxona puede reflejar la contribucion a la
sobredosis de otras sustancias como alcohol, benzodiazepinas o xilazina (SAMHSA,
2018). Tras la reversion de la sobredosis, el paciente debe ser tratado en urgencias para
evaluar la necesidad de una segunda dosis de naloxona, asi como la posible
administracion de lofexidina o clonidina para controlar los sintomas de la abstinencia o
el tratamiento con oxigeno o intubacion. Ademas, en este contexto se puede iniciar el
tratamiento con un agonista opioide y referir al paciente a programas ambulatorios para
el tratamiento de TCO (D’Onofrio et al., 2015; Gowing et al., 2009; Volkow & Blanco,
2023).

Ciertos autores argumentan que la eficacia de naloxona es inconsistente y que la
dosificacion ha de ser valorada con cautela para evitar precipitar el sindrome de
abstinencia. Ademas, se ha especulado sobre la necesidad de dosis grandes o repetidas de
naloxona para revertir la sobredosis inducida por fentanilo (Y. Han et al., 2019).
Respondiendo parcialmente a estas tendencias, en 2023 se autoriz6 una formulacioén nasal
de otro antagonista opioide, el nalmefeno, con indicacion para la reversion de sobredosis.
Este antagonista MOR tiene una semivida mucho mas larga que naloxona (11 h vs. 30-90
min), lo cual podria parecer beneficioso para evitar la recurrencia de la sobredosis tras
administrar naloxona. La literatura mas reciente, sin embargo, concluye que el empleo de
altas dosis de naloxona para revertir la sobredosis por fentanilo y sus analogos no es tan
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beneficioso, ya que puede precipitar el sindrome de abstinencia y la reversion puede
lograrse con dos dosis estandar de naloxona, o tres en el caso del carfentanilo (Lemen et
al., 2024). En cualquier caso, estd comprobado que los programas destinados a facilitar
el acceso y distribuir medicamentos que contienen naloxona han prevenido eficazmente
la muerte por sobredosis de opioides (Y. Han et al., 2019).

3.3.6.5 Eficacia, seguridad y eleccion de MTCOs

Una dosis de 30 mg de metadona (D’Onoftio et al., 2015) o dosis mayores a 8§ mg de
buprenorfina (Kuhlman et al., 1998) son efectivas para bloquear el inicio del sindrome de
abstinencia durante 24 h en la mayoria de los pacientes con TCO. Sin embargo, para evitar
el uso de opioides ilicitos durante el mismo periodo de tiempo son necesarias dosis mas
altas. Una dosis de 50 mg de naltrexona bloquea el receptor MOR durante un periodo de
entre 24 y 36 h (Bell & Strang, 2020).

Gran parte de los problemas de los MTCOs derivan de la adherencia al tratamiento, es
decir, el cumplimiento del mismo de acuerdo con lo prescrito. La adherencia al
tratamiento con buprenorfina es menor en comparacion con metadona (Kimber et al.,
2015; Mattick et al., 2014). Por ejemplo, el 74% de los pacientes tratados con metadona
seguian cumpliendo el tratamiento tras 24 semanas, mientras que solo el 46% de los
tratados con buprenorfina lo hicieron (Hser et al., 2014). Se ha reportado la presencia de
mas sintomas de abstinencia y de menos efectos positivos opioides en pacientes tratados
con buprenorfina en comparacién con aquellos que reciben metadona (Mattick et al.,
2014). En un estudio que compar6 el uso de opioides ilicitos cuatro afios y seis meses
después de la interrupcion del seguimiento de los tratamientos con metadona o
buprenorfina-naloxona, se observd que el uso de opioides fue mayor en los pacientes
tratados con buprenorfina. Esto se atribuye principalmente a una menor participacion en
el tratamiento, aunque la mortalidad no mostr6 diferencias significativas entre ambos
grupos de tratamiento (Hser et al., 2014).

Las formulaciones de liberacion prolongada de buprenorfina han demostrado en ensayos
clinicos ser igual de efectivas, pero no superiores, a las de buprenorfina sublingual
(Haight et al., 2019). Por otro lado, las formulaciones de liberacion prolongada de
naltrexona presentan una mejor adherencia en comparacion con la naltrexona oral de
liberacion inmediata, pero no mejor que la buprenorfina sublingual (Bell & Strang, 2020).
La dificultad en la induccidn, es decir, en el inicio del tratamiento con naltrexona, afecta
negativamente a la tasa de recaida. Aun asi, si los pacientes consiguen iniciar el
tratamiento, la eficacia es similar a la de buprenorfina (J. D. Lee et al., 2018). Ademas,
cabe mencionar que las formulaciones inyectables de liberacion prolongada de naltrexona
no siempre previenen el riesgo de sobredosis una vez los niveles plasmaticos descienden
por debajo de cierto umbral, y se han registrado casos de sobredosis mortal inducida por
opioides en pacientes expuestos a este tratamiento (Saucier et al., 2018). En definitiva, la
mayor parte de la evidencia respalda que buprenorfina y metadona tienen una eficacia
superior a naltrexona en la practica clinica (Strang et al., 2020)

En cuanto al perfil de seguridad, el uso de metadona implica la induccion de un nivel de
tolerancia en el paciente mayor al que tenia con el uso de opioides previo. Esto exige que
la dosis inicial y su aumento a lo largo del tiempo sean cuidadosamente evaluados para
evitar depresion respiratoria o sobredosis. La buprenorfina, sin embargo, al ser agonista
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parcial presenta un efecto de techo terapéutico, lo que genera un riesgo de sobredosis
significativamente menor que el que se presenta en la induccion del tratamiento con
metadona (ASAM, 2020; Bell & Strang, 2020; Kimber et al., 2015). Hay que mencionar
ademas que el cese de cualquier MTCO es un factor de riesgo importante para la
sobredosis letal (Bell et al., 2009; Degenhardt et al., 2015; Kimber et al., 2015), asi como
el consumo habitual de benzodiazepinas en pacientes de TCO (E. C. Sun et al., 2017). A
nivel cardiovascular, la metadona presenta una RAM relevante ya que puede prolongar el
intervalo QT y, en raras ocasiones causar taquiarritmias a dosis altas (Krantz et al., 2002),
mientras que la buprenorfina tiene un menor impacto sobre el intervalo QT (Wedam et
al., 2007). Por otro lado, existe cierto riesgo inevitable de que los pacientes en tratamiento
desvien o distribuyan sus MTCOs. El desvio de medicamentos opioides estd en
proporcion con la prescripcion de opioides que se administran sin supervision, lo que es
coherente con el hecho de que mas medicamentos opioides se desvian en el contexto del
tratamiento del dolor que en el del tratamiento del TCO. El riesgo de desvio de
medicamentos es mas significativo en el caso de metadona y buprenorfina debido a sus
propiedades farmacolodgicas. Por ello, segun el pais, se administran bajo observacion
directa o en programas clinicos especializados (Bell, 2010; Bell & Strang, 2020).

En cuanto a la eleccion del tratamiento, no se han encontrado caracteristicas especificas
en los pacientes que permitan predecir un mayor beneficio de un MTCO sobre otro
(SAMHSA, 2018). Por lo tanto, la eleccion se basa frecuentemente en consideraciones
practicas, como la posibilidad de acceso a un programa de tratamiento ambulatorio, la
cobertura del tratamiento por parte del seguro médico, las preferencias del paciente, los
tratamientos previos, el estado actual del TCO y el entorno en el que se lleva a cabo el
tratamiento (ASAM, 2020; Volkow & Blanco, 2023).

La metadona es el tratamiento que presenta mayor evidencia para mantener a los pacientes
en tratamiento en contextos que implican un cierto seguimiento clinico. Sin embargo,
tanto la buprenorfina como la naltrexona tienen la ventaja de que no requieren la
observacion diaria de la dosis por parte de los facultativos. Se recomienda un enfoque
flexible, ajustando la medicacion y el tratamiento seglin sea la respuesta (Bell & Strang,
2020). Teniendo en cuenta esto y el mejor perfil de seguridad de buprenorfina, se ha
mostrado que comenzar el tratamiento con buprenorfina y realizar una transicion a
metadona en caso de ineficacia de la primera es igual de efectivo que iniciar el tratamiento
directamente con metadona (Kakko et al., 2007).

En pacientes que no responden bien a los tratamientos habituales, el uso de agonistas
opioides inyectables (iOAT) como heroina o hidromorfona, ha mostrado buenos
resultados (Oviedo-Joekes et al., 2016; Strang et al., 2015). El tratamiento no solo incluye
la inyeccion de los opioides hasta tres veces al dia, sino también la administracion de
metadona para minimizar la abstinencia entre dosis. Este enfoque ha permitido que
algunos individuos con conductas adictivas graves dejen de consumir opioides ilicitos,
rompiendo asi la asociacion de estos con riesgos su salud y actos delictivos. El principal
inconveniente de ese tratamiento es el alto nivel de atencion sanitaria que requiere varias
veces al dia durante meses o afios, asi como su elevado coste y las implicaciones politicas.
No obstante, hay ensayos clinicos que han mostrado que es un enfoque beneficioso y
factible en paises como Suiza, Holanda, Canadd o Dinamarca en pacientes con TCO
refractario al tratamiento (Bell & Strang, 2020; Strang et al., 2020; Tsang et al., 2024).
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[Tiene el tratamiento del TCO inducido por fentanilo connotaciones diferentes que el
TCO inducido por otros opioides? Lo cierto es que los sistemas de salud enfrentan
dificultades para adaptar los tratamientos a individuos dependientes de fentanilo con TCO
grave. Los tratamientos para TCO pueden ser insuficientemente efectivos para manejar
los sintomas de abstinencia en pacientes dependientes de fentanilo (Englander et al.,
2024; Shearer et al., 2022; Tsang et al., 2024; Volkow & Blanco, 2023). En muchos casos,
los usuarios de fentanilo continian consumiendo opioides durante el tratamiento o lo
abandonan, lo que estd fuertemente correlacionado con una mayor mortalidad y otros
efectos adversos graves (Barnett et al., 2021; Simon et al., 2020; Southern et al., 2012;
Tsang et al., 2024). Los datos sobre la eficacia de la metadona o buprenorfina en el
tratamiento del TCO inducido por fentanilo ilicito son limitados. Un estudio retrospectivo
mostré que el tratamiento con buprenorfina durante seis meses produjo tasas de
abstinencia similares entre pacientes dependientes de fentanilo y heroina. El
mantenimiento con metadona redujo el riesgo de muerte y promovio la abstinencia en
usuarios de fentanilo, aunque las tasas de recaida fueron elevadas (A. C. Stone et al.,
2018). En un estudio de 2020, el 53% de los pacientes con TCO que dieron positivo en
analisis de orina para fentanilo se mantuvieron en tratamiento durante un ano, y el 99%
de los que completaron el tratamiento consiguieron cesar el consumo de fentanilo (A. C.
Stone et al., 2020). Otro estudio previo de los mismos autores mostrd que el 89% de los
pacientes que iniciaron tratamiento con metadona se mantuvieron abstinentes durante seis
meses, pero la exposicion a fentanilo fue frecuente (71%) antes, durante y después del
tratamiento con metadona, siendo la tasa de recaida del 57%. Los autores sugieren que a
pesar de la nocion de que la potencia de fentanilo puede reducir la eficacia del tratamiento
con metadona, este enfoque es seguro, puede lograr la abstinencia y protege a los
pacientes expuestos al fentanilo del riesgo de muerte (A. C. Stone et al., 2018). El
tratamiento con metadona podria ser preferible para pacientes con alto riesgo de
interrumpir el tratamiento con MTCOs y de sufrir sobredosis. Estan surgiendo estudios
comparativos que muestran una mayor probabilidad de cesar el tratamiento con
buprenorfina-naloxona en comparacioén con aquellos que reciben metadona (Nosyk et al.,
2024). A pesar de estas evidencias, se necesita mas investigacion para definir una dosis
Optima en pacientes con alta tolerancia a los opioides, como aquellos que consumen
fentanilo, asi como establecer protocolos de induccidn especificos para estos pacientes.
Ademas, es posible que estos pacientes también se beneficien de una escalada mas rapida
entre la dosis inicial y la dosis terapéutica (Volkow, 2024).

En cuanto al uso de buprenorfina para el tratamiento del TCO en una situacion marcada
por el uso de fentanilo, se ofrecen recomendaciones especificas. Una de ellas es la
busqueda de una concentracion plasmadtica sostenida mayor a la recomendada
previamente, teniendo en cuenta la posible exposicion a fentanilo para prevenir la
abstinencia y craving (Laffont et al., 2022). Ademas, se sugiere el empleo de dosis altas
de buprenorfina y/o la induccidon con dosis bajas, dado que la acumulacion de fentanilo
en tejidos periféricos aumenta el riesgo de inducir sintomas de abstinencia y dificulta la
induccion del tratamiento con buprenorfina (Antoine et al., 2021; Baca-Atlas & Williams,
2021; Klaire et al., 2019).

Ciertos autores opinan que la experiencia con agonistas opioides es limitada (Tsang et al.,
2024) y es necesaria la investigacion sobre otras alternativas como morfina oral de
liberacion lenta (Socias et al., 2020) o incluso el uso de agonistas opioides inyectables

39



INTRODUCCION

(10AT) con fentanilo (Azar et al., 2022; Krausz et al., 2022). Existe una necesidad urgente
de elaborar una guia para elegir un MTCO que se ajuste a cada perfil de paciente con
TCO, y esta necesidad es atin mas marcada en el caso del TCO inducido por fentanilo.
No abundan los ensayos clinicos que evalten la eficacia de los MTCO en el TCO inducido
por fentanilo en comparacion con otros opioides, y el tratamiento de este tipo de TCO
puede ser mas complejo y desafiante. Se necesitan mas estudios que comparen la
efectividad de los MTCO, asi como los protocolos de induccion y las dosis en el contexto
del TCO inducido por fentanilo. También es fundamental mejorar la adherencia al
tratamiento con MTCOs, determinar la duracion optima de tratamiento y optimizar las
estrategias para aumentar el nimero de pacientes que deciden acceder a este tipo de
tratamiento (Volkow & Blanco, 2023).

En definitiva, aunque los tratamientos con MTCO disponibles son muy efectivos, no
todos los pacientes se benefician de ellos y las tasas de abandono del tratamiento y recaida
son elevadas. Es necesario desarrollar estrategias que mejoren la adherencia al
tratamiento y que se enfoquen en obtener resultados clinicos mas alla de la abstinencia,
como la reduccién del craving, insomnio, la gravedad del TCO y el consumo de
sustancias. Ademas, se deben identificar biomarcadores aceptables para monitorizar el
desarrollo de nuevos medicamentos por parte de la FDA, incluyendo parametros
reportados por los pacientes (Volkow & Blanco, 2023).

3.3.6.6 Desintoxicacion, lofexidina y otros tratamientos

La desintoxicacion, es decir, la abstinencia supervisada en un contexto médico puede ser
adecuada antes iniciar el tratamiento con naltrexona de liberacion prolongada ya que
requiere un minimo de una semana de abstinencia. Sin embargo, no estd recomendada
como tratamiento del TCO dado que la mayoria de los pacientes recaen y el riesgo de
sobredosis es marcadamente alto debido a la pérdida de la tolerancia (Dhanda & Salsitz,
2021; Kakko et al., 2003). En el contexto de la desintoxicacion, se puede emplear dosis
decrecientes de buprenorfina o metadona, ademas de farmacos agonistas o> adrenérgicos
como lofexidina o clonidina (uso fuera de indicacion), que presentan menores barreras de
prescripcion y una eficacia y seguridad similares a los agonistas opioides en la reduccion
de los sintomas de abstinencia derivados de la hiperactividad noradrenérgica. Sin
embargo, estos farmacos no afectan otros sintomas, como el craving o la anhedonia y son
mas costosos (Gowing et al., 2009, 2016; Y. Han et al., 2019; Walsh et al., 2003). También
existe un protocolo mas rapido consistente en una unica dosis de buprenorfina seguida de
dosis ascendentes de naltrexona oral junto con clonidina y otros medicamentos
adyuvantes, como clonazepam o proclorperazina (Sullivan et al., 2017).

3.3.6.7 Tratamiento no farmacologico del TCO

La gestion de contingencias, la terapia cognitiva conductual y otros tratamientos
conductuales para el TCO no presentan evidencia robusta de ser efectivos en el
tratamiento. Una de las evidencias mads claras de esta ausencia de efectividad es que estos
enfoques no consiguen incrementar la adherencia al tratamiento o la abstinencia en el
manejo clinico (Strang et al., 2020; Volkow & Blanco, 2023). Por ejemplo, un estudio
reporta que la adherencia al tratamiento con cualquiera de los MTCO es, al menos, el
doble en comparacion con los pacientes que solo reciben terapia conductual (67 dias, 324
para metadona) (Hadland et al., 2018). Aun asi, hay que mencionar que la psicoterapia

40



INTRODUCCION

puede beneficiar a ciertos pacientes, especialmente a aquellos con comorbilidades
psiquiatricas, y muchas agencias aceptan su uso por un posible efecto sinérgico con el
tratamiento con MTCOs (SAMHSA, 2018; Strang et al., 2020).

4. Neurobiologia del TCO

Un marco conceptual para explicar la neurobiologia del TCO y otros trastornos por uso
de sustancias consiste en tres etapas de un ciclo: intoxicacién y consumo intensivo,
abstinencia y afecto negativo, y anticipacion y preocupacion (o craving). Estas etapas
reflejan la desregulacion de tres dominios funcionales: la saliencia de incentivos y/o los
habitos, los estados emocionales negativos y las funciones ejecutivas. Cada una de estas
etapas y dominios funcionales estd mediada principalmente por tres circuitos neuronales:
ganglios basales, amigdala extendida y corteza prefrontal (PFC), respectivamente. Estas
tres etapas se retroalimentan entre si, haciéndose cada vez mas intensas y llevando al
estado patoldgico conocido como adiccion. En este marco, la adiccion a opioides se define
como un trastorno crénico recidivante que cursa con la compulsion en la bisqueda y el
consumo de la sustancia, la pérdida del control para limitar su consumo, y la aparicion de

un estado emocional negativo en ausencia de la sustancia, lo que finalmente conduce a la
recaida (Koob, 2020; Koob & Volkow, 2016).
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Figura 7 | Etapas del ciclo de l1a dependencia a las drogas. La actividad de ganglios basales, amigdala
extendida y PFC estd implicada en las fases de intoxicacion/consumo intensivo, afecto
negativo/abstinencia y preocupacion/anticipacion de la conducta adictiva, representados en color azul,
rojo y verde respectivamente. Imagen tomada de Strang et al., 2020.

De forma muy resumida, el consumo intensivo de opioides y su correspondiente
abstinencia conducen a la aparicion recurrente de hipohedonia (disminucién de los
efectos placenteros de la droga y otros reforzantes), un estado emocional negativo,
hiperalgesia y respuestas comportamentales al estrés mas pronunciadas, que el individuo
intenta mitigar consumiendo mas opioides. En este marco tedrico, el abuso de la sustancia
se intensifica o reaparece durante la abstinencia de forma compulsiva debido al refuerzo
negativo, ya que el consumo previene o alivia temporalmente el malestar emocional
asociado con la abstinencia, conocido como hiperkatifeia. Esta blisqueda compulsiva
intenta restaurar un estado hedonico normal, el cual ha sido desplazado por la carga
alostatica derivada del consumo repetido de la sustancia y la generacion de procesos

oponentes, lo que provoca una desviacion de un estado heddnico homeostatico a un estado
heddnico alostatico (Koob, 2020).
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La interrupcidon del consumo, especialmente en el caso de opioides, provoca estados
emocionales negativos tanto en la abstinencia aguda como prolongada, lo que anade un
segundo factor motivacional que se suma al refuerzo negativo. La abstinencia prolongada
incluye elementos residuales de estados emocionales negativos y craving inducido por
estimulos contextuales y asociados a la droga, lo que contribuye a la fase de
preocupacion/anticipacion. Es importante destacar que un individuo puede entrar en el
ciclo en diferentes etapas. A diferencia de lo que ocurre con otras drogas de abuso, la fase
de refuerzo negativo puede ser la primera en aparecer en el TCO, ya sea por
automedicacion o por el manejo del dolor crénico (Koob, 2020).

4.1 Bases neurobiologicas de la fase de consumo intensivo e intoxicacion

Los agonistas MOR son fairmacos y drogas con potentes efectos reforzantes en animales
de experimentacion y humanos. Esto se evidencia claramente por el hecho de que ratones,
ratas, primates no humanos y humanos se autoadministran opioides y muestran
preferencia por lugares asociados a opioides en modelos de Condicionamiento de
Preferencia de Lugar (CPP) (Strang et al., 2020).

Como todas las drogas de abuso, los opioides activan los sistemas de recompensa
mesocorticolimbicos (Koob & Volkow, 2016). El elemento central responsable del efecto
reforzante en este circuito es la proyeccion de neuronas dopaminérgicas desde el area
tegmental ventral (VTA) hacia el nucleus accumbens (NAcc). En el caso de los opioides,
este efecto estd mediado por la reduccion del tono inhibitorio de las interneuronas
GABA¢érgicas en el VTA debido a la accion de MOR en estas poblaciones. La
disminucion del control inhibitorio de las interneuronas GABAérgicas sobre las neuronas
dopaminérgicas del VTA potencia la neurotransmisiéon dopaminérgica hacia el NAcc,
incrementando asi la sefializacién de recompensa (Fields & Margolis, 2015; Johnson &
North, 1992; Wise & Rompre, 1989).
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Figura 8 | Neurobiologia del refuerzo opioide. El agonismo MOR por parte de opioides, en este caso
fentanilo, provoca en el VTA la desinhibicién de neuronas dopaminérgicas que proyectan hacia el NAcc.
La neurotransmisién dopaminérgica entre VTA y NAcc se ve también sometida a control excitatorio por
parte de proyecciones glutamatérgicas desde PFC, Amy (amigdala), o HP (hipocampo). Imagen realizada
con BioRender.
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Aunque esta hipotesis de la desinhibicidn es la mas aceptada, respaldada por numerosos
estudios farmacolégicos y electrofisioldgicos, no es el Ginico mecanismo que podria
influir en el papel de los MOR en la neurotransmision dopaminérgica. Los MOR también
son abundantes en areas que reciben aferentes dopaminérgicos, notablemente en neuronas
del NAcc que proyectan hacia el VTA (Charbogne et al., 2017; Cui et al., 2014). Ademas,
se ha documentado la existencia de recompensa inducida por opioides a través de
mecanismos independientes de dopamina (DA) (Ettenberg et al., 1982; Hnasko et al.,
2005; Laviolette & Van Der Kooy, 2004; Narayanan et al., 2004; A. C. W. Smith et al.,
2024), aunque se sabe poco del papel en el refuerzo de opioides de las neuronas que
expresan MOR mas alla de aquellas en el VTA (Darcq & Kieffer, 2018; Koob & Volkow,
2016).

Durante la fase de consumo intensivo/intoxicacion se produce el refuerzo condicionado.
En este proceso, estimulos neutros sin valor reforzante intrinseco se asocian a un estimulo
reforzante como es la droga. De esta forma, un estimulo neutro pasa a ser considerado un
estimulo reforzante por si mismo, denominado estimulo condicionado (Koob & Volkow,
2016). El refuerzo condicionado constituye una de las bases para el desarrollo de la teoria
de la sensibilizacion a incentivos (Robinson & Berridge, 1993). Esta teoria postula que la
droga sensibiliza los circuitos cerebrales encargados de atribuir valor de incentivo a los
estimulos, lo que provoca que el individuo se vuelva hiperreactivo tanto a la droga como
a los estimulos asociados a la misma. Ademas, sugiere que la atribucion de valor de
incentivo a la droga y a los estimulos asociados evoluciona de forma independiente a las
adaptaciones neuronales que median la variacion en el efecto subjetivo hedoénico de la
droga y a los sistemas que regulan la abstinencia. Los procesos de refuerzo condicionado
y saliencia de incentivo, ambos mediados por el sistema de recompensa
mesocorticolimbico, son constructos que fundamentan parte de la metodologia empleada
a nivel preclinico, como los procedimientos de busqueda de droga inducida por estimulos
condicionados, la conducta de autoadministracion y posiblemente, la transicion hacia la
busqueda compulsiva de droga (Koob & Volkow, 2016). Un estudio en primates no
humanos muestra estos fenémenos de forma particularmente ilustrativa (Schultz et al.,
1997). En este estudio se mostrd como las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas dejan
de activarse tras la exposicion repetida a un refuerzo y, en su lugar, empiezan a hacerlo
ante la simple presentacion del estimulo condicionado que precedia el refuerzo. Para que
este proceso de condicionamiento, en el que se otorga saliencia de incentivo a un estimulo
condicionado originalmente neutro, ocurra, es necesaria la sefializacion fasica de DAy la
actividad de este neurotransmisor en los receptores de dopamina D1 de baja afinidad
(Koob & Volkow, 2016; Ungless et al., 2001).

La sefalizacion fasica dopaminérgica en el estriado ventral inducida por la droga o por
estimulos condicionados conduce al reclutamiento de bucles estriado-palido-
talamocorticales que actiian sobre el estriado dorsal, lo cual conduce a la formacion de
habitos (Belin et al., 2009) y estd implicado en la busqueda compulsiva de drogas (Belin
& Everitt, 2008). La capacidad de los estimulos condicionados para reclutar estos
circuitos potencia la progresion del ciclo adictivo y contribuye a explicar el craving y el
consumo compulsivo cuando individuos dependientes son expuestos a estimulos
condicionados o a contextos de estrés asociados a estados emocionales negativos (Koob
& Volkow, 2016). El refuerzo condicionado y la saliencia de incentivo parecen emplear
la sefializacion dopaminérgica para mantener la motivacion de consumir, incluso cuando
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los efectos farmacolodgicos de la droga son menores (Schultz et al., 1997; Volkow et al.,
2014; Volkow & Morales, 2015). Por el contrario, a medida que se progresa en el ciclo
de la conducta adictiva, los cambios en la actividad tonica dopaminérgica de neuronas
que proyectan a la PFC generan niveles estables inferiores de DA, lo que parece ser
responsable de las alteraciones en la funcion ejecutiva y la toma de decisiones en un
mecanismo mediado por receptores D1 (Bello et al., 2011; Caine et al., 2002; Koob &
Volkow, 2016). La ya comentada sefalizacion fasica dopaminérgica provocada por la
administraciéon de drogas de abuso genera neuroadaptaciones en los circuitos de los
ganglios basales. Se han descrito neuroadaptaciones a nivel sindptico en los receptores de
glutamato NMDA y AMPA en proyecciones glutamatérgicas desde la PFC y la amigdala
hasta el VTA y el NAcc (Kalivas, 2009; Liischer & Malenka, 2011; Wolf & Ferrario,
2010). El circuito de recompensa mesocorticolimbico no esta aislado y posee aferentes y
eferentes que interaccionan con circuitos implicados en la regulacion del estado de d&nimo,
la reactividad al estrés (amigdala, hipotdlamo, habénula) y la interocepcion (insula,
corteza cingulada anterior). La funcidon equilibrada de estos circuitos genera un control
inhibitorio adecuado, asi como una correcta toma de decisiones, procesamiento de
recompensa, gestion del estrés, motivacion y memoria. Las drogas de abuso, de hecho,
alteran estos circuitos mediante neuroadaptaciones relacionadas con la sefializacion de
DA, encefalinas, glutamato, GABA, noradrenalina, factor liberador de corticotropina
(CRF), dinorfinas, neuropéptido Y y endocannabinoides (Koob & Volkow, 2016).

4.2 Bases neurobiologicas de la fase de abstinencia/afecto negativo: hiperkatifeia

La etapa de abstinencia/afecto negativo esta marcada por el refuerzo negativo (Koob &
Volkow, 2016). El refuerzo negativo asociado con la busqueda compulsiva de opioides
deriva de la bien establecida teoria de los procesos oponentes. Esta teoria, de forma breve,
sostiene que se desencadena un proceso oponente de disforia (proceso b) que sigue al
proceso inicial de euforia (proceso a) inducido por el opioide. El proceso b se incrementa
con el consumo repetido, lo cual se traduce en el desarrollo de abstinencia y dependencia.
El desarrollo del proceso b refleja la aparicion de un estado emocional negativo en
oposicion a los efectos heddnicos (proceso a) del opioide, caracterizado por malestar,
irritabilidad, alexitimia, ansiedad, disforia y efectos subjetivos de incomodidad, asi como
la sensacion de no sentirse hedonicamente normal (eutimico). Todos estos sintomas son
indicativos de abstinencia. Este estado emocional negativo ha sido acufiado como
hiperkatifeia y se ha propuesto que empeora a medida que progresa el consumo repetido.
La hiperkatifeia es una entidad disociable de los sintomas somaticos de abstinencia y de
los trastornos psiquidtricos comorbidos o relacionados con el TCO (Koob, 2020; Koob &
Le Moal, 1997, 2008).
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Figura 9 | Tono hedénico y accion de los sistemas de recompensa y anti-recompensa en el ciclo de
la conducta adictiva. Con la evolucion de la conducta adictiva se produce un cambio en el tono hedénico
como resultado de una desviacion del punto de partida hedoénico. Esto ocurre debido a la regulacion a la
baja del sistema recompensa y al reclutamiento de los sistemas de estrés, también denominado sistema
de anti-recompensa. Imagen tomada de Kakko et al., 2019.

Mientras que en la etapa de intoxicacion el uso de la sustancia genera un gran refuerzo
positivo, en la etapa de abstinencia el refuerzo negativo se convierte en el principal factor
motivante que conduce a la busqueda de la droga. El individuo se esforzara por reducir,
finalizar o prevenir el estado emocional negativo. El consumo de la sustancia se requiere
de forma mas abundante y recurrente para mantener o incluso aproximarse a la eutimia,
un estado animico normal. En resumen, el consumo intensivo de opioides y su
correspondiente abstinencia conducen a la repetida aparicion de hipohedonia,
hiperkatifeia, hiperalgesia y respuestas comportamentales frente al estrés, que son cada
vez mas pronunciadas, las cuales el individuo trata de evitar consumiendo mas. En este
marco teorico, el abuso de la sustancia se escala o renueva (en la abstinencia) de forma
compulsiva por efecto del refuerzo negativo ya que este previene o alivia transitoriamente
el estado emocional negativo de la abstinencia (hiperkatifeia). Esta busqueda compulsiva
trata de mantener un estado heddnico normal inalcanzable por el efecto del consumo
repetido de la sustancia y la generacion de procesos oponentes, con la consecuente
desviacion de un estado hedonico homeostatico a un estado hedoénico alostatico (Koob,
2020).

Las neuroadaptaciones implicadas en la etapa de abstinencia y afecto negativo se pueden
producir dentro del sistema de recompensa (neuroadaptaciones intrinsecas o dentro del
sistema) o en sistemas ajenos al mismo (neuroadaptaciones extrinsecas o entre sistemas),
concretamente, en los sistemas cerebrales relacionados con el estrés (Koob, 2020).

4.2.1 Neuroadaptaciones entre sistemas

La amigdala extendida juega un papel muy relevante en las neuroadaptaciones entre
sistemas durante la etapa de abstinencia e hiperkatifeia tanto a nivel neuroquimico como
en los circuitos cerebrales. Este complejo estd implicado en los circuitos cerebrales
relacionados con el estrés y consta de varias estructuras, entre las cuales se encuentran el
nucleo del lecho de la estria terminal (bed nucleus of stria terminalis, BNST), el nticleo
central de la amigdala (CeA), la sustancia innominata sublenticular y el NAcc shell
(Heimer & Alheid, 1991). Estos circuitos, mediados por sefalizaciéon de CREF,
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noradrenalina y dinorfina entre otros neurotransmisores, son uno de los principales
factores que conducen a los estimulos aversivos de la abstinencia opioide que causan la
busqueda compulsiva (Koob, 2020). El bloqueo de receptores noradrenérgicos y de CRF
en CeA o BNST impide los efectos aversivos de la abstinencia de opioides, como lo
demuestran experimentos en los que se previene el desarrollo de aversion al lugar
condicionado por abstinencia de opioides (Delfs et al., 2000; Heinrichs et al., 1995;
Watanabe et al., 2003). Los mismos sistemas neurofarmacologicos que median los efectos
aversivos de la abstinencia a opioides también estan implicados en el consumo y busqueda
compulsiva caracteristicos de los modelos animales de autoadministracion intravenosa de
acceso extendido. Tanto los antagonistas adrenérgicos como los de CRF, disminuyen de
forma dosis dependiente el consumo compulsivo en ratas sometidas al modelo de
autoadministracion intravenosa de acceso extendido (Greenwell, Funk, et al., 2009;
Greenwell, Walker, et al., 2009; P. E. Park et al., 2015).

La sefializacion por dinorfinas se activa tras la presentacion de estresores, y, de hecho, el
bloqueo de los KOR elimina los efectos aversivos del estrés y reduce los sintomas de
depresion en modelos preclinicos (Knoll & Carlezon, 2010; Land et al., 2008). Ademas,
la activaciéon de KOR disminuye la liberacion de DA en el NAcc y produce aversion
condicionada por lugar (Shippenberg et al., 2007). Asi, esta bien establecido que los
antagonistas KOR no bloquean los efectos reforzantes de heroina, que son similares a
euforia, mientras que si inhiben la potenciacion del refuerzo del opioide inducida por
estrés, la reinstauracion de la conducta de busqueda de la droga provocada por estrés y la
escalada del consumo en modelos animales de acceso extendido (Schlosburg et al., 2013).

Existen otros neurotransmisores y areas cerebrales implicados en las neuroadaptaciones
entre sistemas durante esta etapa. En condiciones de abstinencia a opioides, se activa el
neuropéptido Y, la oxitocina y los sistemas endocannabinoides en la amigdala extendida
para compensar la reaccion de estrés asociada a la abstinencia (Koob, 2020).

En pacientes dependientes de opioides de prescripcion médica se han descrito marcadas
alteraciones en la estructura y conectividad de la amigdala: perdida volumétrica bilateral,
disminucién de la anisotropia en aferentes y eferentes de la amigdala y disminucién de
conectividad funcional en circuitos neuronales que implican la amigdala, insula y NAcc,
incluyendo una disminucion en la conectividad funcional entre amigdala y sustancia gris
periacueductal (PAG) (Upadhyay et al., 2010). La PAG es conocida por su papel en el
procesamiento del dolor en la via espinotaldmica y el componente emocional del dolor
por la via parabraquial a través de sus conexiones con la amigdala. Ademads, estd
implicada en la hiperkatifeia (Koob, 2020; Price, 2000). Por ejemplo, la administracién
local en PAG de un inhibidor de encefalinasa bloquea la abstinencia a opioides precipitada
por naloxona (Fukunaga et al., 1998; Maldonado et al., 1992). Uno de los mecanismos
que se postula para mediar las neuroadaptaciones en el PAG involucra las respuestas
neuroinflamatorias, dado que la tolerancia a morfina se desarrolla en paralelo con el
incremento en la expresion génica de factores proinflamatorios en la PAG, como el
receptor TLR-4 (Toll-like receptor 4), el factor de necrosis tumoral a (TNFa) o la
interleucina-1 (IL-1PB). Este estado proinflamatorio conduce a un aumento en
neurotransmision excitatoria mediada por el incremento del tono glutamatérgico, el cual
se desarrolla hipotéticamente para compensar activamente el efecto inhibitorio analgésico
de la morfina (Eidson et al., 2016; Eidson & Murphy, 2013; X. Wang et al., 2012).
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Ademas, la induccion del gen que codifica la citoquina antinflamatoria interleucina-4
aminora los sintomas de abstinencia en un modelo murino (Yi et al., 2017), mientras que
la disminucion de la expresion de TNFa al inicio del tratamiento con morfina, reduce la
abstinencia precipitada en ratas (Hao et al., 2010).

Las adaptaciones descritas hasta ahora se denominan neuroadaptaciones fuera del
sistema, ya que no generan efectos directamente dentro del sistema de recompensa. Por
otro lado, estan aquellas que se producen en el sistema de recompensa (Koob, 2020).

4.2.2 Neuroadaptaciones dentro del sistema de recompensa

Como hemos visto, los receptores MOR median el efecto reforzante de los opioides,
ademas de la tolerancia. Las neuroadaptaciones dentro del sistema de recompensa pueden
ocurrir a nivel celular, a corto y largo plazo, a nivel de receptores MOR, proteinas G
acopladas a estos o segundos mensajeros. Se ha descrito la desensibilizacion del receptor
y el remodelado de espinas dendriticas, lo que indica que la tolerancia a nivel celular esta
influenciada por la suma de multiples factores (Koob, 2020).

A nivel de circuitos neuronales, la abstinencia de opioides se asocia con la disminucion
de los niveles extracelulares de DA en el NAcc y el sistema mesolimbico, ademas de una
reduccién en la generacion de potenciales de accion (Diana, 2011; Pothos et al., 1991;
Rossetti et al., 1992). La administracion créonica de morfina se asocia con una disminucion
en el tamafio de neuronas dopaminérgicas en el VTA y un aumento en la sensibilidad a
los antagonistas de receptores dopaminérgicos. Ademads, se ha descrito un aumento en la
actividad de GABA (Bonci & Williams, 1997) y en la sensibilidad de receptores
metabotrdpicos de glutamato (mGlu), lo que genera una disminucion en la liberacion de
glutamato en el VTA conduciendo a un estado hipodopaminérgico (Koob, 2020).

En humanos se ha encontrado una menor disponibilidad basal del receptor de dopamina
D2 en el estriado de pacientes dependientes de opioides en comparacion con controles
(G. J. Wang et al.,, 1997). La disponibilidad de receptores D2 en putamen se ha
correlacionado negativamente con los afios de consumo de opioides. Una de las teorias
sobre este estado hipodopaminérgico sugiere que el AMPc (adenosin monofosfato
ciclico) de la cascada de sefializacion opioide acaba activando la produccion de dinorfina
en el NAcc shell (Koob, 2020).

Otra area que ha mostrado un papel importante en la abstinencia es la habénula lateral.
Esta region cerebral estd conectada con las areas del circuito de recompensa
mesocorticolimbico y participa en la codificacion y mediacion de estados aversivos
(Hikosaka, 2010). La activacion de esta area inhibe las neuronas dopaminérgicas del
VTA, por lo que se especula que esta drea media los efectos aversivos de las drogas de
abuso y de su abstinencia (Lecca et al., 2014). Por ejemplo, la administracion en habénula
lateral de un inhibidor de la protein quinasa 2 dependiente de calcio/calmodulina
(CaMKII) elimina la aversion de lugar inducida por naloxona en ratones dependientes de
morfina. Ademas, se ha descrito la sobreexpresion de CaMKII en la habénula lateral de
ratas y ratones sometidos a un modelo cronico de administracion de morfina (Chen et al.,
2008; J. Wang et al., 2017). En humanos, se ha observado un aumento de la conectividad
habénula-estriado en pacientes en condiciones de evitacion de abstinencia o aversion
(Curtis et al., 2017; Koob, 2020)
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En resumen, la administracion cronica de opioides desregula los sistemas
neurofarmacoldgicos que se encuentran en la interseccion de los sistemas de recompensa
y estrés en el NAcc y en la amigdala extendida. El resultado es una disminucion de la
funcién de refuerzo y un incremento del estrés y el dolor. Los sistemas cerebrales pro-
estrés pueden conducir a la aparicion de hiperkatifeia y los sistemas anti-estrés pueden
revertirla (Koob, 2020).

4.2.3 Abstinencia condicionada

Dentro de la etapa de abstinencia juega un papel importante el concepto de la abstinencia
condicionada. Las neuroadaptaciones en los sistemas de recompensa y estrés posibilitan
una rapida recaida meses o incluso afios tras la desintoxicacion y el inicio de la abstinencia
de opioides. El craving y la conducta de busqueda de droga no estdn asociados
unicamente al deseo de obtener los efectos hedonicos y positivos de los opioides, también
pueden ser desencadenados por estimulos y contextos asociados a la abstinencia a través
del proceso de abstinencia condicionada (Koob, 2020).

Este fenomeno se ha ejemplificado claramente en pacientes en tratamiento con metadona
a los que se precipitd un sindrome de abstinencia leve mediante naloxona. La presentacion
de un estimulo neutro, en este caso aroma a menta (estimulo condicionado) asociado
repetidas veces a la abstinencia (respuesta incondicionada), puede acabar generando por
si mismo sintomas subjetivos y fisiologicos del sindrome de abstinencia inducido por
opioides (O’Brien et al., 1977). Este fendmeno también ha sido modelado en animales en
los protocolos de aversion de lugar condicionado y autoadministracion intravenosa
operante. En un modelo de autoadministracion intravenosa operante de heroina en ratas,
los individuos fueron condicionados de tal forma que se estableci6 la asociacion de un
olor y una luz con la abstinencia precipitada por naloxona. La posterior presentacion a
este olor y luz, en ausencia de tratamiento con naloxona, provocd abstinencia
condicionada evidenciada por el aumento de umbral de autoestimulacion intracraneal y
un aumento en el consumo de heroina. Asi, el estimulo condicionado parece predecir el
inicio de la abstinencia y el déficit de refuerzo, lo que puede jugar un papel fundamental
en la aparicion del craving y la recaida en humanos (Kenny et al., 2006). En un estudio
publicado este mismo afio, los autores proponen un modelo operante de refuerzo negativo
que genera dos grupos de ratas segin su capacidad para evitar la abstinencia condicionada
inducida por naloxona (Chow et al., 2024). Ademas, se ha descrito la activacion de la
amigdala extendida en respuesta a aversion condicionada por lugar medida por la
expresion de la proteina Fos (Gracy et al., 2001). Diferentes estudios apuntan a un papel
fundamental de la conexion entre amigdala basolateral y la amigdala extendida en la
mediacion del craving inducido por estimulos de valencia negativa, como muestra el
hecho de que la inactivacion bilateral de la amigdala basolateral bloquea el desarrollo de
abstinencia condicionada a opioides (Schulteis et al., 2000).

4.3 Bases neurobiologicas de la etapa de preocupacion/anticipacion: craving

La etapa de preocupacion/anticipacion desempeiia un papel esencial en el fendmeno de
recaida en humanos, y es probablemente, la responsable de que los trastornos por
consumo de sustancias (TCS) se definan como una enfermedad cronica recidivante. Esta
etapa siempre se ha asociado al constructo del craving, es decir, el intenso deseo de
consumir, a pesar de que este fenomeno es dificil de valorar en la clinica y no siempre
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correlaciona con la recaida. En cualquier caso, discernir los mecanismos neurobioldgicos
implicados en la recaida y desarrollar tratamientos para prevenirla, hace que el estudio de
esta etapa sea fundamental (Koob & Volkow, 2016).

En esta etapa el individuo reinstaura su conducta de busqueda de la droga tras la
abstinencia. El control ejecutivo sobre la saliencia de los incentivos ante estimulos
condicionados es esencial para el mantenimiento de la conducta dirigida a un objetivo y
la flexibilidad en las asociaciones entre estimulo y respuesta. En ratas, la corteza
prefrontal (PFC) envia eferentes glutamatérgicos directos a neuronas dopaminérgicas en
VTA, y, por lo tanto, ejerce un control excitatorio de la frecuencia de los potenciales de
accion y la liberacion de DA en la PFC (Geisler & Wise, 2008). Dado que existen
proyecciones dopaminérgicas desde el VTA hacia el NAcc, las proyecciones
glutamatérgicas de PFC podrian contribuir al desarrollo de saliencia de incentivos.

También surgen proyecciones glutamatérgicas desde la PFC al caudado y el estriado
ventral que modulan el control del sistema estriado-palido-talamo-cortical, implicado en
la formacion de habitos y en la respuesta compulsiva a drogas (Belin et al., 2009). Asi, la
PFC esta en buena posicion para regular la saliencia de incentivos y el comportamiento
condicionado cuando un estimulo es presentado al individuo (Jentsch & Taylor, 1999;
Koob, 2020). En este sentido, los sustratos neurobioldgicos responsables de las distintas
modalidades de reinstauracion de busqueda de la droga en roedores estan bien definidos.
La reinstauracion inducida por la propia droga esta mediada por el circuito formado por
la proyeccion glutamatérgica desde corteza limbica hacia el NAcc que es modulada por
la sefalizacion dopaminérgica a través de receptores D1 y D2 en la corteza frontal
(McFarland & Kalivas, 2001). Cuando los animales reinstauran su conducta de busqueda
tras la presentacion de estimulos condicionados se activan proyecciones glutamatérgicas
desde la corteza prelimbica, amigdala basolateral y subiculo ventral hacia el NAcc,
reguladas por sefalizacion dopaminérgica en amigdala basolateral y estriado dorsal
(Everitt & Wolf, 2002; Vanderschuren et al., 2005). Por ultimo, la reinstauracion inducida
por estrés parece estar mediada por la sefializacion de CRF y dinorfina en la amigdala
extendida y el VTA (Shaham et al., 2003). En definitiva, en base a estudios con roedores,
incrementos en la actividad del sistema glutamatérgico en PFC podria generar una
marcada respuesta glutamatérgica que media las respuestas similares a craving durante la
etapa de preocupacion/anticipacion (Koob & Volkow, 2016). El craving inducido por
estimulos condicionados en humanos parece estar mediado por circuitos similares,
activandose la PFC, en concreto, la region dorsolateral de PFC, la corteza medial
orbitofrontal y el giro cingulado anterior, entre otras areas (Kakko et al., 2019; Koob &
Volkow, 2016; Q. Li et al., 2012). Por ejemplo, estudios de imagen han mostrado una
menor funcion basal general y dopaminérgica en la corteza orbitofrontal y cingulada
anterior en pacientes dependientes. Ante la presencia de craving agudo se reactivaba la
funcion dopaminérgica y el sistema de recompensa (Volkow et al., 1999). De forma
concomitante con la activacion de la PFC mediada por glutamato, estudios de imagen han
mostrado que los déficits en funciones ejecutivas se reflejan en disminuciones de la
actividad de la corteza frontal que interfieren con la toma de decisiones, la
autorregulacion y el control inhibitorio (Volkow et al., 2011).
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5. La via de la kinurenina

La via de la kinurenina (KynP) es la principal ruta catabolica del triptéfano (TRP), siendo
responsable de la degradacion del 95% del TRP. El resto del TRP es empleado en la
biosintesis de proteinas, hidroxilado para generar serotonina (5-HT) y melatonina,
decarboxilado para generar triptamina, o transaminado para generar acido indolpirtvico
(A. A.-B. Badawy, 2017; Schwarcz, 1993).

La primera reaccion enzimatica de la KynP estd mediada por las enzimas triptofano 2,3-
dioxigenasa (TDO) y la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), las cuales generan
N’-formilkinurenina (N-formilKYN) a partir del TRP. Posteriormente se genera el
metabolito clave kinurenina (K'YN) por accion de la N’-formilkinurenina formamidasa.
En este punto, la KynP se separa en tres ramas. Por un lado, la kinureninasa puede
producir 4cido antranilico, que puede acabar produciendo a su vez acido 3-
hidroxiantranilico (3-HAA). Por otro lado, se produce acido kinurénico (KYNA) por
accion de la kinurenina aminotransferasa (KAT). La ultima rama empieza con la
hidroxilacion de KYN y obtencion de 3-hidroxikinurenina (3-HK) en una reaccidén
catalizada por la enzima kinurenina monooxigenasa (KMO). La 3-HK puede sufrir
posteriormente una hidrolisis mediada por la enzima kinureninasa para generar 3-HAA,
o bien puede ser transaminada por kinurenina aminotransferasa (KAT) para generar acido
xanturénico (XA). Desde el 3-HAA se puede producir (1) 4acido picolinico (PA) por una
oxidacion catalizada por accion de la 3-HA-oxidasa (3-HAO) y una ciclacion no
enzimadtica, (2) 4cido cinabarinico por oxidacion, o (3) &cido quinolinico (QUIN) por
accion de 3-HAO y una ciclacion no enzimatica. QUIN acabard produciendo tras una
serie de reacciones el cofactor nicotin-adenin-dinucleotido (NAD") (A. A.-B. Badawy,
2017; Schwarcz et al., 2012).
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Figura 10 | Esquema del catabolismo del TRP por la KynP. TPH: TRP hidroxilasa; AADC:
decarboxilasa de aminoacidos aromaticos; KYNU: kinureninasa; QPRT: 4cido quinolinico-
fosforibosiltransferasa. Imagen modificada de Morales-Puerto et al., 2021.
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El estudio de la KynP ha adquirido una gran importancia en el siglo XXI debido a su
relacién con numerosas patologias, al potencial terapéutico derivado de la modulacién de
dianas dentro de esta ruta metabolica, y al posible uso de componentes de la KynP como
biomarcadores. El papel de la KYN es especialmente relevante en patologias que implican
al SNC como enfermedades neurodegenerativas o neuropsiquiatricas, pero también en
cancer, enfermedades autoinmunes o infecciosas (Behl et al., 2021; Bizjak et al., 2022;
Erhardt, Schwieler, et al., 2017; M. Kim & Tomek, 2021; Michal et al., 2023; J. H. Park,
2022; Parker et al., 2023; Platten et al., 2019; Sandi et al., 2021; Ueland et al., 2023).
Teniendo esto en cuenta, no es sorprendente que la KynP se haya propuesto como una
diana terapéutica para modular el abuso, la busqueda y la recaida inducida por distintas
drogas (Morales-Puerto et al., 2021).

5.1 Distribucion y regulacion de las enzimas de la KynP

El 6rgano con un mayor papel regulador de los niveles de TRP circulantes es el higado.
Coherentemente, este 6rgano expresa todas las enzimas implicadas en la KynP y es capaz
de catabolizar entre el 90 y el 95% del TRP disponible (A. A.-B. Badawy, 2017). El resto
del TRP se degrada en tejidos extrahepaticos en un porcentaje variable que responde a
condiciones patoldgicas como la inflamacion, el estrés, asi como al ejercicio y a ciertos
farmacos (Schwarcz et al., 2012; Tutakhail et al., 2020).

El cerebro es uno de los 6rganos extrahepaticos en los que se producen las reacciones de
la KynP, lo cual es coherente con la relevancia que tienen algunos de los metabolitos de
la KynP en trastornos neurologicos y neuropsiquiatricos (Platten et al., 2019; Schwarcz
et al., 2012). Si bien se ha reportado la expresion de las enzimas de la KynP en diferentes
areas cerebrales, es cierto que la expresion esta compartimentalizada a nivel de tipos
celulares. A nivel central, QUIN se produce principalmente en microglia por la presencia
mayoritaria en este tipo celular de la enzima KMO, mientras que la produccion de KYNA
ocurre en astrocitos por la presencia mayoritaria de KAT (Guillemin et al., 2001, 2007;
Guillemin, Smith, et al., 2003).

5.1.1 Triptofano 2,3-dioxigenasa (TDO)

La enzima TDO se encuentra en higado y cerebro, y es responsable de la formacion de
N-formilK'YN a partir de TRP (A. A.-B. Badawy, 2017). Esta enzima estd formada por
cuatro subunidades y utiliza al grupo hemo como cofactor enzimatico (Forouhar et al.,
2007). El principal mecanismo de regulacion que afecta a la TDO es la concentracion de
sustrato, lo cual es esencial para mantener la homeostasis del TRP (Bender, 1983). El
incremento de la disponibilidad de TRP genera un aumento de la semivida y de la
actividad enzimatica, la cual puede duplicarse ademas en presencia del cofactor hemo (A.
A. B. Badawy & Evans, 1975). En sentido inverso, se ha descrito un mecanismo de
retroalimentacion negativa mediado por NADPH (A. A. B. Badawy & Bano, 2016). A
pesar de que la regulacion de TDO se produce mayoritariamente a nivel de actividad, el
incremento en los niveles circulantes de glucocorticoides produce una activacion de la
transcripcion de la enzima TDO (Nakamura et al., 1987).

5.1.2 Indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO)

IDO presenta una amplia expresion en diferentes tejidos y cataboliza la misma reaccion
que TDO, pero presenta una estructura monomérica que contiene el grupo hemo, sin que
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este grupo sea requerido para la activacion de la enzima. Ademas, IDO presenta otras
diferencias con respecto a TDO. Su actividad enzimética emplea O> como cosustrato y es
menos especifica, dado que también actia sobre otras indolaminas como 5-HT,
melatonina o triptamina. La afinidad de IDO por el TRP es mayor que la de TDO, mientras
que su capacidad enzimatica es mucho menor. Por ultimo, la regulacion de esta enzima
también difiere de la de TDO, pudiendo inhibirse por altas concentraciones de TRP (A.
A. B. Badawy, 2017).

Hace ya casi dos décadas se describio una segunda isoforma de IDO, conocida como
IDO-2 (Metz et al., 2007). Esta isoforma presenta una expresion mas restringida, asi como
una menor afinidad y capacidad catalitica en comparacion con IDO-1. A pesar de estas
propiedades enzimaticas y del hecho de que la delecién de esta isoforma no genera
alteraciones en los niveles de KYN en plasma, IDO-2 parece tener un importante papel
en el control de la inflamacion y de la inmunidad adaptativa (A. A.-B. Badawy, 2017;
Merlo et al., 2014).

Aunque la actividad de la TDO hepatica es la principal responsable de la degradacion del
TRP, la IDO-1 puede desempefiar un papel importante en condiciones de inflamacion (A.
A.-B. Badawy, 2017). El interferon y (IFNy) especialmente, junto con otras citoquinas
proinflamatorias como el IFNa (Ozaki et al., 1987; Pfefferkorn et al., 1986), la IL-1B o el
TNFa regulan al alza la transcripcion de IDO-1, mientras que las citoquinas
antinflamatorias pueden inhibir la induccién de la enzima a través de IFNy (A. A. B.
Badawy, 2013). Otro factor regulador de IDO que puede influir en la funcién inmune es
el 6xido nitrico (NO), que inhibe su actividad (Hucke et al., 2004).

5.1.3 Kinurenina 3-monooxigenasa (KMO)

La enzima KMO es una flavoproteina mitocondrial implicada en la hidroxilacion de la
KYN para generar 3-HK utilizando NADPH como cofactor (A. A.-B. Badawy, 2017).
Esta enzima desempeiia un papel critico en rama de la KynP responsable de la formacion
de QUIN, dado que entre las enzimas que pueden metabolizar KYN, KMO es la que tiene
mayor afinidad y, por lo tanto, es la enzima con un papel mas importante en la regulacion
de los niveles fisiologicos de KYN (Amaral et al., 2013; Bender & McCreanor, 1982). A
nivel de regulacion, la expresion de KMO se ve regulada al alza por accion de estimulos
inflamatorios, como la administracion de lipopolisacarido bacteriano (LPS) (Molteni et
al., 2013), la presencia de IL-1f (Zunszain et al., 2012) o IFNy (Connor et al., 2008) . Por
el contrario, el déficit de riboflavina (vitamina B2) puede producir una disminucion de la
actividad de KMO ya que esta enzima es una flavoproteina dependiente de la coenzima
flavin-adenin-dinucleétido (FAD) (Verjee, 1971).

5.1.4 Kinurenina aminotransferasa (KAT)

La KAT es responsable de la transaminacion irreversible de la KYN para generar KYNA
usando piridoxal fosfato (PLP) como cofactor. En condiciones normales la actividad de
esta enzima es minoritaria comparada con la de KMO debido a su baja afinidad por el
sustrato, sin embargo, la produccion de KYNA puede ser significativa en casos de
sobrecarga de TRP y/o KYN (Bender, 1983) o por inhibicion de KMO (Chiarugi et al.,
1995). Existen cuatro isoformas para la enzima KAT. La isoforma KAT II es la
mayoritaria en el cerebro humano y de roedores (Q. Han et al., 2008, 2010). Sin embargo,
se ha demostrado que en ratones transgénicos que no expresan esta isoforma, los niveles
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de KYNA y actividad total de KAT en cerebro son similares a los de a sus congéneres
wild type (Yu et al., 2004). La expresion de la KAT se ve regulada a la baja por IFNy
(Adams et al., 2014), mientras que incrementa por la administraciéon de LPS (Song et al.,
2018). En cuanto a la regulacion de la actividad de la KAT, esta se ha visto disminuida en
ratas privadas de piridoxina y puede ser regulada por la concentracién de sustrato
(Takeuchi & Shibata, 1984).

5.2 Funciones del triptofano y sus metabolitos
5.2.1 Triptofano (TRP)

El TRP es un aminoacido esencial, es decir, no se puede sintetizar en el organismo y se
debe obtener a través de la dieta. Este aminoacido viaja unido a la albumina en plasma en
un 90%, mientras que el 10% restante se encuentra libre en plasma y puede ser empleado
en diferentes tejidos y vias metabolicas (A. A. B. Badawy, 2000). Teniendo en cuenta que
el higado es el principal 6rgano que expresa la enzima TDO, este 6rgano es también el
principal responsable de la regulaciéon de los niveles de TRP y lo hace través de su
deposito o catabolismo por la KynP (A. A. B. Badawy, 2000, 2017). Dado que el 95% del
TRP es metabolizado por la KynP, el aumento de la actividad en esta ruta metabolica
produce una disminucién en la disponibilidad del TRP y limita la biosintesis de 5-HT
(Oxenkrug, 2013). Por otro lado, se han descrito mecanismos que pueden aumentar la
captacion tisular del TRP. Uno de ellos consiste en el desplazamiento del TRP unido a
albumina provocado por un aumento de los niveles de acidos grasos libres circulantes.
Estos aumentos en los niveles de 4cidos grasos se pueden deber a la accion de
catecolaminas y ciertos farmacos (A. A. B. Badawy, 2017; A. B. Badawy, 2010). Por otro
lado, la estimulacion de receptores f-adrenérgicos puede producir un incremento en la
expresion del transportador de aminodcidos neutro (LAT) en cerebro. El transportador
LAT es responsable de captar TRP y otros aminoacidos de la periferia e introducirlos en
el cerebro, por lo que un aumento en la expresion puede producir en un incremento en la
concentracion de TRP en SNC (Eriksson & Carlsson, 1988; Sekine et al., 2015).

5.2.2 Serotonina (5-HT)

La 5-HT (5-hidroxitriptamina) es una amina bidgena que se sintetiza mayoritariamente
en las células enterocromafines del tracto gastrointestinal y, en menor medida, en las
neuronas serotoninérgicas del SNC. La sintesis de 5-HT se produce a partir del TRP
mediante la oxidacion por la triptofano hidroxilasa (TPH) y decarboxilacion por la
decarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC) (Hoglund et al., 2019; Welford et al.,
2016). E190% de la 5-HT se localiza en las células cromafines intestinales, mientras que,
de la parte restante, el 10% se encuentra en plaquetas y solo el 1-2% esta presente en
SNC, donde actiia como neurotransmisor. A pesar de que ciertos alimentos son una fuente
de 5-HT, esta molécula no puede atravesar la BHE y, por tanto, no llega a SNC, por lo
que toda la 5-HT presente en SNC se sintetiza in situ en las neuronas serotoninérgicas
(Gershon & Tack, 2007).

La 5-HT desempefia un importante papel en la motilidad gastrointestinal, la hemostasia,
la regulacion del tono vascular, la curacion de heridas y las respuestas inflamatorias
(Welford et al., 2016). Como neurotransmisor en SNC, participa en aspectos relevantes
como el estado del &nimo, la percepcion sensorial, memoria y aprendizaje, suefio, control
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del apetito, regulacion de temperatura corporal, agresividad, sexualidad, respuesta a
estrés, miedo o control motor (Berger et al., 2009).

5.2.3 Kinurenina (KYN)

La KYN es el metabolito pivotal de la KynP y a partir de ella se generan todos los
metabolitos de esta via a excepcion del TRP.

Entre el 60 y el 80% de la KYN presente en SNC proviene de fuentes periféricas, dado
que en condiciones fisiologicas la KYN atraviesa la BHE mediante el transportador LAT
(Fukui et al., 1991; Gal & Sherman, 1980; Kita et al., 2002). Sin embargo, en condiciones
de activacion inmune sistémica inducida por LPS, la KYN presente a nivel central
proviene en su totalidad de la periferia, mientras que, si la administracion de LPS se aplica
a nivel cerebral, la KYN se forma localmente a partir del TRP (Kita et al., 2002). Es
importante mencionar que LAT no solo transporta TRP y KYN hacia el SNC, sino
también otros aminoacidos (Sekine et al., 2015). Aprovechando que algunos de ellos
presentan mayor afinidad por el transportador, se ha observado que la administracion de
leucina bloquea el paso de KYN, tanto enddgena como exogena a través de LAT1. Esto
impide el desarrollo de conductas similares a la depresion en un modelo murino de
administracion de LPS (Walker et al., 2019) y mitiga el efecto de disminucion del
consumo inducido por el inhibidor de KMO Ro 61-8048 en ratones dependientes de
etanol sometidos al modelo CIE (exposicion cronica intermitente) (Gil de Biedma-
Elduayen et al., 2022).

El transportador responsable de la salida de la KYN desde el SNC hacia la periferia es el
transportador de aniones organicos (OAT) (Bahn et al., 2005). En concreto, OAT1 y OAT3
participan en la extraccion de KYN, KYNA y QUIN del cerebro (Morrison et al., 1999;
Wu et al., 2017). Ademas, este transportador también esta implicado en el transporte de
KYN, KYNA y QUIN en rifion e higado. Se ha demostrado que tanto KYNA (Uwai et
al., 2012) como XA (Uwai & Honjo, 2013) tienen afinidad por los transportadores OAT 1
y OAT3. Al igual que con el transportador LAT, la modulacion de la extraccion de KYN
de SNC mediada por OAT ha sido estudiada empleando probenecid. Este farmaco
provoca un aumento los niveles de KYN y KYNA en cerebro debido a la inhibicion de
OAT (Moroni et al., 1988; Morrison et al., 1999). Este efecto del probenecid ha sido
empleado para potenciar los efectos anticonvulsivantes de la KYN (por su metabolismo
a KYNA) o para prolongar el efecto de reduccion del consumo de etanol en el modelo de
dependencia a etanol CIE (Gil de Biedma-Elduayen et al., 2022). KYN se emplea como
biomarcador para valorar el estado del metabolismo del TRP en enfermades neuroldgicas
(Ciapata et al., 2021; Fujigaki et al., 2017). En cuanto a su farmacodinamia, KYN actta
como un agonista enddgeno del receptor de hidrocarburos de arilos (AhR) (Opitz et al.,
2011). Este receptor esta implicado en el metabolismo de xenobioticos, la proliferacion y
diferenciacion celular, la modulacion del sistema inmune y la respuesta antioxidante
(Juricek & Coumoul, 2018). Por ultimo, existe evidencia de que la KYN por si misma
(sin producir otros metabolitos) es una molécula antioxidante con capacidad para
secuestrar radicales libres (Gonzalez Esquivel et al., 2017; Peyrot & Ducrocq, 2008;
Reyes Ocampo et al., 2014).
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5.2.4 Acido kinurénico (KYNA)

El KYNA, junto con QUIN, es el metabolito mayoritario producido por la KynP. Estos
dos metabolitos han sido estudiados en profundidad por sus propiedades neuroactivas. La
produccion de KYNA esta mediada por la accion de las isoformas de KAT, por lo que la
actividad de esta enzima es la responsable de las concentraciones de KYNA (T. W. Stone,
1993). Teniendo en cuenta que este metabolito no atraviesa la BHE, su produccion a nivel
central debe llevarse a cabo in situ a partir de alguno de sus precursores (Fukui et al.,
1991). Dado que KYN si puede atravesar la BHE, las variaciones en los niveles de este
metabolito a nivel periférico pueden influir en los niveles centrales de KYNA (Gal &
Sherman, 1980; T. W. Stone et al., 2024).

El KYNA presenta un perfil farmacoldgico complejo ejerciendo efectos sobre cinco
dianas farmacologicas. KYNA es un antagonista de los receptores de glutamato (Perkins
& Stone, 1982; Schwarcz et al., 2012), un modulador alostérico negativo de los receptores
nicotinicos de acetilcolina a7 (a7 nAChR) (Albuquerque & Schwarcz, 2013; Hilmas et
al., 2001; Stone, 2020), un agonista sobre los receptores AhR (DiNatale et al., 2010), un
agonista sobre el receptor acoplado a proteina G GPR35 (T. W. Stone et al., 2013; J. Wang
et al., 2006), y posee actividad antioxidante al ser capaz de secuestrar radicales libres
(Gonzélez Esquivel et al., 2017; Lugo-Huitrén et al., 2011). Todos estos efectos han
llevado a considerar al KYNA como un metabolito con propiedades neuroprotectoras (T.
W. Stone et al., 2013). Sin embargo, se ha implicado la presencia de altos niveles de
KYNA en la etiologia de la esquizofrenia. Se han observado niveles elevados de KYNA
en liquido cefalorraquideo y corteza prefrontal de pacientes con esquizofrenia y hay
evidencia en estudios preclinicos que apoya la hipotesis de que el KYNA juega un papel
relevante en esta patologia (Erhardt et al., 2001, 2007; Erhardt, Schwieler, et al., 2017).

Como hemos mencionado, KYNA, al igual que KYN es un agonista endogeno del
receptor AhR (DiNatale et al., 2010). El agonismo AhR conlleva un cambio
conformacional y la translocacion del receptor al nucleo, donde actiia como factor de
transcripcion favoreciendo la expresion de enzimas implicadas en el metabolismo, como
las enzimas del citocromo P450, uridinadifosfato glucuronil transferasa (UGT),
subunidad Ya de la glutatiéon S-transferasa o NADPH/quinona oxidorreductasa (NQO1),
asi como IDO1 y TDO (Hankinson, 1995; Larigot et al., 2024; Rothhammer & Quintana,
2019; Tijet et al., 2006). Por otro lado, también se ha descrito que el agonismo AhR es
importante en la modulacion del sistema inmune (Gutiérrez-Vazquez & Quintana, 2018),
mediando una respuesta antiinflamatoria por interaccion con el factor de transcripcion
NF-«f (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas)
(Rothhammer et al., 2016). Ademas, modula la respuesta antioxidante al interactuar con
el factor de transcripcion Nrf2 (factor nuclear eritroide similar al factor 2), promoviendo
asi la expresion de enzimas antioxidantes como NQO-1 o hemoxigenasa 1 (HO-1)
(Dietrich, 2016).

El receptor GPR35 se encuentra principalmente en células inmunes y del tracto
gastrointestinal, pero también esta presente en astrocitos (Schwarcz & Stone, 2017). En
cuanto al agonismo de KYNA sobre el receptor GPR35, se ha observado que la activacion
de este receptor puede provocar una reduccion en la excitabilidad neuronal mediante la
disminucion de liberacion de glutamato (Albuquerque & Schwarcz, 2013), modulacion
de la produccion de AMPc e inhibicion de los canales de calcio de tipo N en neuronas del
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sistema nervioso simpatico y astrocitos (Savitz, 2020). La actividad de este receptor
también se ha asociado con efectos antinociceptivos. La administracion de zaniprast, un
agonista de GPR35, reduce la hipersensibilidad tactil y térmica en un modelo murino de
dolor neuropético y potencia la analgesia inducida por morfina y buprenorfina (Resta et
al., 2016; Rojewska et al., 2019; Rojewska, Piotrowska, et al., 2018).

La actividad de KYNA sobre receptores glutamatérgicos y a7 nAChR sera desarrollada
en mayor profundidad a continuacion, dado que se ha estudiado en este Tesis Doctoral el
efecto de la modulacion de estos receptores.

5.2.4.1 Receptores nicotinicos a7 (a7 nAChR)

Los a7 nAChR forman parte de la superfamilia de canales idnicos regulados por ligando.
Este subtipo, junto con el heteropentamérico a4p2, son los que mas se expresan en SNC.
Estos receptores estan formados por cinco monoémeros a7 que conforman un poro
catiénico permeable a iones Na®, K" y Ca** con un tiempo de apertura muy limitado y
una rapida desensibilizacion (Egea et al., 2015).

Estos receptores se distribuyen en hipocampo, corteza cerebral y areas relevantes en el
sistema de recompensa como el NAcc y el VTA (Gotti et al., 2006; Jones & Wonnacott,
2004; Maex et al., 2014; Schilstrom et al., 2000). A nivel sindptico, se encuentran en las
terminaciones pre- y postsinapticas, donde ejercen una funcion moduladora fundamental
al favorecer la liberacion de glutamato (Gotti & Clementi, 2004; T. W. Stone, 2021).

En cuanto a los efectos de este receptor, a nivel periférico los a7 nAChR participan en el
control inflamatorio a través de la via colinérgica (Hajiasgharzadeh et al., 2019). A nivel
central, se ha demostrado que el a7 nAChR ejerce un efecto neuroprotector. En un modelo
murino de ictus, la administracion de un agonista de este receptor ejerce un efecto
antiinflamatorio a través de un mecanismo dependiente de Nrf2 y HO-1 en microglia
(Parada et al., 2013). Asi mismo, en un modelo de la enfermedad de Parkinson, el uso del
mismo agonista atenu6 la neuroinflamacion y la pérdida de neuronas dopaminérgicas
inducida por la toxina MPTP (1-metil-4-fenil,6-tetrahidropiridina) (Stuckenholz et al.,
2013).

Existen evidencias que respaldan el potencial de la modulacion alostérica negativa sobre
el a7 nAChR ejercida por el KYNA en modelos preclinicos de conducta adictiva.
Diversos estudios han demostrado que KYNA puede disminuir la liberacion de DA
inducida por drogas de abuso como el A9-tetrahidrocannabinol (THC) (Justinova et al.,
2013), la nicotina (Secci et al., 2017) o el etanol (Giménez-Goémez et al., 2018).

5.2.4.2 Receptores glutamatérgicos: NMDA, AMPA y kainato

Los receptores glutamatérgicos estdn formados por cuatro subunidades que forman un
poro selectivo para cationes tras la union del glutamato. Una vez que el agonista se une
al receptor, se permite el flujo de iones Na®, y en ciertos casos de Ca**, hacia el interior
de la célula, mientras que el cation K" sale al medio extracelular. Este proceso genera un
aumento del potencial membrana neuronal que favorece la iniciacion del impulso
nervioso (Hansen et al., 2021).

Cada receptor tetramérico NMDA estd formado por la unién de dos dimeros. Las
subunidades monoméricas que pueden constituir estos dimeros son las GluN1, GIuN2 y
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GlIuN3. Cada dimero esta formado siempre por una subunidad GluN1 acompafnada de
alguna de las isoformas de GluN2 (GIluN2A, 2B, 2C y 2D), o con menor frecuencia,
GluN3. La presencia de diferentes isoformas de subunidades GluN2 o GluN3 influye en
las propiedades fisiologicas y farmacoldgicas del receptor (Hansen et al., 2021). El
receptor NMDA requiere la union simultanea de dos ligandos para inducir la apertura del
canal, estos son, la unidon de glutamato u otros agonistas a la subunidad GluN2 y la unién
del coactivador glicina a la subunidad GluN1. Ademas, en condiciones de reposo el poro
del canal estd bloqueado por el cation Mg?", el cual se libera durante la despolarizacion
de la membrana. Esto implica que la activacion del receptor requiere la coincidencia entre
la liberacion de glutamato desde la neurona presinaptica y la llegada del impulso nervioso
a la neurona postsinaptica. La fuerza del bloqueo del cation Mg?" depende de las
subunidades que formen el receptor: los receptores que contienen las subunidades
GIuN2A y GIuN2B presentan un bloqueo mas fuerte en comparacion con aquellos que
incluyen GluN2C y GluN2D (Cull-Candy et al., 2001).

Las subunidades GIuN2A y GIuN2B son las que presentan mayor expresion y han sido
objeto de investigacion por su importante papel en la plasticidad sinaptica. La presencia
de GluN2A aumenta la probabilidad de apertura del NMDAR, mientras que la activacion
de receptores con subunidades GluN2B genera el doble de carga debido a una
desactivacion mas lenta. Ademas, los receptores que contienen GluN2B parecen ser mas
permeables al flujo de Ca®* y presentan una mayor afinidad por glutamato en comparacion
con aquellos que incluyen GIuN2A. Cabe destacar que los receptores que contienen
GIluN2B suelen localizarse en el entorno extrasinaptico, a diferencia de GIuN2A que se
encuentra en la densidad postsinaptica, lo que puede compensar su menor afinidad por
glutamato (Sanz-Clemente et al., 2013; Yashiro & Philpot, 2008).

El KYNA es un antagonista de amplio espectro sobre los receptores glutamatérgicos, ya
que inhibe los receptores NMDA, AMPA y kainato aproximadamente al mismo nivel en
concentraciones micromolares (Perkins & Stone, 1982; Schwarcz et al., 2012). Sin
embargo, el KYNA presenta mayor afinidad para el sitio del coagonista glicina en el
receptor NMDA, por lo que esta es su diana farmacologica preferente (Parsons et al.,
1997), donde actia como antagonista no competitivo. Ademas, se ha descrito que KYNA
puede actuar también como antagonista competitivo en el sitio de glutamato (T. W. Stone
et al., 2013). Los NMDAR desempefian un papel fundamental en la sinaptogénesis, la
maduracion sinaptica, la plasticidad sinaptica y la cognicion (Dupuis et al., 2023).

En el contexto de la modulacion de la conducta adictiva se han empleado diferentes
estrategias que implican a NMDAR. Destaca el estudio llevado a cabo por Shen y
colaboradores en 2011. Demostraron que la autoadministracion de heroina y su posterior
extincion en ratas generaron un aumento en la expresion en superficie de los receptores
NMDA que contienen subunidades GIuN2B en el NAcc core. La inhibicion de los
receptores NMDA con subunidades GluN2B mediante la administracion sistémica o en
NAcc core de ifenprodilo, redujo la reinstauracion de busqueda de heroina inducida tanto
por la droga como por estimulo condicionado (H. Shen et al., 2011). El ifenprodilo
también fue capaz de bloquear de forma dosis-dependiente el desarrollo, mantenimiento
y reinstauracion de la preferencia de lugar inducida por morfina sin afectar a la memoria
y aprendizaje espacial. Estos hallazgos sugieren un papel importante de los receptores
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NMDA que contienen GluN2B en la modulacion de la conducta adictiva inducida por
opioides (Ma et al., 2011).

Otra de las herramientas empleadas para modular NMDAR ha sido la memantina. Este
farmaco, que bloquea el poro i6nico del receptor, ha demostrado ser eficaz en la reduccion
del consumo, craving y sindrome de abstinencia inducido por opioides (Montemitro et
al., 2021) y otras drogas como nicotina o cocaina (Tomek et al., 2013). Por ejemplo, en
investigacion clinica, el uso de memantina redujo modestamente los efectos subjetivos de
la heroina sin alterar su valor reforzante en usuarios que habian sido desintoxicados de
esta sustancia (Comer & Sullivan, 2007). A nivel preclinico, este antagonista ha mostrado
atenuar la adquisicion de autoadministracion de morfina y generar un desplazamiento de
la curva dosis-respuesta de morfina hacia abajo y la derecha (Semenova et al., 1999).

Otros compuestos como el acamprosato o la D-cicloserina, modulador y agonista parcial
del NMDAR respectivamente, han mostrado efectos beneficiosos en las conductas
adictivas inducidas por distintas drogas de abuso (Tomek et al., 2013). Se ha propuesto
también un potencial efecto beneficioso del tratamiento con otros agonistas parciales de
NMDAR como D-Serina, moduladores alostéricos positivos del receptor metabotropico
de glutamato mGlu5, inhibidores del transportador de glicina GlyT1, o moduladores
alostéricos positivos del receptor AMPA. Todos estos compuestos han mostrado
efectividad a nivel preclinico al facilitar el proceso de extincion de la conducta de
autoadministracion. Por lo tanto, su uso como medicacion coadyuvante podria contribuir
a mejorar los resultados en la clinica durante la terapia de exposicion, atenuando la
reactividad ante estimulos asociados a la droga y disminuyendo la probabilidad de recaida
(Cleva et al., 2010).

En definitiva, la evidencia acumulada sugiere que el papel de los receptores NMDA y la
sefalizacion glutamatérgica es fundamental en las diferentes fases de la conducta adictiva
inducida por diferentes drogas de abuso.

5.2.5 Acido quinolinico (QUIN)

QUIN es el otro metabolito mayoritario de la KynP y no es capaz de atravesar la BHE
(Fukui et al., 1991). Esto significa que la concentracion de este metabolito en cerebro
depende de la actividad de la enzima KMO en este tejido y puede variar segin las
alteraciones en la concentracion periférica de su precursor KYN (Gal & Sherman, 1980;
T. W. Stone, 1993).

A diferencia de lo que ocurre con el KYNA, QUIN se considera un metabolito
neurotoxico que ejerce su efecto mediante diversos mecanismos, algunos de los cuales
son totalmente opuestos a los ejercidos por KYNA (Lugo-Huitrén et al., 2013). QUIN es
un potente agente excitotoxico que actia como agonista de NMDAR, siendo
especialmente eficaz en areas con elevada expresion de este receptor como estriado o
hipocampo (Nakanishi, 1992; Schwarcz & Koéhler, 1983). Asimismo, se ha descrito que
la QPRT, enzima responsable de la conversion de QUIN a NAD, esté4 presente en muchas
menos células que la enzima 3-HAO, que genera QUIN a partir de 3-HAA. Ademas, la
velocidad de produccion de QUIN es mucho mas rapida que la de obtencion de NAD™, lo
que tiene implicaciones para la acumulacion de QUIN en ciertas condiciones patologicas
(Foster et al., 1986; Kohler et al., 1988; Lugo-Huitrén et al., 2013). El QUIN puede
provocar un aumento en la liberacion de glutamato e inhibir su recaptacion por parte de
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los astrocitos (Tavares et al., 20020). Ademas, limita el reciclado astrocitario de glutamato
al disminuir la actividad de la glutamina sintetasa (Ting et al., 2009). QUIN también
puede generar disfuncion mitocondrial, ya que se ha observado que reduce la respiracion
celular y los niveles de ATP (Bordelon et al., 1997, 1998). Otro mecanismo implicado en
la neurotoxicidad de QUIN es la produccion de estrés oxidativo, que se genera a través
de la formacion de complejos de QUIN con Fe?* (Goda et al., 1996), la activacion de la
enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) en astrocitos y neuronas (Cruz et al., 2010) o mediante
la modificacion del perfil de actividad de ciertas enzimas antioxidantes (Rodriguez-
Martinez et al., 2000). Estos procesos pueden causar dano en el ADN y peroxidacién
lipidica (Guillemin, 2012; Lugo-Huitrén et al., 2013). Por tltimo, QUIN puede alterar la
permeabilidad de la BHE (Reynolds & Morton, 1998; St’astny et al., 2000), desestabilizar
los citoesqueletos neuronales y astrocitarios mediante la fosforilacion de proteinas
estructurales (Pierozan et al., 2010; Rahman et al., 2009) y parece afectar los procesos de
autofagia (Silva-Islas et al., 2022). Los efectos neurotoxicos de QUIN son conocidos
desde hace décadas; sin embargo, los efectos gliotoxicos se han descrito mas
recientemente. El QUIN genera astrogliosis, induce la expresion de citoquinas
proinflamatorias (Guillemin, Croitoru-Lamoury, et al., 2003; M. C. Lee et al., 2010) y
puede provocar la apoptosis de astrocitos (Guillemin et al., 2005) mediante mecanismos
que son, al menos en parte, mediados por NMDAR (Guillemin, 2012).
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5.2.6 Otros metabolitos de la KynP

La mayoria de los estudios que describen el perfil de efectos de los metabolitos de la
KynP se han centrado en KYNA y QUIN, aunque otros metabolitos también son
neuroactivos.

La 3-HK presenta propiedades neurotoxicas ya que produce radicales libres, lo que
conduce a la muerte neuronal y apoptosis (Chiarugi et al., 2001; Okuda et al., 1998).
Ademas, la accion de 3-HK produce superoxido y peroxido de hidrogeno, promueve el
dafio oxidativo a proteinas y afecta al metabolismo energético celular (Goldstein et al.,
2000). No obstante, en otros estudios 3-HK actia como antioxidante y secuestrador de
radicales libres y se postula que las concentraciones empleadas de 3-HK empleadas en
dichos estudios superan considerablemente las encontradas en condiciones fisiologicas y
patologicas. Mas alla del discutido papel prooxidante o antioxidante de 3-HK, este
metabolito en las altas concentraciones observadas en condiciones patoldgicas puede
alterar proteinas por interaccion directa, reacciones de autooxidacion e interaccion con
otras moléculas, asi como alterar la funciéon mitocondrial y dafiar el ADN (Colin-
Gonzalez et al., 2013).

El XA es un producto de la transaminacion de 3-HK que se encuentra principalmente a
nivel neuronal, y debido a esto, histéricamente se postula que ejerce un efecto beneficioso
al detoxificar 3-HK (Maitre et al., 2024). Ademas, este metabolito tiene un efecto
antioxidante derivado de su capacidad quelante de iones metalicos, es un agonista del
receptor AhR (DiNatale et al., 2010), potencia la actividad de receptores metabotrépicos
de glutamato mGlu2/3 (Fazio et al., 2015) e inhibe el transportador vesicular de glutamato
vGLUT (Fazio et al., 2017; Neale et al., 2014). También se ha sugerido que XA podria
desempefiar un papel en la sefializacion intracelular cerebral ya que se ha identificado la
existencia de un GPCR especifico para este metabolito (Taleb et al., 2012). A diferencia
de KYNA, XA estimula la liberacion de DA (Gobaille et al., 2008), por lo que el equilibrio
entre estos dos metabolitos podria ser crucial en la regulacion de la liberacion de
glutamato y DA. Por ultimo, el XA cerebral podria representar una sefial homeostatica
entre la periferia y varias areas cerebrales, ya que se ha demostrado que se acumula en el
cerebro tras su administracion periférica (Maitre et al., 2024).

El 3-HAA puede ser generado por accion de la kinureninasa a partir de 3-HK, o provenir
del acido antranilico, siendo esta ultima la ruta preferida en cerebro (Baran & Schwarcz,
1990). Existen evidencias que muestran tanto un papel prooxidante (Goldstein et al.,
2000) como antioxidante (Christen et al., 1990) de este metabolito, dependiendo de las
condiciones redox presentes (Darlington et al., 2010). Un estudio reciente ha demostrado
que la suplementacion con este metabolito, o la disminucion de la expresion de la enzima
3-HAO, responsable de su oxidacion, extiende la vida de C. elegans y ratones, ademas de
retrasar el deterioro de la salud asociado a la edad. En el modelo del nematodo, el 3-HAA
aumentd la resistencia al estrés oxidativo mediante la modulacién de los niveles de
peroxido de hidrogeno, tanto endégeno como exogeno, y la activacion de la respuesta al
estrés oxidativo a través del factor homologo a Nrf2 en C. elegans, SKN-1 (Dang et al.,
2023).

El acido cinabarinico, producido por la autooxidacion del 3-HA, es un agonista débil del
receptor mGlu4. Se ha demostrado que este compuesto atenua la muerte celular por
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excitotoxicidad en cultivos celulares y protege a las neuronas nigro-estriatales de la
toxicidad inducida por la inyeccion de la toxina MPTP en el globo pélido (Fazio et al.,
2012). Ademas, al igual que KYN y KYNA, el 4cido cinabarinico actia como un agonista
endogeno de AhR, y se ha observado que juega un papel en la modulacion de la tolerancia
inmune al promover la diferenciacion de linfocitos T (Fazio et al., 2017; Lowe et al.,
2014). Sin embargo, el estudio de las acciones de este metabolito es complicado debido
a que sus concentraciones suelen estar por debajo del limite de cuantificacion (Gawel,
2024).

El PA se produce por la accién enzimatica de una decarboxilasa sobre el producto
inestable generado por la enzima 3-HAO. Aunque la relevancia fisiologica de este
metabolito ain no se comprende completamente, se han identificado algunas de sus
caracteristicas mas destacadas. Entre ellas, su capacidad para quelar cationes metalicos
(Grant et al., 2009) y su habilidad para antagonizar la neurotoxicidad inducida por QUIN
tanto in vitro como in vivo, mediante un mecanismo aun desconocido que podria
involucrar la quelacion del zinc endogeno (Bryleva & Brundin, 2017; Chen et al., 2011;
Jhamandas et al., 1998)

Por ultimo, es importante mencionar la nicotinamida (NAA), un producto del
metabolismo de QUIN y precursor del cofactor metabdlico esencial NAD™ (Schwarcz &
Stone, 2017). La NAA ha demostrado tener propiedades neuroprotectoras en un modelo
de Parkinson gracias a su capacidad para inhibir histona-deacetilasas y modular el
metabolismo energético mitocondrial (Harrison et al., 2019).

5.3 Patologias relacionadas con la KynP

En las ultimas décadas se ha relacionado la etiologia de una amplia variedad de
enfermedades con la KynP. En condiciones fisiologicas, la KynP se encuentra finamente
regulada, pero puede verse fuertemente inducida por la inflamacion. La activacion aguda
de la KynP, al igual que la inflamacion a corto plazo, puede ser beneficiosa, como ocurre,
por ejemplo, en los procesos de supresion de replicacion bacteriana o virica (Schmidt &
Schultze, 2014). Sin embargo, una activacion prolongada debido a un entorno
inflamatorio crénico puede alterar muchas rutas y procesos bioldgicos. Teniendo en
cuenta todas las acciones neuroactivas e inmunomoduladoras que tienen los metabolitos
de la KynP, se han descrito alteraciones patoldgicas de la KynP en numerosas
enfermedades con componente inflamatorio (Pires et al., 2022). Un incremento en la
actividad de la KynP se ha asociado con enfermedades como esquizofrenia (Erhardt,
Schwieler, et al., 2017), trastorno bipolar (Kadriu et al., 2019; Trepci et al., 2021; P. Zhang
et al., 2021), depresion (Correia & Vale, 2022; Zong et al., 2024), trastorno de déficit de
atencion con hiperactividad (Cavaleri et al., 2024), trastorno de ansiedad social (Butler et
al., 2022), enfermedad de Huntington (Flint Beal et al., 1992; Sathyasaikumar et al.,
2018), Alzheimer (Fernandes et al., 2023; Sharma et al., 2022), esclerosis multiple
(Biernacki et al., 2020), enfermedades cardiovasculares (Ala & Eftekhar, 2022), isquemia
cerebral (Cuartero et al., 2016), diabetes (Koziet & Urbanska, 2023), artritis reumatoide
(Mangoni & Zinellu, 2023; Moulin et al., 2024), osteoporosis (Ballesteros et al., 2023),
cancer (Ala, 2021; Platten et al., 2019), dolor crénico (Jovanovic et al., 2020), enfermades
producidas por virus (Gaelings et al., 2017; Thomas et al., 2020; Wickstrom et al., 2021),
parésitos (Hunt et al., 2017) o bacterias (Krupa et al., 2022).
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Asimismo, han surgido estrategias terapéuticas basadas en la modulacion de la KynP, ya
sea mediante la inhibicion de enzimas implicadas en esta ruta o buscando incrementar los
niveles de ciertos metabolitos. En este sentido, la literatura describe los efectos de
diferentes inhibidores sobre las enzimas IDO, TDO, KAT y KMO. Por ejemplo, dado el
papel de la activacion de la KynP en céncer, cuatro inhibidores de IDO-1 han sido
evaluados en ensayos clinicos (Pires et al., 2022). Otra patologia que cursa con un
aumento de la actividad en la KynP es el dolor neuropatico (Maganin et al., 2022).
Ademas de la evidencia preclinica, se han encontrado niveles aumentados de expresion
de IDO-1 y de la ratio KYN/TRP en el plasma de pacientes con dolor lumbar crénico (H.
Kim et al., 2012), sindrome de dolor regional complejo (G. M. Alexander et al., 2013) y
mialgia relacionada con enfermedades temporomandibulares (Barjandi et al., 2020). Se
han obtenido resultados de dos ensayos clinicos en fase I que emplean compuestos
moduladores de la actividad de la KynP, entre los cuales destaca L-4-clorokinurenina (AV-
101) para el tratamiento del dolor neuropatico (Al-Karagholi et al., 2021; Wallace et al.,
2017). Uno de los metabolitos que mas atencion ha recibido es el KYNA, debido a su
accion sobre diferentes receptores. La inhibicion de KMO y consecuente elevacion de
KYNA ha mostrado buenos resultados a nivel preclinico en el campo neurocientifico. La
inhibicion de KMO ha demostrado tener efectos beneficiosos en modelos animales de la
enfermedad de Huntington (Beaumont et al., 2016), dolor neuropéatico (Rojewska et al.,
2016), esquizofrenia (Réus et al., 2018) y depresion (Parrott et al., 2016). Recientemente
ha finalizado un ensayo clinico de fase I del inhibidor de KMO KNS366, el cual ha
mostrado ser seguro y bien tolerado (ISRCTNI10496020: Safety, Tolerability,
Pharmacokinetics and Pharmacodynamics of KNS366, n.d.). Este candidato tiene
potencial para el tratamiento de trastornos que cursan con inflamaciéon aguda o cronica,
como el dano renal agudo asociado a cirugia cardiaca, pancreatitis aguda o trastornos
inmuno-inflamatorios cronicos (Edinburgh Innovations, 2024). Otra estrategia empleada
ha sido la administracion de KYN, la cual puede ejercer un efecto neuroprotector asociado
a un incremento en la sintesis de KYNA en situaciones de isquemia cerebral (Robotka et
al., 2008; Sas et al., 2008) y dolor neuropatico (Ciapata et al., 2023).

Ademéas, algunos metabolitos de la KynP han sido propuestos como potenciales
biomarcadores para diferentes patologias como el cancer (Huang et al., 2018), diabetes
(Subramanian et al., 2024), COVID-19 (Bizjak et al.,, 2022) o enfermedades
neurodegenerativas (Torok et al., 2020). Un ejemplo notable es el posible uso de QUIN
y XA como biomarcadores de dolor cronico (Amirdelfan et al., 2020; Gunn et al., 2020).
Como se puede apreciar, la relevancia de la KynP es considerable en cuanto a su
implicacion, potencial terapéutico y diagndstico en numerosas enfermedades. Aunque no
podemos entrar en detalle en cada una de estas en la presente Tesis Doctoral, la
implicacion de la KynP en los trastornos por consumo de sustancias y el dolor ha
adquirido relevancia en las Ultimas décadas. Dado que este tema es de particular interés
en esta Tesis Doctoral, serd abordado en los siguientes apartados.

6. Relacion entre el TCO y la via de kinurenina

En las ultimas décadas, la KynP se ha propuesto como una diana terapéutica novedosa
para modular el abuso, la busqueda y la recaida producida por diferentes drogas de abuso.
Al igual que ocurre con el resto de las enfermedades en las que se ha implicado la KynP,
el KYNA ha sido el metabolito que ha recibido mas atencion en el estudio de las
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conductas adictivas (Morales-Puerto et al., 2021). Como se menciond anteriormente, el
KYNA actia como antagonista sobre los receptores NMDA (Perkins & Stone, 1982;
Schwarcz et al., 2012). Estos receptores glutamatérgicos estan presentes en las neuronas
dopaminérgicas y median procesos de potenciacion y depresion a largo plazo que son
fundamentales para la neuroplasticidad. A su vez, el fendomeno de la plasticidad esta
implicado en las adaptaciones de los circuitos neuronales que conducen al uso compulsivo
de las drogas (Liischer & Malenka, 2011; Zweifel et al., 2009). Ademas, ciertos procesos
cognitivos se encuentran en la interseccion entre la KynP y los trastornos adictivos. Por
ejemplo, la memoria y el aprendizaje suelen verse afectados por el consumo de drogas
(Ramey & Regier, 2019) y también por alteraciones en la KynP (Akagbosu et al., 2012;
Chess et al., 2007; Ramirez Ortega et al., 2020). Asi, los niveles elevados de KYNA en
pacientes esquizofrénicos generan un déficit en la sefalizacion glutamatérgica debido al
antagonismo NMDAR, lo que podria explicar los sintomas cognitivos asociados con la
esquizofrenia (Chess et al., 2007; Shepard et al., 2003). Por otro lado, el KYNA actia
como un modulador alostérico negativo del a7 nAChR, lo cual es relevante en el contexto
de las conductas adictivas. Estos receptores se localizan a nivel presinaptico en los
terminales de aferentes glutamatérgicos, donde modulan la actividad de las neuronas
dopaminérgicas del VTA (Jones & Wonnacott, 2004) y las neuronas dopaminérgicas D1
del NAcc (Zappettini et al., 2014). La activacion de los a7 nAChR produce la liberacion
de glutamato en el VTA, lo que potencia la sefalizaciéon dopaminérgica en las neuronas
del VTA hacia el NAcc. Por lo tanto, la actividad de KYNA como modulador alostérico
negativo sobre este receptor reducird la liberacion de glutamato en VTA, y
consecuentemente, la liberacion de DA en NAcc, un fendmeno esencial en el sistema de
recompensa (Morales-Puerto et al., 2021).

Por tultimo, el agonismo del GPR35 mediado por KYNA puede contribuir a la
disminucién de los niveles de glutamato extracelular, lo que a su vez reduce la transmisioén
excitatoria y podria modular la conducta adictiva (Albuquerque & Schwarcz, 2013).

En definitiva, KYNA modula la neurotransmision glutamatérgica por diferentes vias y,
por lo tanto, tiene un gran potencial para modular diversos aspectos de los procesos
adictivos (Morales-Puerto et al., 2021). A pesar de esto, no se puede obviar el potencial
papel que tienen el resto de los metabolitos de la KynP, dados sus variados efectos
neuroactivos descritos en apartados anteriores.

Quiza la publicacion mas relevante que destaca la interaccion entre los TCS y la KynP es
la de Justinova y colaboradores (2013). En este estudio, se empleo la autoadministracion
de THC y el cannabinoide sintético WIN 55,2121-2 en ratas y mono ardilla. Los autores
demostraron que la administracion i.p. de Ro 61-8048, un inhibidor de KMO, aumenta
los niveles de KYNA en NAcc shell y VTA, reduce la autoadministracion de estos
cannabinoides y previene la reinstauracion de la conducta de busqueda de la droga
inducida por una dosis del cannabinoide o por los estimulos asociados al mismo. Todos
estos efectos se atribuyen a la accion de KYNA sobre a7 nAChR, ya que se previenen
mediante la administracion de moduladores alostéricos positivos como PNU-120596 o
galantamina. Para reforzar esta hipdtesis, comprobaron que la administracion de KYNA
en NAcc previene el aumento de DA inducido por THC (Justinova et al., 2013). Tras este
trabajo, surgieron otros estudios con enfoques similares que corroboran el potencial
terapéutico de la inhibicion de KMO; la administracion de Ro 61-8048 reduce el consumo
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de alcohol en un modelo de recaida, previene la reinstauracion de la conducta de busqueda
de alcohol y cocaina inducida por estimulo condicionado en ratas (Vengeliene et al.,
2016). Ademas, se observo que este inhibidor disminuye la autoadministracion de
nicotina en ratas y monos ardilla, reduce la liberacion de DA en NAcc inducida por
nicotina en ratas, previene la reinstauracion de la busqueda de nicotina inducida por
nicotina o estimulo condicionado en mono ardilla y rata, asi como la reinstauracion de la
busqueda de cocaina inducida por cocaina o por estimulo condicionado en monos ardilla
(Secci et al., 2017).

En nuestro laboratorio, se ha descrito detalladamente el papel de la modulacion de la
KynP sobre la conducta adictiva inducida por etanol, utilizando modelos murinos de
consumo intensivo y dependencia. En el modelo de consumo en atracén o binge drinking
conocido como Drinking in the Dark (DID), se observé que la administracion del
modulador alostérico positivo de a7 nAChR PNU-120596 previene la disminucion del
consumo de alcohol inducida por la administracion de Ro 61-8048. Ademas, la
administracion sistémica de KYN gener6 una disminucién del consumo de etanol
(Giménez-Gomez et al., 2018). En este ultimo estudio también se mostré que la
administracion i.p. de Ro 61-8048 evita la liberacion de DA en NAcc provocada por el
etanol. Mas recientemente, en el modelo de dependencia al etanol inducida por la
exposicion intermitente cronica (CIE), se observé que Ro 61-8048 reduce el consumo en
ratones macho y hembra. Ademas, se encontré que PNU-120596 reduce de forma dosis-
dependiente la disminucion en el consumo de alcohol producida por el inhibidor de KMO,
y que el transporte de KYN a través de los transportadores LAT y OAT es esencial en el
efecto de reduccion del consumo (Gil de Biedma-Elduayen et al., 2022).

En el contexto especifico de modelos preclinicos de TCO, hace mas de tres décadas se
demostrd que la administracion intracerebroventricular de KYNA atentia marcadamente
la activacion de neuronas del locus coeruleus y algunos de los sintomas de la abstinencia
de morfina inducida por naltrexona (Rasmussen, 1991). Sin embargo, més all4 de esta
referencia, la literatura cientifica en la que se hayan evaluado los efectos de la modulacién
de la KynP sobre las conductas adictivas inducidas por opioides es escasa. Se ha descrito
que la activacion de los receptores NMDA estd implicada en el desarrollo de la
dependencia fisica a morfina y en el desarrollo de tolerancia analgésica (Marek et al.,
1991; Trujillo & Akil, 1991). En este sentido, KYNA podria tener un efecto beneficioso
al actuar sobre este receptor. Ademas, a pesar de que se ha descrito que KYNA no tiene
afinidad por receptores opioides (Zador et al., 2014), la administracion de este metabolito
altera la senalizacion opioide mediante la modificacion de la actividad de las proteinas G
a través de un mecanismo que implica al receptor NMDA (Samavati et al., 2017). En
cuanto a la interaccion del TCO y KynP a nivel de a7 nAChR, la administracion sistémica
y en hipocampo ventral del antagonista metillicaconitina atenla o previene le
reinstauracion de la preferencia de lugar condicionado por morfina (Feng et al., 2011;
Wright et al., 2019). Sin embargo, este aspecto tampoco ha sido estudiado en profundidad.
De manera similar, la literatura sobre el efecto del consumo de opioides en los niveles de
metabolitos de la KynP es limitada. Algunos estudios apuntan que la dependencia de
morfina se asocia con la disminucion y el aumento en la concentraciéon de TRP en plasma
y cerebro respectivamente, teniendo un papel importante la entrada del TRP en cerebro
(Larson & Takemori, 1977; Messing et al., 1978; Zaitsu et al., 2014). Ghanbari y
colaboradores muestran una disminucion de los niveles plasmaticos de KYN y TRP en
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pacientes con TCO en comparacion con aquellos que son simplemente grandes
consumidores de opioides (Ghanbari et al., 2021). Una revision sistematica establece una
relacion indirecta entre el TCO y la KynP al sefialar el papel de ciertos biomarcadores
(IL-6, IL-10, CCL-2) relacionados con la inflamacién cronica central y periférica (B. M.
Bryant et al., 2021). También se ha observado que el tratamiento con buprenorfina o
metadona reduce significativamente la neuroinflamacién de pacientes con TCO
(Jaureguiberry-Bravo et al., 2018; Lu et al., 2019; T. Y. Wang et al., 2017).

7. Relacion entre el dolor cronico y la KynP

A diferencia de la relacion existente entre KynP y TCO, existe algo mas de literatura
cientifica que explora el papel de la KynP en el dolor cronico. Mas allé del uso frecuente
de opioides para el tratamiento del dolor cronico (Dowell et al., 2016, 2023), las
interacciones entre neuronas y células gliales en medula espinal juegan un papel crucial
en el dolor neuropatico mediante la amplificacion de la sensibilizacion central. Los
mediadores liberados por células gliales que potencian la neurotransmision
glutamatérgica en la medula espinal pueden agravar el dolor neuropatico. Ademads, la
activacion inmune y de células gliales tanto a nivel central como periférico, contribuye a
la activacion de la KynP. En este contexto, es interesante destacar que los antagonistas de
NMDAR han mostrado un potencial significativo para el tratamiento de la alodinia tactil
en modelos preclinicos de dolor neuropético (Hazrati et al., 2024), lo que subraya la
relevancia de la KynP y sus metabolitos en el manejo del dolor cronico. Ciertos autores
han investigado el efecto de la modulacion de la KynP sobre la nocicepcion. En
condiciones fisioldgicas normales, la administracion i.p. de TRP, KYN, acido antranilico,
QUIN, XA y PA produce efectos antinociceptivos en ratas sometidas a las pruebas de
placa caliente y de retirada de la cola (Heyliger et al., 1998). Asimismo, la administracion
intratecal de KYN en ratas produce efectos antinociceptivos de manera dosis-dependiente
en las mismas pruebas (Kristensen et al., 1993).

En roedores sometidos a diferentes modelos de dolor neuropético, la administracion de
determinados metabolitos o la modulacion de la KynP ha demostrado tener efectos
beneficiosos. En un modelo de dolor neuropatico inducido por la ligadura de los nervios
espinales L5 y L6 en ratas, la coadministracion i.p. de KYN y probenecid mitiga la
alodinia tactil gracias al aumento de los niveles de KYNA, mientras que la administracion
de ambos compuestos por separado no mostr6 el mismo efecto. Ademads, la
administracion intratecal de KYNA alivia la alodinia, siendo este efecto potenciado por
la administracion sistémica de probenecid (Pineda-Farias et al., 2013). En ratones
sometidos al modelo de dolor neuropatico de ligadura neural por omision (spared nerve
injury, SNI) se ha descrito un aumento de la expresion de la KMO neuronal y de los
niveles de QUIN, ademas de una disminucion de niveles de KYNA en el hipocampo
contralateral a la lesion. La administracion de un antagonista del receptor de IL-1 tras la
cirugia SNI previno el incremento en la transcripcion del gen que codifica para KMO,
aunque no tuvo ningtn efecto sobre la alodinia. En este modelo SNI, se aprecia también
un fenotipo depresivo en el test de natacion forzada, el cual se vio prevenido por la
administracion intracerebroventricular de Ro 61-8048, sin afectar a la alodinia mecanica
(Laumet et al., 2017). En otro estudio, la administracion intratecal de KYNA redujo la
hipersensibilidad térmica y mecénica en ratones sometidos al modelo de constriccion
cronica del nervio cidtico (CCI) (Resta et al., 2016). Este efecto podria estar mediado por
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la disminucion de la neurotransmision glutamatérgica y excitabilidad neuronal, atribuida
alaaccion de KYNA sobre los receptores GP35 (Carpenedo et al., 2001; Guo et al., 2008).
Otro estudio respalda esta hipotesis, al mostrar que tanto KYNA como zaprinast, ambos
agonistas del receptor GPR35, reducen en ratones el dolor provocado por CXCL17 en los
test de filamentos de Von Frey y placa fria. En este estudio, ademas, ambos agonistas
GPR35 reducen la hipersensibilidad tactil y mecéanica en ratones sometidos al modelo
CCl y potenciaron la efectividad analgésica de morfina (Rojewska et al., 2019).

La desregulacion de las enzimas de la KynP se ha asociado con el desarrollo del dolor
neuropatico. Niveles incrementados de QUIN y 3-HK pueden generar dafio y disfuncion
neuronal mediante su accidon sobre receptores NMDA y generacion de radicales libres
(Okuda et al., 1998; Perkins & Stone, 1982). Los radicales libres conducen a la disfuncion
mitocondrial y neuronal en el asta dorsal de la médula espinal, siendo estos mecanismos
cruciales en el desarrollo del dolor neuropatico (Bae et al., 2018; H. Y. Kim et al., 2015).
En estudios realizados en ratas, se ha descrito un incremento de la transcripcion de los
genes para IDO2, KMO y 3-HAO tras siete dias desde el inicio del modelo CCI. En estos
animales, la administracion de minociclina, un antibidtico que inhibe la activacion
microglial, redujo la hipersensibilidad mecanica y tactil y los niveles d¢ ARNm (ARN
mensajero) codificante para IDO2 y KMO. La inhibicion de IDO2 y KMO en estos
animales atenud el desarrollo de alodinia mecanica y térmica en los dias 2 y 7 tras el inicio
del modelo CCI (Rojewska, Ciapata, et al., 2018). Un estudio reciente propone de manera
convincente un mecanismo implicado en el desarrollo de dolor neuropatico empleando
ratones sometidos al modelo SNI. Este mecanismo se desencadena por la acumulacion de
células dendriticas que expresan IDO-1 en las leptomeninges de la raiz dorsal, lo cual
contribuye a un aumento de los niveles de KYN en la medula espinal. Posteriormente, la
KYN es metabolizada por astrocitos que expresan KMO en medula espinal para generar
3-HK, un metabolito con efecto pro-nociceptivo. Ademas, el QUIN formado en la KynP
también actlia como agonista del receptor NMDA, desempefiando un papel crucial en el
desarrollo del dolor neuropatico (Maganin et al., 2022). Otro estudio muy relevante es el
de Ciapala y colaboradores, quienes encontraron niveles elevados de ARNm codificante
para KMO, kinureninasa y 3-HAO en medula espinal de ratones siete dias después de ser
sometidos al modelo CCI. En estos animales, la administracion intratecal unica de 1-D-
MT (inhibidor de IDO), UPF468 (inhibidor de KMO) o KYN atenuo la hipersensibilidad
mecanica y térmica e incrementd la efectividad analgésica de opioides. Ademas, el
pretratamiento con el inhibidor de KMO potenci¢ el efecto anti-alodinico de KYN. Por
otra parte, la administracion sistémica de KYN también ejercié un efecto analgésico, el
cual se potencio por el pretratamiento con minociclina. La administracion de KYN ya sea
por via intratecal o intravenosa, potencio el efecto analgésico de morfina, buprenorfina u
oxicodona (Ciapata et al., 2023).

Ademas de todas estas evidencias que sugieren que la KynP desempefia un papel
relevante en el dolor neuropatico, como se mencioné anteriormente, tanto el QUIN como
el XA se postulan como biomarcadores potenciales para el dolor cronico (Auyeung et al.,
2023; Gunn et al., 2020).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Opioides como el fentanilo son analgésicos eficaces utilizados en la terapia del dolor. El
marcado aumento en el consumo de estos medicamentos, independientemente de su uso
terapéutico, es motivo de preocupacion para las autoridades sanitarias. El conocimiento
de los mecanismos moleculares que subyacen al desarrollo de la dependencia de opioides
y el desarrollo de alternativas para reducir el abuso de estas drogas se ha convertido en
una cuestion prioritaria de salud publica. Recientemente, la via de la kinurenina (KynP)
ha sido identificada como una nueva diana farmacoldgica para modular el abuso de
drogas, la conducta de busqueda de drogas y la recaida.

Nuestra hipdtesis postula que la KynP es una diana para el tratamiento de la adiccion a
opioides. Un aumento en la concentracion cerebral de kinurenina (KYN) y acido
kinurénico (KYNA) inducida por la inhibicidn periférica de kinurenina 3-monooxigenasa
(KMO), mediante la administracion de Ro 61-8048, reduce el efecto reforzante y la
reinstauracion del comportamiento de busqueda de fentanilo en ratas sometidas a un
paradigma de autoadministracion operante intravenosa. Dado que el dolor altera los
sustratos neuronales que modulan la busqueda de drogas y reduce la liberacion de
dopamina en el nucleus accumbens (NAcc), la respuesta a Ro 61-8048 y la conducta
adictiva inducida por fentanilo sera distinta en animales con dolor crénico neuropatico.
Ademas, debido a los efectos antinociceptivos del KYNA, Ro 61-8048 potencia el efecto
antinociceptivo del fentanilo y reduce su autoadministracion en animales con dolor.

Para contrastar estas hipotesis, se establecieron los siguientes objetivos generales y
especificos:

1. Establecer un modelo de autoadministracion intravenosa operante de fentanilo y
definir la dosis de Ro 61-8048 efectiva para modular la conducta adictiva.

2. Evaluar el efecto de Ro 61-8048 sobre la conducta adictiva inducida por fentanilo,
considerando el refuerzo, el dolor neuropatico y comportamientos asociados.

2.1.  Determinar el impacto de Ro 61-8048 en distintas fases de la conducta
adictiva (adquisicion, mantenimiento, extincion y reinstauracion) y su influencia
sobre receptores a7 nACh y NMDA.

2.2.  Determinar el efecto de Ro 61-8048 sobre la actividad locomotora, la
ansiedad y la autoadministracion de sacarosa y comida.

2.3. Determinar el efecto de Ro 61-8048 sobre el desarrollo de aversion de
lugar condicionado inducida por naloxona en animales dependientes de fentanilo.

2.4.  Estudiar el impacto del dolor neuropatico por el modelo de ligadura neural
por omision (SNI: spared nerve injury) y Ro 61-8048 sobre la conducta adictiva
inducida por fentanilo y la alodinia.

3. Caracterizar las alteraciones moleculares inducidas por Ro 61-8048 y fentanilo en
cerebro y plasma de animales con y sin dolor neuropatico.

3.1.  Determinar la concentracion de metabolitos de la KynP.

3.2.  Determinar la expresion de proteinas implicadas en la adiccion a opioides:
GIluN2A, GIuN2B, EAAT2, Akt y Erk1/2.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales de experimentacion

Todos los procedimientos se llevaron a cabo en ratas macho adultas de la cepa Long Evans
(Janvier, Francia). A su llegada, con ocho semanas de edad, las ratas tuvieron un peso
comprendido entre 250 y 300 g y fueron alojadas en grupos de tres o cuatro individuos.
Se estabularon en jaulas de policarbonato (60x40x18 cm; Tecniplast, Italia) con viruta de
madera y un bloque de madera como enriquecimiento ambiental (Aspen Wooden blocks),
dentro de una estancia del CAl-animalario de la Universidad Complutense de Madrid
(namero de registro ES280790000086) con condiciones de temperatura (21+2 °C) y
humedad (50-55%) controladas y sometidos a un ciclo de iluminacién inversa de 12 h
(luces encendidas a las 20:00). Las ratas tuvieron acceso ad libitum a comida y agua
excepto cuando se encontraban en las cadmaras de autoadministracion o cuando se
sometian a restriccion de comida en el entrenamiento operante previo a la
autoadministracion intravenosa. En todos los casos los experimentos se llevaron a cabo
en la fase oscura del ciclo de luz, entre las 8:00 y las 19:00, en una sala aledana a la
habitacion donde los animales estaban estabulados.

Las ratas se mantuvieron en estas condiciones al menos una semana tras la llegada a las
instalaciones, periodo destinado a la aclimatacion de los animales a la estancia y a los
experimentadores. A continuacidn, se realizo la cirugia de cateterizacion de la vena
yugular tras la cual las ratas fueron alojadas de forma individual (45x25x16cm;
Tecniplast, Italia) para evitar dafios en los catéteres y replicar las condiciones habituales
en los experimentos de autoadministracion (Engeln et al., 2021; Thomsen & Caine, 2005).

La cepa Long Evans fue seleccionada por su uso habitual en investigacion conductual
relacionada con aprendizaje y, en concreto, en estudios de conducta adictiva (Janvier,
2017; Simms et al., 2010; Zanni et al., 2020). Esta cepa presenta ademds mejor agudeza
visual (Janvier, 2017; S. Li et al., 2022; Prusky et al., 2002), lo que puede jugar un papel
importante en los experimentos en los que los animales se exponen a estimulos visuales.

Todos los procedimientos experimentales fueron examinados por el Comité de Bienestar
Animal de la Universidad Complutense de Madrid y aprobados por la Comunidad de
Madrid (referencia de aprobacion ética: PROEX 154.6/20), siguiendo la Directiva de la
Union Europea 2010/63/UE, Real Decreto 1337 de 1 de febrero 2013 (BOE n° 34, 8
febrero 2013; Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo).

2. Compuestos administrados

e Fentanilo, en forma de sal citrato (AEMPS, Kern Pharma, Espaiia, PubChem CID:
13810). El compuesto se disolvid en solucion salina estéril (NaCl al 0.9% p/v) a una
concentracion de 500 pg/mL; posteriormente se diluyo a la concentracion requerida
determinada por el peso de cada uno de los individuos expuestos a autoadministracion
operante intravenosa. La dosis por infusion empleada en la mayoria de los
experimentos fue de 3.2 pg/kg/infusion en un volumen por infusion de 80 pL
administrada en 4.6 seg. Las dosis estan referidas a fentanilo en forma base. En los
estudios con administracion via subcutanea (s.c.) se empled una dosis de 15 o 50
ng/kg administrada en un volumen de inyeccion de 1 mL/kg.
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e Naloxona, en forma de sal clorhidrato dihidratada (N7758, Merck, Alemania;
PubChem CID: 20112022). El farmaco se disolvié en solucion salina. Se administro
en dosis de 1 mg/kg via intraperitoneal (i.p.) en un volumen de 1 mL/kg.

e R0 61-8048 (3,4-Dimetoxi-[-N-4-(nitrofenil)tiazol-2-il]-bencenosulfonamida) (3254.
Tocris, EE. UU.; PubChem CID: 5282337). El compuesto se disolvié en solucion
salina estéril (NaCl al 0.9% p/v) que contenia NaOH 60 mM y se ajust6 el pH a 7.4
con HCI (654 pH Meter, Metrohm, Suiza). Se administr6 via i.p. en un volumen de 2
mL/kg y a una dosis de 100 mg/kg en todos los estudios.

e PNU-120596 (1-(5-Cloro-2,4-dimetoxifenil)-3-(5-metil-1,2-oxazol-3-il)urea) (2498.
Tocris, EE. UU.; PubChem CID: 311434). El compuesto se disolvi en solucion salina
estéril que contenia 5% DMSO (dimetil sulfoxido; Merck, Alemania) y 5% TWEEN®
80 (Merck, Alemania). Se administr6 i.p. en un volumen de 2 mL/kg y a la dosis de 8
mg/kg, 30 min antes de la inyeccion de Ro 61-8048.

e D-Serina (S4250. Merck, Alemania; PubChem CID: 710779). El compuesto se
disolvio en solucion salina y se administr6 una dosis de 800 mg/kg i.p. en un volumen
de 2.5 mL/kg, 30 min antes de la administraciéon de Ro 61-8048

3. Disefo experimental

3.1 Autoadministracion intravenosa operante

En la mayoria de experimentos desarrollados a lo largo de esta Tesis Doctoral se
emplearon los mismos parametros de autoadministracion. Las ratas se sometieron a una
sesion diaria (los siete dias de la semana) de 2 h de duracion a un paradigma de refuerzo
de razon fija, fixed ratio 1 (FR1), en el que cada vez que la rata pulsé la palanca activa
recibié una dosis de fentanilo via intravenosa (i.v.). La dosis de fentanilo de 3.2
ng/kg/infusion se administré en un volumen de 80 pL y un tiempo de 4.6 seg (You et al.,
2019). En este periodo de tiempo, la infusiéon se vio acompafiada por un estimulo
condicionado (conditioning stimuli) que durd lo mismo que la infusion. Este estimulo
consistio en el encendido de la luz de sefial y la emision de un sonido (2900 Hz, 78 dB)
de forma simultanea. En este periodo de 4.6 seg inmediatamente posterior a la presion de
la palanca activa, denominado inactivo o timeout period, se registro el nimero de veces
que se pulsaron las palancas activa e inactiva, pero no conllevd ningin tipo de
consecuencia, ya sea la infusion de fentanilo o la presentacion del estimulo condicionado.
La pulsacion de la palanca inactiva en cualquier periodo tampoco conllevo ninguna
consecuencia. Al iniciar cada sesion de autoadministracion de fentanilo, las ratas
recibieron una dosis no contingente (dosis no asociada a la presion de la palanca activa)
via i.v. de fentanilo para promover la conducta de autoadministracion (priming), si bien
esta infusidbn no contingente inicial no se administrd en las fases de extincion o
reinstauracion de la conducta de busqueda de fentanilo. El numero de infusiones de
fentanilo se limit6 a cincuenta en 2 h para evitar una potencial sobredosis.

En la fase de extincion de la conducta de busqueda de fentanilo, la presion de la palanca
activa tuvo como unico resultado la obtencion de una dosis de salino (80 uL en 4.6 seg)
sin la presentacion de ningin estimulo asociado. La presion de la palanca inactiva no
conllevd ningln tipo de consecuencia.

En el estudio de reinstauracion inducida por la droga, las condiciones de
autoadministracion fueron idénticas a las de fase de extincion. Sin embargo, en el
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experimento de reinstauracion inducida por estimulo condicionado (luz, sonido), se
expuso a los animales de forma no contingente al estimulo condicionado asociado a
fentanilo al entrar en las camaras de autoadministracidon. En este caso, ademas, al
presionar la palanca activa se presento el estimulo condicionado asociado al fentanilo en
condiciones idénticas a las de las fases de adquisicion y mantenimiento, junto con la
administracién de una dosis intravenosa de salino. Durante los 4.6 seg de duracion del
estimulo, presionar la palanca activa no tuvo ninguna consecuencia, al igual que sucedi6
con la palanca inactiva en cualquiera de los periodos.

En los resultados presentados, se mostraran los valores del nimero de presiones en la
palanca activa e inactiva y el de infusiones de fentanilo. Al darse el consumo de fentanilo
solo en las fases de adquisicion y mantenimiento, se incidird en resultados relativos a
estas fases en todos los parametros mencionados. La razéon para mostrar, ademas del
numero de infusiones, el nimero de presiones en la palanca activa e inactiva, es el hecho
de que a pesar de que los valores de infusiones y respuestas sobre la palancas activa
siempre seran parcialmente correlativas (especialmente empleando el paradigma de
refuerzo FR1), el animal puede haber presionado la palanca activa numerosas veces en el
periodo de tiempo en que esta presion no conlleva ninguna consecuencia, lo que tiene
implicaciones al asociarse a compulsividad y nos permite percibir diferencias en dos
cuestiones intimamente relacionadas pero no idénticas: el consumo de fentanilo y la
conducta de busqueda asociada al mismo. En los resultados relativos a las fases de
extincion y reinstauracion, el objetivo es mostrar la conducta de biisqueda del animal en
ausencia de fentanilo, y por lo tanto se mostrara el nimero de presiones sobre la palanca
activa e inactiva.

Los parametros de autoadministracion difirieron ligeramente de los mencionados
anteriormente en los experimentos destinados a estudiar las concentraciones de varios
metabolitos de la via de la kinurenina (KynP) en diferentes fases de la conducta adictiva
en animales sometidos a autoadministracion de salino o fentanilo, y el destinado a evaluar
el efecto de Ro 61-8048 y fentanilo en animales sometidos al modelo de dolor cronico
neuropatico spared nerve injury (SNI). En estos dos estudios las sesiones tuvieron una
duracion de 1 h para posibilitar la realizacion de experimentos con un mayor nimero de
grupos experimentales en los seis equipos de autoadministracion disponibles.

El otro experimento que difiri6 en los parametros es aquel en el que utilizamos un
paradigma de refuerzo de razdn progresiva (progressive ratio, PR). En este caso, el
numero de presiones sobre la palanca activa que tuvo que realizar el animal para obtener
una dosis de fentanilo fue aumentando de forma exponencial segin las obtenia de acuerdo
al siguiente orden: 1,2,4,6,9,12,15,20,25,32,40......2459. Este orden deriva de la formula
(5 x %) — 5, redondeando al niimero entero mas cercano, en la que n es la posicion en
la secuencia de la ratio (Richardson & Roberts, 1996). Esto quiere decir que, por ejemplo,
al animal le costo obtener el cuarto refuerzo seis presiones en la palanca activa, mientras
que, para obtener el trigésimo primer refuerzo, esa Unica dosis le costaria 2459 presiones
en la palanca activa. La duracion de la sesion de autoadministracion en este caso fue
variable. Estas sesiones pudieron terminar por dos motivos: la falta de obtencion de un
refuerzo en el lapso de 1 h o el limite de duracién establecido de 5 h (Bossert et al., 2019;
Panlilio & Schindler, 2000).
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3.1.1 Equipo

Los estudios se llevaron a cabo utilizando seis camaras de autoadministracion (C1-PKG,
Med Associates, EE. UU.) cada una de ellas equipada con un dispensador de pellets de
comida y bomba de infusion (PHM-107, Med Associates, EE. UU.). La parte mas distal
de la correa (en inglés, tether) (KVABRITH/MED, Instech, Alemania) con respecto a la
rata se conect6 a una jeringa de polipropileno (BD Emerald,10 mL, 307736, BD, Espaiia)
conteniendo la correspondiente solucién a autoadministrar. Por la parte méas proximal a
la rata, el tether se conectd al puerto de acceso vascular (vascular access button,
VAB41B/22, Instech, Alemania) (Fig. 13F) que se implant6 en cada rata. El fether consta
de un tubo de poliuretano rodeado por un muelle (PS95H, Instech, Alemania) que le
protege, conectados a una pieza giratoria (swivel) que otorga a la rata libertad de
movimiento dentro de la jaula. Todo este sistema estd acoplado a un contrapeso a la altura
del swivel con el fin de que el animal no perciba tirantez o presion a la altura del puerto

de acceso vascular.
[]—J_/—D —— Bomba de infusion

_— Altavoz
/ ((‘r ___ Luzde estancia

* Tether

Lucesindicadoras _ g
—~1~50

o b
Palanca activa /9/@ {,)i&,/r
I

Palanca inactiva

Figura 12 | Esquema del equipo de autoadministracién operante.

La jaula, con dimensiones de 29 x 25 x 30 cm, se coloc6 dentro de un cubiculo ventilado
para aislar al animal del entorno externo. En su interior, se instalaron dos palancas
retractiles a 7 cm de altura sobre el suelo, ubicadas a cada lado del recipiente de pellets,
el cual estd a 2 cm del suelo. A 6 cm por encima de cada palanca, se encuentran dos luces
indicadoras (cue lights). En la parte opuesta de la cAmara se sitlia un altavoz y una luz de
estancia. Toda la jaula y los componentes, a excepcion de la bomba de la infusion, se
encuentran dentro del cubiculo ventilado. Las pulsaciones de las palancas dentro de la
camara se registran empleando un ordenador y el programa Med-PC (Med Associates,
EE.UU.)

Cuando los animales no estaban siendo sometidos a autoadministracion, el puerto de
acceso vascular se protegio con tapones magnéticos (VABRC, Instech, Alemania) (Fig.
13G).

3.1.2 Cateterizacion de la vena yugular externa derecha

Las ratas se anestesiaron con una mezcla de isoflurano (Isoflutek; C.N 586259,
Laboratorios Karizoo, Espafia) y oxigeno. Se empled 5% de isoflurano durante la
induccion en camara y 2% para el mantenimiento de la anestesia. Una vez anestesiada la
rata, se afeit6 la zona a intervenir y se aplicé dos veces de forma alternativa clorhexidina
al 1% (Desinclor, IMARK+, Espaia) y etanol al 70% sobre las areas de la piel en las que
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se intervino. Se hicieron dos incisiones de aproximadamente 2.5 y 1 cm en la region
interescapular y la zona de piel superficial que se encuentra por encima de la vena yugular
(Fig.13A, B). Mediante diseccion roma se localizé y aislo la vena yugular externa derecha
(Fig. 13C) y se introdujo un catéter estéril de poliuretano (C30PU-RJV1631, Instech,
Alemania) de 13 cm de longitud total, 0.62 mm de didmetro interno y 1.02 mm de
diametro externo (Fig. 13D). El catéter se insertd aproximadamente hasta a llegar al nivel
de la auricula y se fij6 empleando suturas. Después, se hizo pasar el catéter por un bolsillo
subdérmico generado por diseccion roma que comunic6 las regiones ventral y dorsal en
las que se habia realizado la incision, y fue conectado al puerto de acceso vascular, el cual
se fijo con sutura en la region interescapular (Fig. 13E).

Figura 13 | Cateterizacion de la rata adulta macho Long Evans. (A) Incision en la region
interescapular y (B) zona superficial subdérmica sobre la vena yugular. (C) Vena yugular externa derecha
aislada e (D) insercion del catéter. (E) Jeringa con adaptador empleada para el mantenimiento del catéter.
(F) Rata acoplada al fether en la jaula de autoadministracion. (G) Proteccion del puerto de acceso
vascular con tapon magnético.

El dia de la cirugia y los dos posteriores, los animales recibieron una dosis s.c. diaria de
buprenorfina (0.05 mg/kg, volumen de inyeccion 1 mL/kg; Bupredin, C.N 585314, Le
Vet Beheer B.V, Holanda) y de marbofloxacino (2 mg/kg, volumen de inyeccion 1 mL/kg;
Marbocyl F.D, C.N 576465, Vetoquinol, Espafia), ademas de recibir 7 g de comida
hiimeda a la que se afiadi6 meloxicam (2.85 mL de solucién por cada 100 g de comida;
Meloxidyl 1.5 mg/mL, C.N 573407, Ceva Sante Animale, Espafia). A lo largo de todos
los experimentos se hizo pasar diariamente por el catéter 100 pL. de una solucion que
contenia heparina (30 IU/mL) (H3393, Merck, Alemania) y gentamicina (1 mg/mL)
(Gentasol, C.N 571084, Labiana Life Sciences, Espafia) con el fin de asegurar la
permeabilidad del catéter y evitar infecciones (Ucha et al., 2019; You et al., 2019). Los
animales tuvieron un minimo de cinco dias para recuperarse de la intervencion antes de
empezar otros protocolos.
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3.1.3 Entrenamiento de la conducta operante con comida

Se llevo a cabo el entrenamiento de la conducta operante, es decir, del acto de pulsar las
palancas para obtener un refuerzo, empleando pellets de comida estdndar (Testdiet,
S5TUM, EE. UU.). El objetivo de este protocolo es familiarizar a los animales con la
conducta operante para obtener reforzantes usando las palancas y facilitar posteriormente
la adquisicion de la busqueda de fentanilo (Bongiovanni & See, 2008).

El protocolo consistidé en cinco sesiones de 1 h cada dia. Los dos primeros dias las
sesiones se dividieron en tres etapas. En la primera, de 28 min, los animales recibieron
un total de quince pellets de comida de forma no contingente (sin necesidad de presionar
la palanca activa). El periodo entre refuerzos fue variable y aleatorio, con la liberacion de
un pellet por cada periodo de tiempo de entre 90 a 150 seg. Ante la pulsacion de la palanca
activa en este periodo, el animal obtuvo también un pellet, mientras que la inactiva no
generd ninguna consecuencia. La administracion del pellet no fue asociada a ningun
estimulo condicionante, mas all4 del propio sonido del pellet cayendo en el receptaculo,
para no inducir posibles confusiones con los estimulos que posteriormente se asociaron a
fentanilo. Tras los 28 min, las palancas se retrajeron y la luz de estancia se encendi6
durante 3 min para sefalizar un cambio de paradigma. Las condiciones con el nuevo
paradigma se desarrollaron durante 29 min, en los que la rata solo podia obtener los pellets
de forma contingente, tras la presion de la palanca activa, en un paradigma de refuerzo
FR1. No se entregaron pellets de forma no contingente. Durante los tres primeros dias se
empled una restriccion diaria de comida de 10 g para incentivar la conducta operante,
teniendo en cuenta siempre que la disminucion de peso fuera menor al 10% y que la
pérdida de peso hubiera revertido previamente al inicio de la autoadministracién (Buczek
et al., 1999; Garcia et al., 2014).

ENTRENAMIENTO DE LA CONDUCTA OPERANTE CON COMIDA
SESION1Y 2 SESION 3,4y 5

15 pellets no contingentes +

28 mil
min FR1

Palancas retraidas
ami
min Luz de estancia encendida 1 FR1

29 min FR1

Figura 14 | Disefio experimental empleado para el entrenamiento de la conducta operante con
comida. Los animales estuvieron expuestos a la restriccion de comida durante los tres primeros dias.
FR1: refuerzo de razon fija 1.

Desde la tercera hasta la quinta sesion, los animales se expusieron a un paradigma de
refuerzo de FR1 durante 1 h. Para evitar la sobreexposicion al protocolo de las ratas mas
activas en la conducta operante (definidas como aquellas que obtenian un numero de
refuerzos por encima de la media de todos los individuos), estas recibian tres pellets de
comida en lugar de uno por cada palanca activa. En todos los casos, el numero de
refuerzos otorgados total se limito a cincuenta, al igual que con el fentanilo.
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3.1.4 Fases en la conducta adictiva inducida por fentanilo y otros reforzantes

La conducta adictiva inducida se enmarcd en diferentes fases. La primera fue la
adquisicion. En esta, las ratas naive a fentanilo se expusieron de forma inicial a la
posibilidad de autoadministrarse la sustancia. En esta fase se pudo percibir como el
animal discrimind la palanca activa e inactiva.

La siguiente fase se denomina mantenimiento y se caracterizd por un consumo de
fentanilo estable. En esta etapa el animal ya conoce las propiedades reforzantes de la
sustancia y cudl es la conducta requerida para recibir la dosis que desee.
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Figura 15 | Fases de la conducta adictiva inducida por fentanilo en el protocolo de
autoadministracién. Se muestra un nimero representativo de presiones sobre la palanca activa en cada
una de las fases definidas, con una extension de 11, 7, 10 y 1 sesiones de administracion para adquisicion,
mantenimiento, extincion y reinstauracion, respectivamente.

La siguiente fase se inici6 con la retirada por parte del experimentador del fentanilo y sus
estimulos asociados, y se denomina extincion. En esta fase pudimos observar como
inicialmente los animales sufren un pico inicial en la bisqueda de la sustancia que
paulatinamente se redujo hasta niveles minimos.

Por ultimo, se defini6 la fase de reinstauracion de la conducta de busqueda, ampliamente
conocida por el término inglés reinstatement. En esta fase se emplearon diversos
estimulos para provocar que el animal volviera a buscar la sustancia reforzante. En este
trabajo se emplearon los estimulos asociados a la droga (reinstauracion inducida por
estimulo condicionado, cue-induced reinstatement, CIR) o una dosis de la droga
(reinstauracion inducida por la droga, drug-induced reinstatement, DIR).

Los criterios descritos en la literatura cientifica para definir si un animal o grupo
experimental esta en una fase u otra varian ampliamente en cuanto a los pardmetros a
valorar y el margen de variabilidad conductual y temporal empleados. En nuestro caso
utilizamos criterios de estabilidad aplicados de forma individual a cada rata. Se prefijaron
unos criterios para definir la estabilidad en la adquisicion de la conducta de
autoadministracion y paso a mantenimiento, y para la estabilidad en la extincion de la
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conducta de busqueda y paso a la reinstauracion de la conducta de busqueda o
reinstatement.

El criterio de estabilidad para paso a mantenimiento se predefinié como una variacion del
numero de infusiones en tres sesiones consecutivas de menos de un 20% respecto a la
media movil de las tres sesiones previas, sin presencia de tendencias positivas ni negativas
(Townsend et al., 2019). La media movil de cada dia se calculé empleando los datos de
las tres sesiones de autoadministracion previas y fue actualizada diariamente.

Por otro lado, el criterio de estabilidad para la extincion de la conducta de busqueda se
defini6 como una reduccion consecutiva de mas del 70% en el nimero de pulsaciones en
la palanca activa durante dos dias, en comparacion con los niveles basales de busqueda
de fentanilo, es decir, la media de los ultimos tres dias en los que consumieron fentanilo.
Ademas, se establecid un periodo minimo de cinco dias para llegar a este criterio
(Justinova et al., 2013; Zhan et al., 2018).

3.2 Estudios realizados
3.2.1 Aversion de lugar condicionado

El objetivo de este estudio fue evaluar el posible efecto de Ro 61-8048 en el desarrollo
de la expresion de aversion de lugar condicionado (CPA) inducida por naloxona en
animales dependientes de fentanilo. Para este experimento se emplearon cuatro grupos de
animales que recibieron fentanilo o su control (solucion salina 0.9% NaCl), y Ro 61-8048
o su control, que denominaremos vehiculo (Veh).

El equipo de CPA estaba formado por tres compartimentos unidos por un area intermedia
triangular que daba acceso a todos ellos (40x35x35 cm por compartimento). Cada uno de
los compartimentos presentaba estimulos visuales y tactiles caracteristicos para que fuera
distinguible para los animales. Los tres compartimentos estaban situados en un angulo de
120° uno respecto a otro (Lopez-Moreno et al., 2004).

El protocolo experimental se llevo a cabo en ocho dias. El objetivo del protocolo durante
los dos primeros dias fue generar dependencia a los animales que recibieron fentanilo.
Asi, los animales recibieron dos inyecciones de fentanilo s.c. de 50 pg/kg separadas por
8 h, o bien la dosis isovolumétrica de solucion salina.

El tercer dia, ademas de recibir las dos dosis de fentanilo como en los dias anteriores, se
realizd una sesion de precondicionamiento. En este procedimiento, se permitié que el
animal explorara el equipo durante 15 min, 4 h después de recibir la primera dosis diaria
de fentanilo o solucion salina. Se evalu6 el tiempo que el animal pasaba en cada uno de
los tres compartimentos para excluir aquel en el que los animales pasaran un tiempo
anomalo (C) y asignar uno de los otros dos restantes (A o B) a la naloxona. La exclusion
del compartimento (C) se hizo atendiendo al hecho de que el tiempo pasado en este fuera
significativamente diferente del pasado en los otros dos compartimentos.

Entre los dias 4 y 7 se realiz6 el condicionamiento de los animales. Los dias 4 y 6 los
individuos recibieron fentanilo o salino como era habitual, y 4 h después de la primera
dosis se les confind durante 30 min en un compartimento (A) del equipo CPA, el cual
asociaron a fentanilo o salino.
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Los dias 5 y 7, sin embargo, se procedié a condicionar a los animales con naloxona o su
vehiculo al compartimento restante no asociado a fentanilo o salino. Las ratas recibieron
salino o fentanilo, al igual que en dias previos, pero 1 h antes de colocarlas en el equipo
recibieron una dosis de Ro 61-8048 o vehiculo, y justo antes de ser confinadas en el
compartimento (B) una dosis de naloxona (1 mg/kg i.p.) para provocar abstinencia en los
animales dependientes de fentanilo.

En el ultimo dia, se dejo a los animales explorar la totalidad de los compartimentos
durante 30 min y se evalu6 el nimero de entradas y tiempo que los animales pasaron en
el compartimento condicionado con naloxona para evaluar si el tratamiento con Ro 61-
8048 tuvo alglin efecto en el desarrollo de la aversion condicionada de lugar.

Dl’As1-2| DiA3 | DiAS 4-7 | DiA8

Precondicionamiento Condicionamiento Expresion

oa;ool Fent / Sal | Fentlsall Fent/ Sal | Fent!sall Fent/ Sal | Fentfsall Fent/ Sal |

A

—

—
11:DU| | | | Veh/Ro | Veh/Ro |

Exploracion Sal (A) NLX (B) Sal (A) NLX (B) Exploracion
12:00 15 min 30 min 30 min 30 min 30 min 15 min
B C

16:00 | Fent/ Sal | Fent / Sal | Fent/ Sal | Fent / Sal | Fent/ Sal | Fent/ Sal |

Figura 16 | Esquema del equipo y diseiio experimental de la aversién condicionada de lugar. Los
dias 4 y 7 se desarrollo el condicionamiento inducido por naloxona mediante el confinamiento en
determinado compartimento (B) asociado a la misma con o sin previo tratamiento con Ro 61-8048 (100
mg/kg i.p). Se valoro en el dia 8 la expresion de la aversion en los animales mediante la exploracion de
la totalidad del aparato.

3.2.2 Modelo de autoadministracion de fentanilo: eleccion de la dosis por
infusion de fentanilo y Ro 61-8048

El experimento piloto para la autoadministracion de fentanilo durd cinco semanas.
Basandose en bibliografia se seleccionaron cuatro dosis de fentanilo: 0.32, 1.0, 3.2 y 10
png/kg/infusion (Townsend et al., 2019). Por la experiencia previa en un modelo no
contingente y en aras de las tres R’s de la experimentacion animal, procedimos a emplear
las dosis de 0.32 y 10 pg/kg/infusion en un total de diez animales. Se emplearon
estrategias usadas clasicamente en el condicionamiento operante para favorecer la
adquisicion de la conducta operante, como son la restriccion de comida, la entrega de una
dosis no contingente de fentanilo al iniciar la sesion de autoadministracion, conocida
como priming dose y la incentivacion de la conducta de busqueda colocando comida
sobre la palanca activa (Mavrikaki et al., 2017). Tras comprobar que en estas condiciones
no se lograba la adquisicion en el tiempo y forma referidos en la literatura cientifica
usando las dosis extremas, decidimos cambiar los grupos a las otras dosis por infusion:
1.0y 3.2 pg/kg/infusion.

Una vez la conducta de autoadministracion cumplio el criterio establecido de estabilidad
para pasar a mantenimiento empleando la dosis de 3.2 pg/kg/infusion, procedimos a
evaluar la dosis efectiva y el momento de administracion de Ro 61-8048, seleccionando
en base a la bibliografia dos dosis: 50 y 100 mg/kg (Gil de Biedma-Elduayen et al., 2022;
Giménez-Gomez et al., 2018; Justinova et al., 2013; Richter & Hamann, 2003; Secci et
al., 2017, 2019; Zakhary et al., 2020). Se comprobo el efecto de Ro 61-8048 en el
mantenimiento de la autoadministracion de fentanilo, empleando el inhibidor de KMO a
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las dosis de 50 y 100 mg/kg, administradas via i.p. 30 min o 1 h antes de la sesion de
autoadministracion, dejando periodos de lavado entre tratamientos, y también se
comprobd el efecto de dos dosis consecutivas a lo largo de dos dias.

Ro 61-8048 Ro 61-8048 Ro 61-8048
100 mglkg 50 mg/kg 100 mg/kg
-30 min -60 min -30 min

Mantenimient>1 2 | 3la|ls |67 8|9 10| 11

Autoadministracion de fentanilo (3.2 pg/kg/inf)

Figura 17 | Disefio experimental del experimento destinado a la eleccion de dosis efectiva de Ro 61-
8048. Una vez los animales mostraron un consumo de fentanilo estable (mantenimiento), se administrd
Ro 61-8048 via i.p. 30 0 60 min antes de la sesién de autoadministracion.

3.2.3 Efecto de Ro 61-8048 en la adquisicion, mantenimiento, extincion y
reinstauracion inducida por fentanilo y estimulo condicionado

La evaluacion del efecto de Ro 61-8048 en las diferentes fases de la conducta adictiva se
realiz6 en diferentes experimentos. En algunos de estos se emplearon los mismos
animales para evaluar diferentes fases o tratamientos. En la Figura 18 se encuentra
detallado el ciclo experimental de diferentes grupos de animales. Para facilitar la
comprension del lector, los estudios se mostraran en orden cronologico en cuanto al
desarrollo de la conducta adictiva.
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Autoadministracion Mantenimiento Extincion Reinstauracion
estable de fentanilo Veh /Ro § sesiones Extincion estable inducida por
Veh/Ro fentanilo (DIR)

yOO i

(PR)
Entrenamiento con ﬁd::sli;ifsn
comida
Veh/Ro Efecto de D-Ser sobre

la disminucién de
consumo de fentanilo

inducida por Ro en
mantenimiento

Efecto de PNU-120596 Vuelta a Reinstauracién
Entrenamiento con Autoadministracion sobre la disminucion autoadministracion y inducida por
comida estable de fentanilo de consumo inducida extincidn estable de estimulo
por Ro 61-8048 fentanilo condicionado (CIR)
v o0

Figura 18 | Ciclo experimental de grupos de animales que no son detallados en su correspondiente
seccion. Las lineas discontinuas indican el empleo de diferentes grupos de animales de experimentacion.
Los simbolos mostrados al final de la experimentacién simbolizan el sacrificio y el uso de muestra de
(por orden de aparicion) plasma o nucleus accumbens (NAcc) para su uso en UPLC-MS/MS o western
blot. Los cuadros grises representan la seccion con los resultados asociados.
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Se estudio en primer lugar el efecto de Ro 61-8048 en la adquisicion de la
autoadministracion operante de fentanilo. Sometimos a los animales al protocolo de
entrenamiento de la conducta operante con comida para facilitar la posterior adquisicion
de la conducta de busqueda de fentanilo. Segin la conducta que mantuvieron en el
entrenamiento con comida, se distribuyeron en los dos grupos vehiculo o Ro 61-8048 de
forma homogénea y pseudoaleatoria. Durante los primeros siete dias, los animales naive
a fentanilo se pretrataron con Ro 61-8048 o su vehiculo e introdujeron en las cdmaras de
autoadministracion de fentanilo. La adquisicion en ausencia de tratamiento con Ro 61-
8048 prosiguid hasta llegar al criterio de estabilidad para determinar un posible efecto en
la latencia hasta autoadministracion estable.

Seguidamente, se evaluo el efecto de Ro 61-8048 en la fase de mantenimiento
empleando animales que cumplieron el criterio de estabilidad de consumo de fentanilo en
adquisicion. Cada uno de los animales fue asignado al grupo de tratamiento o control de
forma equilibrada entre grupos en base a su conducta de autoadministracion de fentanilo
en fase de adquisicion. Concretamente, para distribuir a los animales en grupos, se utiliz6
el promedio de las pulsaciones en la palanca activa durante las tres ultimas sesiones
previas al ensayo de mantenimiento. Los animales recibieron Ro 61-8048 en la sesion
inmediatamente posterior al cumplimiento del criterio de estabilidad y fueron
introducidos en las camaras de autoadministracion.

Para estudiar el efecto de Ro 61-8048 sobre la extincidon de la conducta de busqueda de
fentanilo empleamos animales dependientes de fentanilo, los cuales habian cumplido
criterio de estabilidad para su consumo. Los animales fueron asignados al grupo de
tratamiento o control segin el promedio del numero de pulsaciones en la palanca activa
obtenidas en las tres sesiones previas al inicio de la extincion. En la sesion
inmediatamente posterior al cumplimiento del criterio de estabilidad en mantenimiento,
iniciamos la fase de extincidn al sustituir la solucion de fentanilo por solucién salina y
utilizar un programa de autoadministracion en el que la pulsacion de la palanca activa
solo conllevara la infusiéon de una dosis de salino de 80 pL, sin la presentacion del
estimulo condicionado asociado. Se administré Ro 61-8048 antes de cada una de las cinco
primeras sesiones de extincion, mientras que el resto de las sesiones se desarrollaron sin
administrar ningin compuesto. El paradigma de extincion se desarrollo hasta el
cumplimiento del criterio de estabilidad en extincion para evaluar un posible efecto del
compuesto en el tiempo que los animales tardan en extinguir la conducta de busqueda de
fentanilo.

Con el fin de estudiar el efecto de Ro 61-8048 sobre la reinstauracion de la conducta de
busqueda de fentanilo, realizamos dos estudios empleando diferentes estimulos para que
los animales volvieran a mostrar la conducta de busqueda que se habia extinguido. En
ambos casos se emplearon animales que habian cumplido previamente criterios de
estabilidad en mantenimiento y extincion, es decir, que eran dependientes de fentanilo y
habian extinguido su conducta de busqueda por el mismo. Los animales fueron
distribuidos de forma homogénea y pseudoaleatoria en los grupos de tratamiento y control
teniendo en cuenta la conducta de autoadministracion en cuanto a presiones en la palanca
activa obtenidas de media en las dos sesiones inmediatamente anteriores al cumplimiento
del criterio de estabilidad en extincion. En la sesion inmediatamente posterior a aquella
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en la que se cumplio el criterio de extincion, los animales se expusieron a los estimulos
que iban a inducir el restablecimiento de la conducta de busqueda.

En el modelo de reinstauracion de la conducta de busqueda inducida por fentanilo (drug-
induced reinstatement,; DIR) los animales recibieron la dosis de Ro 61-8048 30 min antes
del inicio de la sesion de autoadministracion. Inmediatamente antes del inicio de la sesion,
se administro una dosis de fentanilo s.c. de 50 pg/kg y se introdujo a los animales en las
jaulas de autoadministracion en condiciones idénticas a las que habian sido expuestas en
fase de extincion, es decir, la palanca activa conllevaria la obtencion de una dosis de
salino (80 uL) sin ningun tipo de estimulo visual o auditivo, y la pulsacion de la palanca
inactiva no tendria ningiin efecto.

En otro grupo de animales se evalu6 el efecto de Ro 61-8048 en la reinstauracion de la
conducta adictiva inducida por estimulo condicionado (cue-induced reinstatement; CIR).
En este modelo, los animales recibieron la dosis de Ro 61-8048 30 min antes del inicio
de la sesion de autoadministracion. Se introdujo a los animales en las jaulas y se les
expuso inicialmente de forma no contingente al estimulo condicionado previamente
asociado a fentanilo. Posteriormente, cada presion de la palanca activa conllevd la
exposicion al estimulo condicionado (luz y tono) y una infusién de salino. La palanca
inactiva no gener6 ninguna consecuencia como es habitual.

Los animales fueron sacrificados por decapitacion inmediatamente después de los
experimentos de reinstauracion de la conducta de busqueda (2 h tras el inicio de la sesion
de autoadministracion, 2.5 h tras la administracion de Ro 61-8048 o su vehiculo).

3.2.4 Efecto de la modulacion de a7nAChR y NMDAR sobre la disminucion
del consumo de fentanilo inducida por Ro 61-8048

Se llevé a cabo un experimento para evaluar el efecto de la modulacién de los receptores
a7nACh, (administrando PNU-120596) y de los receptores NMDA (administrando D-
Ser) sobre la reduccion del consumo de fentanilo inducida por Ro 61-8048.

Los animales fueron sometidos al protocolo habitual de entrenamiento con comida y
autoadministracion de fentanilo hasta cumplir el criterio de estabilidad en mantenimiento.
Llegados a este punto, repartimos a los animales en cuatro grupos de forma homogénea
y pseudoaleatoria en cuanto al nimero promedio de infusiones en las tres sesiones previas
a la prueba. Estos cuatro grupos recibirian: PNU-120596 + Ro 61-8048, PNU-120596 +
Veh (de Ro 61-8048), Veh (de PNU-120596) + Ro 61-8048, Veh + Veh. Ro 61-8048 se
administr6é 30 min antes del inicio de la sesion de mantenimiento, mientras que el PNU-
120596 se administro 1 h antes del inicio de la sesion.

Los datos de un experimento piloto mostraron que el efecto era altamente variable, por lo
que decidimos seguir un disefio cruzado: los animales recibieron dos tratamientos de
forma contrabalanceada pasando por un periodo intermedio tras el primer tratamiento en
el que les permitimos volver a cumplir el criterio de estabilidad de consumo de fentanilo,
y volvimos a tratar con la combinacion de compuestos opuesta a la administrada
inicialmente, es decir, correlativamente: Veh + Veh, Veh (de PNU-120596) + Ro 61-8048,
PNU-120596 + Veh (de Ro 61-8048), PNU-120596 + Ro 61-8048 (Fig. 19A).
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En otro grupo de animales, evaluamos el efecto de D-Ser sobre la disminucion de
consumo de fentanilo inducida por Ro 61-8048 en la fase de mantenimiento (Fig. 19B).
En este caso, empleamos animales que fueron sometidos al entrenamiento con comida y
adquisicion de la conducta de autoadministracion de fentanilo. Tras el cumplimiento del
criterio de estabilidad en mantenimiento, los animales se distribuyeron en dos grupos
homogéneos segtin su conducta de autoadministracion representada por el nimero medio
de infusiones obtenidas en las tres sesiones previas a la sesion de tratamiento: D-Ser + Ro
61-8048 o Veh + Ro 61-8048. Los tratamientos se administraron 60 y 30 min antes del
inicio de la sesion de autoadministracion de fentanilo, respectivamente. Los animales
fueron sacrificados por decapitacion inmediatamente después de la sesion de
autoadministracion.

-60  -30
min  min
A
b
Autoadministracion PU + Ro Autoadministracion Veh + Veh
table d PNU + Veh tablo d Veh + Ro
efs a e'l e Veh + Ro efs a e'l e PNU + Veh
entanilo Veh + Veh entanilo PNU + Ro
-60  -30
min  min 2h

Vo |

B
- " Extraccion de
Autoadministracion Veh + Ro muestras tras
eg:gﬁige D-Ser + Ro sesion de
administracion

Figura 19 | Disefio experimental empleado para analizar el efecto de (A) PNU-120596 (PNU, 8
mg/kg i.p.) y (B) D-Serina (D-Ser, 800 mg/kg i.p.) sobre la disminucién de consumo de fentanilo
inducida por Ro 61-8048 (Ro). (A) Se realiz6 un disefio contrabalanceado y cruzado con tratamientos
en fase de mantenimiento de autoadministracion de fentanilo. (B) Se realizé un tnico tratamiento con
D-Ser y Ro 61-8048 y se obtuvieron muestras de plasma y NAcc tras finalizar la sesion de
autoadministracion.

3.2.5 Efecto de la autoadministracion de fentanilo, Ro 61-8048 y la fase de la
conducta adictiva en los metabolitos de la KynP

Se realiz6 un experimento para valorar posibles diferencias en los metabolitos de la KynP
derivados de la historia de autoadministracion de fentanilo, la fase de la conducta adictiva
y el tratamiento con Ro 61-8048. Este experimento se distingue de los demas por haberse
realizado con un esquema cerrado en cuanto a la duracion de las diversas fases del
comportamiento adictivo, basado en experimentos previos, y por haber tenido sesiones
de 1 h de duracion para obtener un tamafio muestral méas amplio. Este tamafio muestral
mayor deriva de la inclusion de dos grupos adicionales a los habituales, teniendo en este
experimento un total de seis grupos en base a (1) la autoadministracion de fentanilo o su
control, salino; (2) el tratamiento con Ro 61-8048 o su vehiculo; y (3) la fase en la que
obtuvimos las muestras, extincion o reinstauracion.

En primer lugar, como es habitual se realizo la cateterizacion y entrenamiento con comida
de todas las ratas. Posteriormente, iniciamos el protocolo con disefio cerrado, es decir,
con la duracién de las fases de autoadministracion previamente definidas: veintidos
sesiones de adquisicion, catorce de extincidon y una ultima donde se llevd a cabo de la
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prueba de reinstauracion y el sacrificio (2.5 h tras la administracion de Ro 61-8048) por
perfusion bajo anestesia terminal con pentobarbital (120 mg/kg i.p., Dolethal, Vetoquinol,
Espafia) para obtener muestras de plasma y cerebro para futuros estudios de
inmunofluorescencia (estos ultimos no mostrados en la presente Tesis Doctoral).
Obtuvimos un total de seis grupos experimentales. Cuatro grupos de animales
autoadministraron fentanilo y recibieron vehiculo o Ro 61-8048, bien en el dia 1 de la
fase de extincidn o bien tras ser sometidos a la reinstauracion por estimulo condicionado.
En sucesivos apartados nos referimos a estos tltimos animales como animales con una
historia de autoadministracion de fentanilo. Los dos grupos restantes cuentan con los
animales control, que estuvieron expuestos a autoadministracion de salino durante todo
el protocolo y fueron sacrificados tras la prueba de reinstauracion inducida por estimulo
condicionado habiendo sido pretratados con Ro 61-8048 o su vehiculo.

Autoadministracion
de fentanilo o salino

22 sesiones

Extinciéon Reinstauracion
14 sesiones 1 sesion

Perfusion tras la 12 sesién:
ExtD1 - Fent SA + Veh
ExtD1 - Fent SA + Ro

Perfusion tras reinstauracion
CIR - Sal SA + Veh
CIR - Sal SA + Ro

CIR - Fent SA + Veh

g ; CIR - Fent SA + Ro
";7

Figura 20 | Disefio experimental empleado para estudiar el efecto de la autoadministracion de
fentanilo y/o el pretratamiento con Ro 61-8048 sobre la concentracion de metabolitos de la KynP
en plasma de animales sacrificados en fase de extincién o reinstauracion inducida por estimulo
condicionado. Los animales fueron sacrificados 2.5 h tras el tratamiento con Ro 61-8048 mediante
perfusion tras la primera sesion de extincion (ExtD1) o la reinstauracion inducida por estimulo
condicionado (CIR). El plasma se empleo para el analisis de metabolitos de la KynP por UPLC-MS/MS.

3.2.6 Efecto de Ro 61-8048 sobre la autoadministracion de fentanilo en un
paradigma de razon progresiva

Los animales fueron expuestos al protocolo de entrenamiento de la conducta operante con
comida y a la adquisicion de la autoadministracion de fentanilo hasta cumplir el criterio
de estabilidad de consumo de fentanilo en la fase de mantenimiento. Después, se cambid
el paradigma de refuerzo por uno de razon progresiva (PR). Con este paradigma el nimero
de veces que el animal ha de presionar la palanca activa para conseguir una dosis de
fentanilo va aumentando de forma exponencial segin van aumentando las dosis ya
obtenidas. Con este paradigma se evalud el parametro denominado breakpoint o punto de
quiebre, el cual se define como la méxima carga de trabajo, representada por el nimero
de pulsaciones en la palanca activa necesarias para obtener una dosis de fentanilo antes
de que el animal pase un periodo de 1 h sin lograr obtener una dosis. En la presente Tesis
Doctoral se representard como breakpoint la Gltima ratio completada que implico la
obtencion de una infusion de fentanilo. Se consider6 que los animales mostraban un
comportamiento estable cuando el nimero de incrementos o disminuciones de la ratio no
vario en mas de dos niveles durante tres sesiones consecutivas. La sesion finaliz6 cuando
los animales no consiguieron obtener una dosis en el periodo de 1 h o tras un tiempo
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maximo de 5 h, criterio que no se llegd a producir nunca (You et al., 2019). Los animales
fueron sacrificados por decapitacion inmediatamente después de finalizar la segunda
sesion de autoadministracion en la que recibieron tratamiento, dado que llevamos a cabo
un disefo cruzado. Esto quiere decir que los individuos recibieron un primer tratamiento
(Veh o Ro 61-8048) en la sesion inmediatamente posterior a aquella en la que mostraron
por primera vez un comportamiento estable. Luego, se les permitié entrar en la cdmara
de autoadministracion tantas sesiones como fueran necesarias, hasta que mostraron un
comportamiento estable por segunda vez. En la sesién inmediatamente posterior, se
administro el tratamiento alternativo (Ro 61-8048 o Veh) al anterior.

Autoadministracion Autoadministracion Veh Autoadministracion
estable de fentanilo estable de fentanilo estable de fentanilo
FR1 Veh

Figura 21 | Disefio experimental empleado para estudiar el efecto de Ro 61-8048 (Ro) sobre la
autoadministracion de fentanilo con paradigma de ratio progresivo (PR). FR1: razon fija 1 (fixed
ratio 1). Los animales que recibieron Veh en el primer tratamiento tras mostrar autoadministracion
estable de fentanilo con el paradigma de refuerzo PR, recibieron tras recuperar la autoadministracion
estable el tratamiento con Ro 61-8048(100 mg/kg, i.p.), y viceversa. Los animales se sacrificaron tras el
segundo tratamiento.

3.2.7 Efecto de Ro 61-8048 sobre reforzantes naturales
3.2.7.1 Efecto de Ro 61-8048 sobre la autoadministracion oral de sacarosa

Se llevd a cabo en primer lugar el entrenamiento de la conducta operante empleando
pellets de comida. Una vez realizado este entrenamiento, se expuso a los animales a la
autoadministracion de pellets de sacarosa de 45 mg (Testdiet, STUT, EE. UU.). Esta se
dio de forma similar a la autoadministracion de fentanilo, es decir, con un paradigma FR1,
un periodo inactivo de 4.6 seg y el estimulo condicionado asociado consistente en la
presentacion de luz y tono. La unica diferencia con respecto al protocolo con fentanilo
fue la limitacion del namero de refuerzos, 150 en este caso.

Una vez los animales mostraron una conducta estable seglin el criterio de estabilidad en
mantenimiento previamente definido, se evalu6 el efecto de Ro 61-8048 en esta fase. Para
aumentar la toma de medidas en este experimento, utilizamos un disefio cruzado y
contrabalanceado. Los animales fueron asignados a dos grupos de tratamiento de forma
homogénea y pseudoaleatoria segun el nimero medio de respuesta sobre la palanca activa
en las tres sesiones inmediatamente anteriores a la sesion de tratamiento. Las ratas fueron
tratadas dos veces en mantenimiento, una de ellas con Ro 61-8048 y otra con vehiculo.
Entre un tratamiento y el otro dejamos a los individuos volver a cumplir el criterio de
estabilidad.

Posteriormente, los animales pasaron a fase de extincion, donde la pulsacion de ambas
palancas no condujo a ningln tipo de contingencia. Una vez se cumpli6 el criterio de
estabilidad en extincion, se expuso a los animales a los estimulos previamente asociados
al refuerzo con sacarosa y se evalud el efecto del pretratamiento con Ro 61-8048. Una
vez mas, para obtener mas datos, se realizo un disefio cruzado, siendo cada animal tratado
en dos momentos diferentes con Ro 61-8048 o su vehiculo. Entre estos dos tratamientos
se permitid6 al animal volver a cumplir los criterios de estabilidad en extincion
(reextincion). Inmediatamente tras realizar la segunda prueba de reinstauracion de la
conducta adictiva se procedio al sacrificio por decapitacion de los animales.
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Autoadministracién Autoadministracién
estable de sacarosa estable de sacarosa Extincion Reinstauracion
Veh /Ro Ro/Veh Veh/Ro
(Mantenimiento) (Mantenimiento)
inei Reinstauracion
Reextnncn6n>> o > a

Figura 22 | Disefio experimental empleado para estudiar el efecto de Ro 61-8048 en el
mantenimiento y la reinstauracion inducida por estimulo condicionado en animales sometidos a
autoadministracion oral de pellets de sacarosa. Los tratamientos fueron cruzados vy
contrabalanceados, es decir, los animales que recibieron Veh en el primer tratamiento en mantenimiento
recibieron Ro 61-8048 (100 mg/kg i.p.) en el segundo mantenimiento, tras volver a cumplir el criterio
de estabilidad. La mitad de los animales en cada uno de estos mantenimientos fueron tratados con Veh,
y la otra mitad con Ro 61-8048. Los animales se sacrificaron tras la segunda prueba de reinstauracion.

3.2.7.2 Efecto de Ro 61-8048 sobre la autoadministracion de comida

La metodologia de este experimento fue idéntica a la anterior, con la excepcion de la
limitacion de refuerzos en 200 unidades y que la presencia de estimulo condicionado
(sonido y luz) asociado a los pellets de comida (TestDiet 45 mg, STUM) estuvo presente
desde el entrenamiento de la conducta operante, en la que usamos la misma comida. Si
cabe mencionar que, dado el reducido poder reforzante de la comida empleada, los
criterios de estabilidad en mantenimiento no llegaron a cumplirse, pasando los animales
a fase de extincidn tras treinta y seis sesiones de autoadministracion. Tras cumplir el
criterio de extincion, los animales fueron expuestos al pretratamiento con Ro 61-8048 o
el vehiculo y la prueba de reinstauracion de la conducta de busqueda inducida por
estimulo condicionado. Se les permiti6 volver a cumplir el criterio de estabilidad en
extincion para que pudieran ser tratados con el compuesto que no recibieron en la anterior
prueba, es decir, empleamos un disefio cruzado y contrabalanceado. Los animales fueron
asignados a los grupos vehiculo o Ro 61-8048 de forma homogénea y pseudoaleatoria,
sin que existan diferencias en ambos en cuanto a obtencion de refuerzos de forma estable
o conducta de busqueda en mantenimiento y extincion, respectivamente.

Autoadministracion . . . L.
de comida Extincién Relr\}zﬁrlr_\'aglon Reextincién Reinstauracion
36 sesiones Ro/Veh

Figura 23 | Diseiio experimental empleado para estudiar el efecto de Ro 61-8048 la reinstauracion
inducida por estimulo condicionado en animales sometidos a autoadministracion oral de pellets de
comida. Los tratamientos fueron cruzados y contrabalanceados, es decir, los animales que recibieron
Veh en el primer tratamiento en reinstauracion recibieron Ro 61-8048 (100 mg/kg i.p.) en la segunda
reinstauracion, tras volver a cumplir criterio de estabilidad en extincion. La mitad de los animales en
cada uno de estos mantenimientos fueron tratados con Veh, y la otra mitad con Ro 61-8048.

3.2.8 Efecto de Ro 61-8048 sobre la actividad locomotora
3.2.8.1 Prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto se empled para evaluar posibles efectos en la actividad
locomotora y en la conducta exploratoria indicativa de ansiedad en animales naive a
fentanilo expuestos a Ro 61-8048.
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El procedimiento se llevo a cabo en un compartimento de metacrilato gris de un tamafio
de 90x90x60 cm. Los animales se introdujeron en el centro de este equipo y se les
permitié explorar durante un periodo de 30 min. La actividad exploratoria fue grabada en
video de tal forma que pudo ser analizada cuantitativa- y cualitativamente: actividad
locomotora total del animal y la ubicaciéon dentro del aparato donde se movian los
animales, respectivamente. Con este fin, el aparato se dividid virtualmente para el analisis
en dieciséis cuadriculas de 22.5 cm?, constituyendo la region central del aparato las cuatro
cuadriculas centrales, y la region periférica el resto (Swiergiel & Dunn, 2007). Estos
parametros se cuantificaron empleando el software AnyMaze (Stoelting Europe, Ireland).

Los animales fueron aclimatados al aparato y el procedimiento durante tres sesiones de
30 min, una al dia. Recibieron ademas 30 min antes de cada sesién una inyeccion
simulada, es decir, el mismo procedimiento de sujecion, retencion y puncidon que se
desarrolla en una administracion i.p, pero sin inyectar ninguna sustancia. Las sesiones de
aclimatacion al aparato fueron grabadas para tomar medidas basales y asignar a los
animales a los grupos vehiculo o Ro 61-8048 de forma homogénea en cuanto a su
actividad locomotora total. Este proceso de aclimatacion se realizé con el fin de aislar el
componente novedoso y aversivo de esta prueba de la posible alteracion en actividad
locomotora inducida por Ro 61-8048.

El dia de la prueba, se administré el tratamiento correspondiente, Ro 61-8048 o vehiculo,
y se introdujeron las ratas en las cdmaras 30 min después para monitorizar por video su
actividad durante un total de 30 min.

A B

90cm

Periferia
Aclimatacion .
- Tratamiento con
Centro Toma de medidas Veh o Ro
basales . .
) ) 1 sesion, 30 min
3 sesiones, 30 min

Figura 24 | (A) Esquema del equipo empleado en la prueba de campo abierto (open field) y (B)
disefio experimental empleado.

3.2.8.2 Prueba de Rotarod

Se llevo a cabo la prueba de Rotarod (LE8505, Panlab, Espafia) para evaluar potenciales
efectos motores y la influencia en la conducta motora dirigida (Douton et al., 2022; Voigt
etal., 2014) inducidos por Ro 61-8048 en animales naive a fentanilo. El cilindro empleado
tenia un didmetro de 60 mm y la caida desde el mismo era de 21.5 cm. La anchura del
carril en el que estaba cada rata era de 75 mm, y a pesar de tener cuatro carriles
disponibles, empleamos solos dos de ellos para mantener distancia entre los individuos y
que no interaccionasen. El cilindro estaba rodeado por una pieza de metacrilato que les
impedia la movilidad hacia arriba. El dispositivo cuenta con unos resortes que nos
permiten cuantificar la latencia del animal a la hora de caer. Los animales se aclimataron
a la sala donde se llevo a cabo el experimento un minimo de 30 min.

86



MATERIALES Y METODOS

En primer lugar, las ratas fueron sometidas al entrenamiento en el aparato con el cilindro
rotando de forma constante a 4 rpm durante 5 min. Si la rata se caia del cilindro, se le
volvia a poner sobre el mismo hasta que acabaran los 5 min. Este procedimiento se llevo
a cabo tres veces al dia durante dos dias.

Posteriormente, cuando las ratas sabian coOmo mantenerse en el Rotarod, tomamos
medidas basales con el cilindro programado para que la velocidad incremente de forma
uniforme desde 4 a 40 rpm en un lapso de 5 min. Se realizaron cinco sesiones de toma de
medidas basales. Cada una de las sesiones constd de tres medidas capturadas con un
tiempo minimo de 15 min entre ensayos. Se emplearon los valores promedio de las
ultimas cuatro sesiones para definir la latencia basal.

En la ultima sesion, los animales fueron tratados con Ro 61-8048 o su vehiculo 30 min
antes de iniciar la prueba de Rotarod. Se tomaron medidas de la latencia de caida en los
siguientes tiempos tras el inicio del test: 0, 15, 30 min.

Entrenamiento Medidas basales Tratamiento
4 rpm constantes 4 — 40 rpm Veh / Ro (-30min)
6 sesiones 5 sesiones 1 sesion

Figura 25 | (A) Equipo y (B) diseiio experimental empleado en la prueba de Rotarod. Foto tomada
de Panlab.

3.2.9 Interaccion entre el modelo de dolor neuropatico spared nerve injury, la
autoadministracion de fentanilo y Ro 61-8048

Dada la relevancia y prevalencia del dolor neuropatico y el uso de opioides para su
tratamiento, se evalud si Ro 61-8048 tenia algiin efecto sobre ratas sometidas a un modelo
de dolor neuropético y autoadministracion de fentanilo.

Una vez las ratas estaban habituadas a las instalaciones y a los investigadores, fueron
sometidas al entrenamiento de la conducta operante empleando comida. Para poder
validar el modelo de dolor neuropatico, se tomaron medidas basales del umbral de
respuesta nociceptiva ante estimulos mecanicos empleando filamentos de Von Frey. Estas
medidas fueron tomadas en dos ocasiones: una semana y un dia antes de la operacion para
generar el modelo de dolor neuropatico. En todos los casos los animales fueron
aclimatados al entorno de la medida durante un minimo de 20 min.

Las medidas de la alodinia mecénica se tomaron aplicando los filamentos graduados (UB-
37450-27, Ugo Basile, Italia) (Fig. 27D) de forma perpendicular a la region plantar lateral
de ambas extremidades posteriores del animal (Fig. 27A). Los animales se situaron sobre
una rejilla metélica dentro de un habitaculo de 22 x 16.5 x 14 cm (Fig. 27B, C). Se
emplearon los filamentos de menor a mayor fuerza de forma consecutiva (entre 0.16 y 26
g), considerando como respuesta positiva el levantamiento brusco o lamido de la pata.
Con cada uno de los filamentos se realizaron cinco aplicaciones, considerando como valor
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umbral aquel para el cual se dieron tres respuestas positivas (Deuis et al., 2017;
Rodriguez-Rivera et al., 2020). Esta prueba fue realizada inmediatamente antes y después
de la sesion de autoadministracion siempre por el mismo experimentador que desconocia
a que grupo experimental pertenecian los animales.

El modelo de dolor neuropético empleado se denomina spared nerve injury (SNI)
(Decosterd & Woolf, 2000). Brevemente, se indujo y mantuvo el plano anestésico con
isoflurano. Se realiz6 una incision a nivel del biceps femoral izquierdo, exponiendo asi el
nervio ciatico con sus tres ramas terminales: sural, comun peroneal y tibial. Las ramas
comun peroneal y tibial fueron ligadas y axotomizadas, mientras que la rama sural
permanecio intacta. Este modelo genera alodinia mecanica en la region lateral de la pata
intervenida de forma reproducible durante seis meses. Ademas de los animales sometidos
al modelo, se realiz6 una cirugia simulada en otros animales (sham), en los que
unicamente se expuso el nervio ciatico para tener un control de la intervencion quirargica.

Saphenous  Tibial sural
(Medial) _(Center) _ (Lateral)
: B
| A
4
/ ! >
|

6 D
Dorsal Root
Ganglion s , 5 //

Sciatic Nerve e ’ ‘| //

| Spinal Cord ]
Saphenous Nerve 1
— I
Sural Nerve
Tibial Nerve I
===

Peroneal Nerve

Figura 26 | (A) Esquema de la lesion producida por el modelo SNI y la regién de la pata afectada.
Imagenes representativas de ratas en la rejilla y compartimento (B,C) y filamento de Von Frey (D).
La intervencion consistié en la ligadura y seccion de los nervios comun peroneal y tibial, dejando intacta
la rama sural del nervio ciatico. Esta lesion produjo hipersensibilidad en la region inervada por la rama
sural del nervio ciatico, es decir, la region lateral de la pata ipsilateral a la lesion. Imagenes (B) y (C)
obtenidas de Duraku et al., 2012 y Ferrier et al., 2016.

Para validar que el modelo habia generado de forma adecuada la alodinia mecanica, se
realizo el test de Von Frey cinco dias después de la operacion. Si en este ultimo punto
temporal el animal no presentaba alodinia, no se incluy6 en el estudio (Pertin et al., 2012).
Se valor¢6 la alodinia mecanica en los animales que continuaron en el estudio antes y
después de la sesion de autoadministracion en el primer dia de acceso a fentanilo (dia 14
tras SNI), el décimo dia de acceso a fentanilo (dia 24 tras SNI) y el dia de reinstauracion
de la conducta adictiva inducida por estimulo condicionado (dia 46 tras SNI). Se
administré Ro 61-8048 via i.p. 30 min antes del inicio de la sesion de autoadministracion
en el dia 24 y 46 tras SNI, es decir, en momentos andlogos a las fases de mantenimiento
y reinstauracion.

A los seis dias de recuperacion quirdrgica tras el SNI, sometimos a los animales a la
cateterizacion de la vena yugular como se describio anteriormente. En ambas cirugias, los
animales recibieron una dosis s.c. diaria de carprofeno (5 mg/kg, volumen de inyeccioén
1 mL/kg; Rycarfa, CN 582761, KRKA, Eslovenia) y marbofloxacino (2 mg/kg, volumen
de inyeccion 1 mL/kg.; Marbocyl F.D, CN 576465, Vetoquinol, Espana) durante el dia de
la cirugia y los dos siguientes. Los animales se recuperaron de la cateterizacion durante
otros seis dias, para posteriormente iniciar la autoadministracion de fentanilo.
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En cuanto al protocolo de autoadministracion de fentanilo, se llevd a cabo un disefio
ligeramente diferente al empleado en la mayoria del contenido de este trabajo en lo
relativo a disefio experimental y duracion de la sesion de autoadministracion. En este caso
seguimos un disefio cerrado en cuanto a nimero de sesiones de autoadministracion, las
cuales tuvieron ademds una duraciéon de 1 h. En base a los experimentos previos, los
animales fueron sometidos a veintidos sesiones de autoadministracién con acceso a
fentanilo, seguidas de diez en las que se extingui6 la conducta de bisqueda de fentanilo
al sustituir el mismo por solucion salina. Después, se someti6 a los animales a una prueba
de reinstauracion de la conducta de busqueda inducida por estimulo condicionado en la
que recibieron pretratamiento con Ro 61-8048 o su correspondiente vehiculo. Para
finalizar, tras un periodo de reextincion de diez dias en ausencia de acceso a fentanilo, se
someti6 a los animales a la prueba de reinstauracion inducida por fentanilo usando una
dosis s.c. de 15 pg/kg para inducir la reinstauracion. Treinta minutos antes del inicio de
la sesion, los animales recibieron también el pretratamiento con Ro 61-8048 o su
vehiculo. Los animales fueron sacrificados por decapitacion 2 h tras el inicio de la sesion
de autoadministracion (Fig. 27).

Autoadministracion de fentanilo
22 dias

7 14 0 5 7 14 24 36 46 47 ) 57
| | | | | | Adquisicion | Mantenimiento I Extincion | | Reextincion | ~
| | I N B | I Il I I]E
VF VF VF VF
Basal Basal SNl VF IV VF Mantenimiento CIR DIR

Veh /| Ro Veh /| Ro Veh | Ro

Figura 27 | Disefio experimental para evaluar el efecto de Ro 61-8048 sobre la conducta adictiva
inducida por fentanilo y la alodinia mecdnica en animales sometidos al modelo de dolor
neuropatico spared nerve injury (SNI). Los animales fueron sacrificados 2.5 h tras el tratamiento con
Ro 61-8048 para la obtencion de muestras de plasma y NAcc y el analisis de los metabolitos de la KynP
mediante UPLC-MS/MS. 1. V.: cirugia de cateterizacion. VF: test de Von Frey. SNI: cirugia de induccion
de dolor neuropatico. CIR: reinstauracion inducida por estimulo condicionado. DIR: reinstauracion
inducida por la droga.

4. Obtencion, procesamiento de muestras y técnicas empleadas

4.1 Obtencion de muestras biologicas

En todos los experimentos a excepcion del destinado a estudiar el efecto de la
autoadministracion de fentanilo, la fase de la conducta adictiva y el tratamiento con Ro
61-8048 en animales sometidos a reinstauracion inducida por estimulo condicionado
(apartado 3.2.5, Fig. 20), los animales fueron decapitados para obtener las muestras en
fresco. Se extrajo el cerebro, que fue diseccionado para obtener el NAcc. Las muestras
fueron almacenadas a -80°C hasta su uso. Ademads, se obtuvo la sangre troncal que fue
recogida en tubos de EDTA comerciales (Deltalab, Espafia) y centrifugada a 3250 g
(HermLe Z 400 K, HermLe Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemania) durante 10 min
a 4°C para obtener el plasma que se almacend a -80°C hasta su uso.

En el experimento en que se realizd el sacrificio mediante perfusion, los animales
recibieron una dosis anestésica terminal (120 mg/kg i.p.) de pentobarbital. Se extrajo
sangre por puncion cardiaca para proceder posteriormente con la perfusion transcardiaca
y obtencion de secciones cerebrales en criostato que seran empleados en futuros estudios.
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4.2 Procesamiento de muestras para western blot

Los tejidos cerebrales fueron homogenizados en 10 volumenes (1 mg tejido:10 pL de
bufter) de buffer de lisis (Tris base 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 2 mM, NP-40 1%, pH
7,4) suplementado con un coctel de inhibidor de proteasas (p8340, Sigma, Madrid,
Espafia) al 5% e inhibidor de fosfatasas (p5726, Sigma, Madrid, Espafia) al 1%,
empleando cuatro ciclos en el TissueLyserll (QIAGEN, EE.UU.) a 30 Hz durante 45 seg
empleando bolas de acero (69989, QIAGEN, EE.UU). El homogeneizado se centrifug6 a
16200 g (Sorvall ST 8R Centrifuge, Thermo Scientific, Espafia) durante 10 min a 4 °C.
El sobrenadante se recogié y congel6 a -80°C hasta el momento de su utilizacion.

Antes de ensayar la expresion de proteinas por western blot, se realizé la determinacion
de su concentracién en los homogeneizados totales empleando el ensayo colorimétrico
comercial DC Protein Assay ® (BioRad, Espafia). Este método es una modificacion del
método de Lowry (Lowry et al., 1951). Se ensayaron 5 uL de la solucion de proteinas
junto con una mezcla en proporcion 1:50 de solucion alcalina de tartrato de cobre y
solucion surfactante. Se incubd durante 5 min junto con 200 pL de reactivo de Folin
diluido. La reduccion del reactivo de Folin genera un compuesto coloreado de forma
proporcional a la cantidad de proteina presente en la muestra, que cuantificamos mediante
espectrofotometria con una longitud de onda de 750 nm (ELX8080 IU, Ultra Microplate
Reader, Bio-Tek Instruments Inc., EE. UU.). Se tomaron medidas triplicadas de los
valores de absorbancia de la solucidon de proteina a determinar y los de una recta de
calibracion constituida por diferentes concentraciones de seroalblimina bovina (BSA) que
ensayamos en el mismo momento y condiciones que las muestras. De esta forma, pudimos
conocer mediante interpolacion la concentracion de proteina del homogeneizado total de
las muestras.

4.2.1 Western blot

Para determinar la expresion de proteinas en el NAcc se empleo la técnica de western
blot. Con esta técnica analizamos la expresion de subunidades de receptores
glutamatérgicos GluN2A y GIluN2B, del transportador de glutamato EAAT2 y de las
quinasas Akt y Erk 1/2 en su forma nativa y fosforilada.

Las muestras se diluyeron en proporcion 3:1 en tampon de carga reductor (Tris-HCI 25
mM, pH 6.8, SDS 20%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 4% y azul de bromofenol).
Posteriormente fueron calentadas a 95°C durante 5 min y se carg6 20 pg de proteina total
en cada uno de los pocillos de geles de SDS-poliacrilamida de porcentaje variable (7-
15%).

Tras la electroforesis, las proteinas del gel se sometieron a la transferencia a membranas
de PVDF o nitrocelulosa por transferencia semihimeda (Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System, Bio-Rad, EE. UU.) o himeda durante 2 h a 4°C usando un tamp6n que contenia
Tris-base 25 mM, glicina 190 mM y metanol 20%. Para evitar las uniones inespecificas
de los anticuerpos empleados posteriormente, las membranas se bloquearon en TBST
(Tris 0.5 M a pH 7.5, NaCl 1.5 M; TWEEN®-20 0.1%) con un 5% de leche desnatada o
BSA durante 1 h a temperatura ambiente. Después, las membranas se incubaron durante
16 h a 4°C bajo agitacion suave con los anticuerpos primarios que reconocen a las
diferentes proteinas diana que se muestran en la Tabla 1. Se analiz6 la expresion B-actina
como control de carga.
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Anticuerpos primarios
Anticuerpo frente a Huésped Dilucién Casa comercial Referencia
NMDA2A Conejo 1:1000 en 5% BSA TBST Cell Signaling 4205
NMDA2B Conejo 1:1000 en TBST | cel Signaling 4207
EAAT2 Conejo 1:1000 en TBST Abcam ab41621
Akt Ratén 1:500 en TBST Santa Cruz s¢5298
pAkt Serd473 Conejo 1:1000 en TBST | Cell Signaling 9271
Erk 1/2 Conejo 1:1000 en 5% BSA TBST Cell Signaling 4695
PErk 1/2 (Thr202/Tyr204) Conejo 1:1000 en 5% BSATBST |  Cell Signaling 4370
B-actina Ratén 1:20000 en TBST Sigma Aldrich A5441
Anticuerpos secundarios
Anticuerpo frente a Huésped Dilucién Casa comercial Referencia
IgG de conejo conjugado con HRP Cabra 1:10000 en TBST Millipore 12-348
IgG de raton conjugado con HRP Cabra 1:10000 en TBST Calbiochem 401215
IgG de ratén conjugado con fluoréforo IRDye 680RD Cabra 1:10000 en TBST | LI-COR Biosciences 926-68070

Tabla 1 | Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la determinacion de la expresion de
proteinas mediante western blot.

Tras el lavado del exceso de anticuerpo con TBST, las membranas se incubaron con los
correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con la peroxidasa de rabano (HRP)
o con un fluorocromo.

La inmunoreactividad de las bandas se detectdé empleando reactivos comerciales que
permiten la oxidacion del luminol que contienen catalizada por la peroxidasa de rabano
acoplada a los anticuerpos secundarios (SuperSignal™ West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate o SuperSignal™ West Femto, Thermo Fisher Scientific,
EE.UU.). La quimioluminiscencia generada o bien la sefial fluorescente emitida por los
anticuerpos secundarios se captdo mediante la exposicion de la membrana en el equipo de
imagen Odyssey® (LI-COR Biosciences, EE. UU.). La cuantificacion de densidad de las
bandas se realiz6é empleando el programa ImagelJ version 1.54f (NIH, EE.UU.). El valor
de cada muestra se normalizd en referencia a la inmunoreactividad de la actina medida
en la misma membrana.

4.3 Procesamiento de muestras para UPLC-MS/MS

Se afiadi6é a cada muestra de plasma 1 volumen de solucion de hidroxido de amonio
(NH4OH) al 3.2% que contenia en proporcion 1:10 los metabolitos a detectar marcados
con 1sotopos. Estos isotopos estables fueron utilizados como estdndar interno (IS) con el
fin de poder compensar la pérdida de los metabolitos objetivo a lo largo de su
procesamiento y analisis. Tras su mezcla, se afiadieron 2 volimenes de solucion de sulfato
de zinc (Zn2S04) 200 mM en relacion con la muestra seguida de un volumen de metanol.
Se centrifugd la mezcla a 2300 g durante 10 min a 4°C (Eppendorf 5430R, Eppendorf
Nordic A/S, Suecia), para afadir al sobrenadante una cantidad isovolumétrica de acido
formico al 5%. Se inyectaron 1.5 pL de la muestra procesada en el UPLC-MS/MS.

Para el procesamiento del NAcc, se afiadio al tejido en proporcion 1:1 (mg:pL) la solucion
de NH4OH al 3.2% conteniendo en proporcion 1:10 los metabolitos a detectar marcados
con isotopos. Se afadieron al tubo esferas de 6xido de circonio de 1 mm de diametro
(ZROBI10; NextAdvance, EE. UU.) para homogeneizar el tejido en un molino triturador
(Bullet Blender Blue CE BBX24B-CE; Next Advance, EE. UU). Las muestras recibieron
el mismo numero de ciclos de homogenizacion hasta llegar a tener un homogeneizado
uniforme. Se afnadié al homogeneizado una soluciéon de Zn2SO4 200 mM y metanol en
proporciones 2:1 y 1:1 respectivamente con respecto a la cantidad de tejido procesado.
Las muestras se centrifugaron a 14000 g durante 10 min a 4°C (Eppendorf 5430R,
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Eppendorf Nordic A/S, Suecia). El sobrenadante se mezcld con una proporcion
equivalente de acido formico al 5%, y se centrifugd de nuevo. Este Gltimo sobrenadante
se cargd en viales y 1.5 uL fueron inyectados en el sistema.

4.3.1 UPLC-MS/MS

Con el fin de caracterizar el efecto de la autoadministracion de fentanilo y el tratamiento
con Ro 61-8048 en los diferentes experimentos sobre la KynP, se llevd a cabo la
determinacion de los metabolitos mediante cromatografia liquida de ultra alto
rendimiento con deteccion mediante espectrometro de masas en tindem (UPLC-MS/MS;
ultrahigh performance liquid cromatography-tandem mass spectrometry). Esta técnica se
llevo a cabo durante una estancia que realicé en el grupo Neuropsychoimmunology de la
Dra. Sophie Erhardt del departamento de Fisiologia y Farmacologia del Karolinska
Institutet en Estocolmo.

El sistema empleado para la UPLC-MS/MS const6 de un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo Xevo TQ-XS (Waters, Manchester, UK) equipado con una interfaz de
electrospray Z-spray para la deteccién de los metabolitos. Para la separacion de los
componentes de las muestras, se emple6 el sistema Waters Acquity UPLC I-Class FTN
(Waters, MA, EE. UU.). El espectrometro de masas se oper6 en modo electrospray -
monitorizacion de reacciones multiples (MRM) con una temperatura de fuente de 150°C,
voltaje capilar de +3.0 kV, temperatura de desolvatacion 650°C, flujo de desolvatacion
del gas de 1000 L/h y ganancia del detector con valor 1.

La columna cromatografica empleada fue la Acquity HS T3 2.1 x 150 mm, 1.8 pm
(186003540; Waters, MA, EE. UU.) a 50°C. Se emple6 elucion en gradiente empleando
dos fases moviles: (A) acido formico al 0.6% en agua y (B) 0.6% acido férmico en
metanol. Una precolumna (PN: 186004476; Waters, 2.1 x 50 mm) fue empleada
previamente al paso a la columna de separacion para retener contaminantes de la fase
movil. El flujo de la bomba fue de 0.3 mL/min y las muestras se pasaron en 13 min.

Metabolito / IS| Masa del ion precursor | Masa del ion producido | Voltaje del cono (V)| Energia de colision (EV) | Tiem po de retencion (min)
Triptofano 206 118 20 24 7.03
KYN 209 94 20 12 5.75
KYNA 190 116 30 28 79
QUIN 168 78 20 18 29
3-HA 154 108 20 18 5.95
PA 124 78 30 16 2.19
NAA 123 78 25 16 1.99
3-HK 225 110 14 16 3.82
Trp-ds 208 119 40 26 7.01
KYN-d4 213 94 30 15 57
KYNA-ds 195 121 28 26 7.87
QUIN-d3 171 81 20 18 2.85
3-HA-ds 157 83 24 24 5.9
PA-d4 128 82 4 17 2.18
NAA['*Cs] 129 101 20 16 198
3-HK-d; 228 163 14 16 3.83

Tabla 2 | Transiciones y parametros espectroscopicos empleados para los metabolitos y estindares
internos (IS).

Los metabolitos en plasma y NAcc fueron detectados en concentraciones mayores al
limite de deteccion (LOD) definido por la solucion estandar de menor concentracion para
la cual la relacion sefial/ruido fue mayor a 3. Los LOD fueron: TRP, 0.05 uM; KYN, 1
nM; KYNA, 1 nM; QUIN, 5 nM; 3-HAA, 5 nM; PA, 5 nM; NAA, 1nM; 3-HK, 5 nM.
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El procesamiento y andlisis de los cromatogramas se realizd empleando el programa
MassLynx 4.1.

4.4 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando el programa GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software Inc., EE. UU.). El tamafo muestral inicial de los grupos se
seleccion6 en base a experiencia previa para asegurar una significacion estadistica
considerando la posible pérdida de ratas debido a criterios de punto final humanitario si
se observaban signos fisicos distintos a los generados por la autoadministracion de
fentanilo o valores atipicos (outliers) determinados por la prueba de ROUT con
significancia de Q=1%. Estas condiciones fueron los dos unicos criterios de exclusion
empleados y explican las diferencias en el tamaifio de los grupos.

Todos los datos se presentan como media =+ error estandar de la media (EEM). El umbral
de significancia estadistica se definidé en p <0.05. Los test estadisticos concretos se
realizaron segun fueron los grupos experimentales, la toma de medidas y la distribucion
de los datos. Para diferencias estadisticas entre dos grupos se emple6 la prueba t de
Student. Se empleo la version corregida de Welch (Welch’s t-test) de esta prueba cuando
la desviacion estandar de los grupos era diferente de forma estadisticamente significativa
segun el test F de igualdad de varianza.

Cuando existieron mas de dos grupos y una variable independiente se empled el ANOVA
de una via. Si los grupos presentaban una desviacion estandar significativamente diferente
entre ellos seglin el test de Barlett, se empled la version corregida de Welch de este test.
Las comparaciones multiples entre los grupos se realizaron en este caso mediante el test
de Tamhane T2. En experimentos con mas de dos variables independientes se empled
ANOVA de dos o tres vias. Solo en el caso de que hubiera interaccion estadisticamente
significativa entre dos factores, las diferencias se analizaron mediante la prueba de Sidak
o Tukey como test post-hoc. En el caso de ausencia de algiin dato por problemas en el
protocolo experimental o presencia de outliers, la cual es incompatible con la realizacion
de ANOVA, se llevo a cabo analisis de efectos mixtos.

En los casos en que los datos no se ajustaban a una distribucion normal segun el test de
D’ Agostino-Pearson, se emplearon los test de Kruskal-Wallis (en lugar de ANOVA de
una via) o Mann-Whitney (en lugar de t de Student).
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1. Puesta a punto del modelo experimental

1.1 Determinacion de la dosis por infusion de fentanilo y del tratamiento con Ro
61-8048

El primer experimento que se llevo a cabo tuvo como objetivo determinar la dosis por
infusion de fentanilo que los animales se autoadministrarian, asi como evaluar la
efectividad de Ro 61-8048 a diferentes dosis y tiempos de administracion.

En primer lugar, se evalud el comportamiento de los animales ante la autoadministracion
de diferentes dosis de fentanilo por infusion bajo sesiones de autoadministracion de 2 h
empleando el paradigma de refuerzo de razon fija FR1. Inicialmente, se intentd establecer
la adquisicion de la conducta de autoadministracion de fentanilo sin ningin
entrenamiento operante previo o estrategia que incentivara la conducta operante en la
camara de autoadministracion. Para ello expusimos a los animales a la autoadministracion
de dosis de fentanilo de 0.32 y 10 pg/kg/infusioén. La conducta de obtencion de fentanilo
fue muy baja y erratica en ambos grupos (media de infusiones + EEM a lo largo de siete
dias de autoadministracion de 2.03 + 0.72 y 0.71 + 0.27 respectivamente). En las
sucesivas sesiones de autoadministracion los animales recibieron al inicio de la sesion
una infusion no contingente de fentanilo (priming) de la misma dosis que fueran
autoadministrar a lo largo de la sesion. Esta estrategia tampoco generd una mejora en la
conducta de autoadministracién, dado que los valores medios de infusiones fueron de
3.53+0.76 y 2.19 = 0.38 para los grupos de 0.32 y 10 pg/kg/infusion, respectivamente.
Vistos los datos, se expuso a los animales a las dosis de 1 y 3.2 pg/kg/infusion
respectivamente, empleando ademas la estrategia de priming. En estas condiciones, si se
pudo observar un aumento del numero de infusiones obtenidas en el grupo que
autoadministro la dosis de 3.2 pg/kg/infusion (sesion 7, ti1)=15.08; p<0.0001) (Fig. 28)
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Figura 28 | Elecciéon de la dosis por infusion de fentanilo. Se muestra el nimero de infusiones a lo
largo de las sesiones de autoadministracion empleando diferentes dosis de fentanilo (1 o 3.2
pg/kg/infusion) y las estrategias de priming. Se expuso ademas a un grupo de individuos a restriccion
de comida inicial durante dos sesiones de autoadministracion (mostradas con simbolo en rojo, sesiones
8y 9). Los datos se expresan como media + EEM (n=6). El analisis estadistico se llevo a cabo mediante
el test t de Student. **** p<(0.0001: sesion 7, vs. 1 pg/kg/infusion.

Al observar que la dosis de 3.2 pg/kg/infusion parecia adecuada para la
autoadministracion, el grupo de animales que se autoadministraba 1 pg/kg/infusion paséd
también a autoadministrarse la dosis de 3.2 pg/kg/infusion, anadiendo ademads la
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estrategia de restriccion de alimento durante los dos primeros dias para incentivar la
conducta operante. Esta estrategia resulté efectiva, ya que en la tltima sesion el consumo
de fentanilo de estos animales no mostrd diferencias significativas (sesion 14, ta1=1.45;
p=0.18) en comparacion con el grupo que ya llevaba consumiendo fentanilo a la dosis de
3.2 ng/kg/infusion durante las siete anteriores sesiones (Fig. 28).

Una vez seleccionada la dosis por infusion (3.2 pg/kg/infusion) a emplear en las sesiones
de autoadministracion, se realizaron pruebas con Ro 61-8048 para determinar la dosis y
el tiempo Optimos de administracion a emplear en los experimentos subsiguientes. Los
animales se distribuyeron en dos grupos con un comportamiento de autoadministracion
similar y se administré Ro 61-8048 a las dosis de 50 y 100 mg/kg por via intraperitoneal
(i.p.), 30 o 60 min antes del inicio de la sesion de autoadministracion. La administracion
de 100 mg/kg fue efectiva disminuyendo el consumo cuando se inyect6 30 (sesion 2, ti0)
=3.34; p=0.007) o 60 min (sesion 4, tio) =4.07; p=0.002) antes de la sesion de
autoadministracion. Ademas, se observo que la administracion de Ro 61-8048 30 min
antes de la sesion en dosis de 100 mg/kg redujo el consumo de fentanilo cuando se
administr6 en dos sesiones de autoadministracion consecutivas (sesion 10y 11, ti0)=4.3;
p=0.0015 y t10)=2.8; p=0.02) (Fig. 29). La dosis de 50 mg/kg administrada 30 minutos
antes de la sesion no resultd efectiva para reducir el consumo de fentanilo (sesion 9,
tao=1.37; p=0.21).No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos vehiculo y Ro 61-8048 cuando no se aplico tratamiento.
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Figura 29 | Eleccion de la dosis y momento de administracion de Ro 61-8048. Se muestra el nimero
de infusiones a lo largo de las sesiones de autoadministracion empleando diferentes dosis (50 y 100
mg/kg) y tiempos de administracion (30 o 60 min antes de la sesion) para Ro 61-8048 (Ro). Los datos
se expresan como media + EEM (n=6). El analisis estadistico se llevd a cabo mediante el test t de Student.
* p<0.05, **p<0.01: vs. Veh

1.2 Efecto del entrenamiento con comida sobre la conducta operante

Se llevé a cabo un protocolo de entrenamiento de la conducta operante con comida para
evaluar el efecto de este sobre la adquisicion de la autoadministracion de fentanilo.

Los animales adquirieron la conducta operante como muestra la discriminacion entre
palanca activa (que suministra comida al animal) e inactiva (sin ningun tipo de
consecuencia) al final del entrenamiento (sesion 5, U=39.5; p<0.0001) y el aumento de
presiones en la palanca activa entre el principio y el final del protocolo (tp22) =4.83;
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p<0.0001). La pérdida de peso provocada por la restriccion de comida durante los tres
primeros dias, que corresponden a las tres primeras sesiones de autoadministracion, fue
recuperada de forma previa al inicio de la siguiente sesion (sesion 4) y el peso aumento
en la ultima sesion en relacion a la primera (t22)=4.81; p<0.0001) (Fig. 30).
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Figura 30 | Efecto del protocolo de entrenamiento con comida sobre la conducta operante y el peso.
Se muestra el nimero de presiones en la palanca activa e inactiva y el peso a lo largo de las sesiones de
autoadministracion. Los datos se expresan como media £+ EEM (n=23). El anélisis estadistico se llevo a
cabo mediante el test t de Student para presiones en palanca activa y peso, y el test de Mann-Whitney
para la relacion de presiones en palanca activa e inactiva. **** p<0.0001: vs. sesion 1. ffff p<0.0001:
vs. sesion 1. #### p<0.001: vs. activa en sesion 5.

Teniendo en cuenta el comportamiento de animales de varios experimentos que fueron
sometidos a entrenamiento de la conducta operante (n=53), y el de aquellos que
adquirieron la conducta de autoadministracion de fentanilo sin entrenamiento previo
(adquisicién espontanea, n=17), el protocolo de entrenamiento con comida redujo el
numero de sesiones de autoadministracion que los animales requirieron para alcanzar el
criterio de estabilidad en el consumo de fentanilo (U=211; p<0.0007) (Fig. 31).
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Figura 31 | Efecto del entrenamiento con comida sobre la adquisicion de la conducta de obtencion
de fentanilo. Se muestra el numero de sesiones de autoadministracion requeridas para alcanzar el criterio
de estabilidad de consumo de fentanilo en fase de mantenimiento. Los datos se expresan como media +
EEM (n=17-53). El analisis estadistico se llevo a cabo mediante el test Mann-Whitney. *** p<0.001: vs.
Espontanea.
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2. Efecto de la modulacion de la KynP sobre el consumo y la
busqueda de fentanilo en animales sometidos a
autoadministracion intravenosa operante de fentanilo

2.1 Efecto de Ro 61-8048 en las diferentes fases de la conducta adictiva inducida
por fentanilo

2.1.1 Adquisicion

Los animales adquirieron la conducta de autoadministracion de fentanilo tras haber sido
sometidos previamente a entrenamiento de la conducta operante con comida. Los grupos
de tratamiento con vehiculo o con Ro 61-8048 fueron asignados de forma
pseudoaleatoria, asegurando un equilibrio entre los grupos segun el comportamiento de
autoadministracion de comida mostrada previamente (Fig. 32). No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas por la prueba t de Student en ninguno de los
parametros analizados: ingesta de comida (t21)=0.53; p=0.63), presiones sobre la palanca
activa (ten=1.45; p=0.16) o inactiva (t21)=0.24; p=0.81).
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Figura 32 | Distribucién de los animales en la fase de adquisicion basada en el comportamiento
observado durante el entrenamiento con comida. Se muestra (A) la ingesta media y (B) el nimero de
presiones en palanca activa e inactiva en las tltimas dos sesiones de entrenamiento previo al inicio del
tratamiento con Ro 61-8048. Los datos se expresan como media+ EEM (n=11-12). El analisis estadistico
se llevo a cabo mediante el test t de Student. No hay diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos en el entrenamiento con comida previo a la adquisicion.

Los animales fueron pretratados durante las siete primeras sesiones de autoadministracion
de fentanilo con Ro 61-8048. El andlisis de efectos mixtos indic6 como factores
principales estadisticamente significativos el tratamiento con Ro 61-8048 y la sesion
sobre el nimero de infusiones obtenidas (sesion: Fs58=5.94; p=0.0012, tratamiento:
F1,19=7.68; p=0.0012, interaccion: F 113y =2.61; p=0.02) (Fig. 33A) y presiones
realizadas en la palanca activa (sesion: F,67) =4.4; p=0.004, tratamiento: F(1,19)=5.52;
p=0.03, interaccion: F,113)=2.3; p=0.03). El tratamiento (F(i,19) =4.36; p=0.005) y la
sesion (F2,27)=2.6; p=0.09 ) no fueron factores principales estadisticamente significativos
en el andlisis de efectos mixtos del nimero de presiones en la palanca inactiva, pero si la
interaccion entre ambos (Fs,88)=4.08; p=0.0012) (Fig. 33B).
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Figura 33 | Efecto del tratamiento diario con Ro 61-8048 sobre la adquisicion de la
autoadministraciéon de fentanilo. Se muestra (A) el nimero de infusiones obtenidas y (B) y de
presiones de la palanca activa e inactiva realizadas por los animales durante las siete primeras sesiones
de autoadministracion de 2 h en las que recibieron el pretratamiento diario con Ro 61-8048 (Ro, 100
mg/kg i.p). Los datos se expresan como media £ EEM (n=9-11). El analisis estadistico se realizd
empleando analisis de efectos mixtos seguido del test post-hoc de Sidak. * p<0.05, *** p<0.001, ****
p<0.0001: vs. Veh.

Con el fin de valorar efectos de Ro 61-8048 una vez se cesd su tratamiento, los animales
se sometieron a once sesiones adicionales de autoadministracion de fentanilo sin ningun
tipo de tratamiento. En cuanto al nimero de infusiones, el andlisis de efectos mixtos
mostr6é un efecto principal de la sesion (F4,65=4.84; p=0.002) pero no del tratamiento
previo con Ro 61-8048 (F(1,18=1.2; p=0.28) ni de la interaccion entre ambos factores
(F10,170=1.82, p=0.06) (Fig. 34A). En cuanto a las presiones en la palanca activa, se
observé un efecto en el que intervinieron los factores de la sesion de autoadministracion
(F4,75)=3.38; p=0.011) y la interaccion de la sesidon con el tratamiento previo (F(i0,176)
=2.88; p=0.02), pero no del tratamiento previo con Ro 61-8048 per se (F(,18) =0.96;
p=0.34). El nimero de presiones en la palanca inactiva no se vio afectado por ninguno de
las factores principales analizados (sesion: F(s73) =1.7; p=0.15; tratamiento previo:
F(1,20=4.02; p=0.06, interaccion: F10,163=0.88; p=0.55) (Fig. 34B).
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Figura 34 | Autoadministracion de fentanilo en las sesiones posteriores al tratamiento con Ro 61-
8048. Se muestra (A) el numero de infusiones obtenidas y (B) el numero de presiones en la palanca
activa e inactiva realizadas por los animales durante la sesion de autoadministracion de 2 h en ausencia
de tratamiento. Los datos se expresan como media + EEM (n=7-10). El analisis estadistico se realizo
empleando analisis de efectos mixtos seguido del test post-hoc de Sidak. * p<0.05: vs.Veh
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2.1.2 Mantenimiento

Una vez que los animales alcanzaron el criterio de estabilidad en el consumo de fentanilo,
se procedio a evaluar el efecto del Ro 61-8048 sobre dicho consumo. Los animales se
distribuyeron en los dos grupos experimentales de forma homogénea en base al consumo
estable de fentanilo en términos de infusiones (t15=0.35; p=0.73. No se observaron
diferencias en cuanto a la busqueda de fentanilo expresado por respuestas en la palancas
activa (U=22; p=0.35) ni tampoco en respuestas sobre la palanca inactiva (t14=0.86;
p=0.42) ) (Fig. 35).
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Figura 35 | Distribucion de los animales en los grupos Veh y Ro 61-8048 tras cumplir el criterio de
estabilidad en el consumo de fentanilo. Se muestran los valores medios para el nimero de infusiones
de fentanilo obtenidas y presiones en palanca activa e inactiva en las tres sesiones previas al tratamiento
con Ro 61-8048 cuando las ratas mostraron un consumo estable. Los resultados se muestran como la
media + EEM (n=7-9). El anélisis estadistico se realizé empleando el test t de Student para infusiones y
presiones en la palanca inactiva, y el test de Mann-Whitney para presiones en la palanca inactiva.

En la sesion inmediatamente posterior, los animales fueron introducidos a las cdmaras en
condiciones idénticas, con acceso a fentanilo, y fueron pretratadas 30 min antes con Ro
61-8048 o su vehiculo. El pretratamiento con Ro 61-8048 redujo el consumo de fentanilo
en términos de numero de infusiones (U=3.5; p=0.0014), la conducta de busqueda
asociada en términos de respuestas en la palanca activa (U=2; p=0.0012), pero no alterd
el numero de respuestas sobre la palanca inactiva (U=18; p=0.47) segun el test no
paramétrico de Mann-Whitney (Fig. 36).
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Figura 36 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 sobre el mantenimiento de consumo de
fentanilo. Se muestra el nimero de infusiones obtenidas y respuestas sobre la palanca activa e inactiva
realizadas por los animales durante la sesién de autoadministracion de 2 h. Los datos se expresan
como media + EEM (n=6-8). El andlisis estadistico se realizd empleando el test Mann-Whitney.
**p<0.01: vs. Veh. $$ p <0.01: vs. Veh.

2.1.3 Extincion

Una vez los animales alcanzaron el criterio de estabilidad en el consumo de fentanilo en
la fase de mantenimiento, la solucion de fentanilo fue sustituida por solucion salina
fisiologica y el estimulo condicionado asociado a fentanilo fue omitido tras la pulsacion
de la palanca activa. Con estos cambios, se inici6 el periodo de extincion de la conducta
de busqueda de la droga. Durante este periodo se intervino diariamente tratando a los
animales con Ro 61-8048 durante cinco dias.

Los datos de respuesta sobre la palanca activa se analizaron mediante analisis de efectos
mixtos, siendo estadisticamente significativos los factores principales de sesion de
extincion (F2,20=23.63;p<0.0001), tratamiento con Ro 61-8048 (F(1,13)=33.73; p<0.0001)
y la interaccion entre ambos (F,49=13.07; p<0.0001). El tratamiento con Ro 61-8048
disminuyo el valor de respuestas sobre la palanca activa de forma estadisticamente
significativa en la primera (p=0.0101), tercera (p=0.013) y cuarta sesion (p=0.02) de
extincion segun el test post-hoc de Sidak. En términos de respuestas sobre la palanca
inactiva, el tratamiento con Ro 61-8048 generd una disminucion estadisticamente
significativa (F(1,55=18.9; p<0.0001). La sesion de extincion (F27=3.01; p=0.06) y la
interaccion (F,s55=2.18; p<0.08) no fueron factores estadisticamente significativos en el
numero de respuestas sobre la palanca inactiva (Fig. 37).
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Figura 37 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 sobre la extinciéon de la conducta de blisqueda
de fentanilo. Se muestra el numero de presiones sobre las palancas activa e inactiva realizadas por los
animales en las cinco primeras sesiones de extincion bajo el efecto del pretratamiento diario con Ro 61-
8048 y el valor promedio de los tltimos tres dias de mantenimiento previos al inicio de la extincion
(mantenimiento). Los datos se expresan como media = EEM (n=6-9). El analisis estadistico se realizo
empleando analisis de efectos mixtos seguido por la prueba post-hoc de Sidak. * p< 0.05: vs. Veh

Con el fin de evaluar un potencial efecto de Ro 61-8048 una vez ces6 el tratamiento, el
periodo de extincion se prolongé sin ningln tipo de tratamiento hasta que los animales
cumplieron el criterio de estabilidad en extincion. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de sesiones de extincion requeridas para
cumplir el criterio entre los animales de ambos grupos (ti2)=1.85; p=0.09; Veh: 5.33 +
0.21 ; Ro 61-8048: 5 £ 0, datos expresados como media +tEEM)

2.1.4 Reinstauracion de la conducta de busqueda
2.1.4.1 Inducida por fentanilo

La reexposicion a una dosis no contingente de fentanilo en animales con una historia de
dependencia al mismo puede ocasionar la reinstauracion de la conducta de busqueda de
fentanilo al final de la fase de extincion, una vez ya se ha extinguido la conducta. Asi,
evaluamos el efecto del pretratamiento con Ro 61-8048 sobre la reinstauracion de la
conducta de busqueda de fentanilo inducida por esta sustancia. La conducta mostrada de
forma previa a la prueba de reinstauracion, en las ultimas sesiones de consumo de
fentanilo y de extincion fue similar entre ambos grupos en ausencia de tratamiento, como
se evidencia en la comparacion de los valores de infusiones (Fig. 38A), y presiones sobre
la palanca activa (Fig. 38B), durante las tltimas tres y dos sesiones, respectivamente
siendo el Unico factor estadisticamente significativo la fase de la conducta adictiva
(F,14=32.61, p<0.0001) y no el tratamiento asignado (F1,14=0.39, p=0.54) ni la
interaccion (F(1,14=0.0004, p=0.98).
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Figura 38 | Comportamiento al final de las fases de mantenimiento y extincion de los animales
sometidos a la prueba de reinstauracion inducida por fentanilo. Se muestran los valores medios de
(A) infusiones de fentanilo (en mantenimiento) o salino (en extincion) obtenidas y de (B) presiones en
la palanca activa realizadas en las tres o dos ultimas sesiones de consumo de fentanilo (mantenimiento)
o de extincidn, en ausencia de tratamiento con Ro 61-804. Los resultados se muestran como la media +
EEM (n=7-9). El analisis estadistico se realizdo empleando ANOVA de dos vias de medidas repetidas.
*A*% p<0.0001: Mantenimiento vs. Extincion.

Una vez que los animales extinguieron la conducta de busqueda y cumplieron el criterio
de estabilidad en extincion, se procedid a inducir la reinstauracion de la conducta de
busqueda con una dosis no contingente de fentanilo via s.c. Los animales que recibieron
Ro 61-8048 no mostraron dicha reinstauracion, como se evidencia por la diferencia
estadisticamente significativa en el numero de presiones de la palanca activa, en
comparacion con el grupo que recibio el vehiculo (t12=4.6; p=0.0006) (Fig. 39A)
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Figura 39 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 sobre la reinstauracion de la conducta de
biisqueda de fentanilo inducida por el propio fentanilo. Se muestra (A) el numero de presiones en la
palanca activa e inactiva realizadas por los animales durante la prueba de reinstauracion inducida por
fentanilo durante 2 h. (B) Se muestra una grafica resumen con el numero medio de presiones en la
palanca activa e inactiva para los tltimos tres o dos dias de mantenimiento y extincion respectivamente,
y la sesion de reinstauracion. Los datos de mantenimiento en esta figura difieren de los mostrados en la
anterior (Fig. 38B), porque se permitié que los animales volvieran a cumplir el criterio de mantenimiento
tras el tratamiento con Ro 61-8048 en mantenimiento, antes de iniciar la extincion. Los datos se expresan
como media = EEM (n=7). El andlisis estadistico se realizo empleando el test t de Student. ***p<0.001:
vs. Veh.
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2.1.4.2 Inducida por estimulo condicionado

Ademas de evaluar la reinstauracion inducida por fentanilo, se examind el efecto de Ro
61-8048 sobre la reinstauracion de la conducta de busqueda de fentanilo en animales
expuestos al estimulo condicionado previamente asociado al fentanilo. En este
experimento se emplearon como grupo control animales expuestos a autoadministracion
de solucion salina.

En primer lugar, los animales fueron distribuidos en cuatro grupos experimentales de
forma pseudoaleatoria y homogénea segtin el valor de respuestas sobre la palanca activa
mostrado en las tres o dos ultimas sesiones de las fases de consumo de fentanilo y de
extincion, respectivamente. La realizacion de un ANOVA de dos vias de medidas
repetidas nos confirmo que el reparto de los animales en los diferentes grupos fue
homogéneo. En este analisis estadistico sobre los datos de presiones en la palanca activa,
la autoadministracion de fentanilo, la fase de la conducta adictiva y la interaccion entre
ambos factores fueron estadisticamente significativos (F320=10.56; p= 0.0002,
F(120=44.48; p<0.0001, F3o0=11.18; p=0.0002 respectivamente). Estos valores
estadisticos junto con los mostrados provenientes del analisis post-hoc de Sidak nos
permiten por un lado confirmar la adquisicion de la conducta de autoadministracion de
fentanilo, dado que la conducta de biisqueda mostrada como respuestas sobre la palanca
activa fue mayor en animales con acceso a fentanilo que aquellos que presionaron la
palanca activa por salino (**** p<0.0001) y, por otro lado, indic6 que los valores de
presiones en la palanca activa al final de la extincion no difieren entre animales sometidos
autoadministracion de fentanilo o salino. Ademas, en los animales que se
autoadministraron fentanilo, los valores de presiones en la palanca activa al final de la
extincion fueron significativamente menores a los mostrados en la fase de consumo ($$$$
p<0.0001) (Fig. 40). Todo esto nos permitié confirmar la correcta adquisicion y extincion
de animales sometidos a autoadministracion de fentanilo y, por lo tanto, validar la
dependencia en los mismos.
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Figura 40 | Distribucion de los animales sometidos a autoadministracién de salino (Sal) o fentanilo
(Fent) en los grupos a tratar con Ro 61-8048 o su vehiculo (Veh). Se muestran los valores medios de
presiones en la palanca activa obtenidos en las tres o dos ultimas sesiones de consumo de fentanilo
(mantenimiento) o extincion respectivamente, previas al tratamiento con Ro 61-8048. Los resultados se
muestran como la media £+ EEM (n=5-7). El analisis estadistico se realiz6 empleando ANOVA de dos
vias de medidas repetidas seguido del test post-hoc de Sidak. ****p<(0.0001: Mantenimiento, Fent vs.
Sal. $$$$ p<0.0001: Fentanilo, Mantenimiento vs. Extincion.
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Una vez realizada la prueba de reinstauracion, el analisis de las presiones en la palanca
activa mediante ANOVA de dos vias mostro efectos estadisticamente significativos de la
historia de autoadministracion de fentanilo (F1,17=8.98; p=0.008), el pretratamiento con
Ro 61-8048 (F(1,17=17.78; p=0.0006) y la interaccion entre ambos factores (F(1,17)=8.98;
p=0.008). La prueba post-hoc de Sidak reveld que los animales tratados con el vehiculo
de Ro 61-8048 mostraron una mayor respuesta al estimulo condicionado asociado a
fentanilo que los que recibieron Ro 61-8048 (p=0.0002), lo que indica que este compuesto
previno la reinstauracion de la busqueda de fentanilo producida por estimulo
condicionado. Ademas, el grupo de animales que habia autoadministrado fentanilo y
recibi6 el vehiculo de Ro 61-8048 en el experimento de reinstauracion mostré una mayor
conducta de busqueda, medida como el nimero de respuestas sobre la palanca activa, en
comparacion con los grupos que habian autoadministrado salino y recibieron bien
vehiculo (p=0.002) o Ro 61-8048 (p=0.0005) durante la prueba de reinstauracion (Fig.
41A).

El andlisis del nimero de presiones en la palanca inactiva reveld diferencias
estadisticamente significativas debidas a la interaccion (F(1,18=7.61; p=0.013) entre la
historia de autoadministracion de fentanilo y el tratamiento con Ro 61-8048. Sin embargo,
ninguno de los factores individuales mostré diferencias estadisticamente significativas
por si mismos (F(1,18=3.91; p=0.06 para ambos factores) (Fig. 41B).
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Figura 41 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 sobre la reinstauracion de la conducta de
bisqueda de fentanilo (y salino) inducida por estimulo condicionado. Se muestra el nimero de
presiones de la palanca activa (A) e inactiva (B) realizadas por los animales. Los datos se expresan como
media £ EEM (n=4-7). El analisis estadistico se realizé6 empleando ANOVA de dos vias seguido por el
test post-hoc de Sidak. * p<0.05, ** p<0.01; *** p<0.001.

Los resultados conductuales descritos anteriormente provienen de un experimento cuyo
principal objetivo era obtener plasma para cuantificar posibles diferencias en metabolitos
de la KynP en diferentes fases de la conducta adictiva, ademds de para obtener secciones
cerebrales fijadas para futuros experimentos. En otro estudio, se realizdé también el
protocolo de reinstauracion de la conducta de busqueda de fentanilo inducida por estimulo
condicionado con la variante de que las sesiones de autoadministracion fueronde 2 hyla
duracion de cada fase de la conducta adictiva no fue predefinida. En este disefio no se
incluyeron grupos control de autoadministracioén de salino.
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Los animales fueron sometidos al protocolo habitual de entrenamiento con comida y
adquisicion de autoadministracion de fentanilo. Tras alcanzar el criterio de estabilidad en
el consumo de fentanilo, se inicid el protocolo de extincion hasta que se cumplio el
criterio de estabilidad en esta fase. Posteriormente, los animales se sometieron a la prueba
de reinstauracion. Los animales fueron distribuidos en dos grupos para el tratamiento con
Ro 61-8048 o su vehiculo, teniendo en cuenta la conducta mostrada en las fases de
consumo de fentanilo y extincion. No se observaron diferencias significativas entre los
grupos en cuanto al nimero de respuestas en la palanca activa en las tres sesiones previas
al inicio de la extincioén ni en las dos ultimas sesiones de la fase de extincidon, siendo el
unico factor estadisticamente significativo la fase de la conducta adictiva segun el analisis
por ANOVA de dos vias de medidas repetidas (interaccion: F(1,16=0.007; p=0.93, fase:
F(1,16=37.8; p<0.0001, grupo: F(1,16=0.02; p=0.88) (Fig. 42).
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Figura 42 | Distribuciéon de los animales sometidos a autoadministraciéon de fentanilo en sesiones
de 2 h en los grupos a tratar con Ro 61-8048 (Ro) o su vehiculo (Veh). Se muestran los valores medios
de presiones en la palanca activa obtenidos en las tres o dos ultimas sesiones de mantenimiento o
extincion, antes del tratamiento con Ro 61-8048. Los resultados se muestran como la media + EEM
(n=9). El analisis estadistico se realiz6 empleando ANOVA de dos vias de medidas repetidas seguido por
el test post-hoc de Sidak. ****p<(0.0001 Mantenimiento vs. Extincion.

Cuando los animales se sometieron a la prueba de reinstauracion observamos que el
pretratamiento con Ro 61-8048 previno de forma estadisticamente significativa la
reinstauracion de la conducta de busqueda de fentanilo expresada como numero de
respuestas sobe la palanca activa (tg)=5.26; p=0.0008, Welch’s t-test), sin afectar a las
respuestas sobre la palanca inactiva (t)=1.55; p= 0.17, Welch’s t-test) (Fig. 43A).
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Figura 43 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 sobre la reinstauracion de la conducta de
busqueda de fentanilo inducida por estimulo condicionado en sesion de 2 h. Se muestra (A) el
numero de presiones de la palanca activa e inactiva en la prueba de reinstauracion y (B) una grafica
resumen con el niimero medio de presiones en la palanca activa e inactiva para dos sesiones (comida,
extincion fin), tres sesiones (mantenimiento) o una unica sesion (Extincion D1, Reinstauracion) en las
diferentes fases. Solo se administrd tratamiento en la prueba de reinstauracion. Los datos se expresan
como media + EEM (n=7-9). El andlisis estadistico se realizd6 empleando el test de Student con
correccion de Welch (Welch’s t-test). ***: vs. Veh

2.2 Efecto de Ro 61-8048 sobre individuos expuestos a un paradigma de refuerzo
de razon progresiva

Los animales fueron sometidos al protocolo de entrenamiento de conducta operante con
comida y, posteriormente, a la adquisicion de conducta de consumo de fentanilo hasta
cumplir el criterio de estabilidad en la fase de mantenimiento. Una vez cumplido el
criterio, los animales fueron expuestos al protocolo de refuerzo en razon progresiva (PR)
hasta mostrar estabilidad en la Gltima ratio alcanzada en la sesion (Fig. 44A). En base a
este ultimo parametro y de forma homogénea (t18=0.09; p=0.92), los animales fueron
distribuidos en dos grupos para recibir, en la sesion inmediatamente posterior, vehiculo o
Ro 61-8048. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos
grupos en el numero de presiones en la palanca activa (t18=0.18; p=0.86) o inactiva
(tas=1.16; p=0.26) realizadas durante las tres sesiones de autoadministracion bajo el
paradigma de refuerzo en razon progresiva previas al tratamiento (Fig. 44B).
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Figura 44 | Distribucién de los animales y valores previos al tratamiento con Ro 61-8048 o su
vehiculo de los animales sometidos al paradigma de razén progresiva. Se muestra (A) la ultima ratio
completada por cada animal que conllevd una infusidén (conocido como breakpoint) en la sesion de
autoadministracion previa a la que se dio tratamiento con Ro 61-8048 y (B) el nimero medio de
presiones en la palanca activa e inactiva en las tres sesiones previas al tratamiento. Los datos se expresan
como media + EEM (n=10). El analisis estadistico se realizé empleando el test t de Student.

En la sesion inmediatamente posterior, el tratamiento con Ro 61-8048 no afect6 a la
conducta de los animales en ninguno de los parametros medidos: Gltima ratio completada
para alcanzar una infusion o breakpoint (t9=0.7; p=0.5), presiones en la palanca activa
(t©=0.86; p=0.4), inactiva (t9=1.22; p=0.25) o duracién de la sesion (tg)=1.01; p=0.34)
(Fig. 45).
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Figura 45 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 sobre la autoadministracion de fentanilo en el
paradigma de refuerzo de razén progresiva. Se muestra (A) la Gltima ratio completada por cada animal
que conllevé una infusion (o breakpoint) en la sesion de autoadministracion, (B) el nimero de presiones
en la palanca activa e inactiva y (C) la duracion de la sesion. Los datos se expresan como media + EEM
(n=9-10). El analisis estadistico se realizo empleando el test t de Student.

2.3 Implicacion de a7nAChR sobre la modificacion del consumo de fentanilo
producida por Ro 61-8048
Para evaluar la implicacion de los receptores a7nACh sobre la disminucion del consumo

de fentanilo inducido por Ro 61-8048 se empled el modulador alostérico positivo PNU-
120596.

Una vez las ratas cumplieron el criterio de estabilidad en mantenimiento tras el previo
entrenamiento de la conducta operante con comida y adquisicion de la autoadministracion
de fentanilo, se sometio a los animales a tratamientos cruzados con una combinacion de
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Ro 61-8048, PNU-120596 o sus correspondientes vehiculos. En primer lugar, los
animales fueron distribuidos en base a su conducta de autoadministracion de forma
homogénea en cada uno de los cuatro grupos: PNU-120596 + Veh, PNU-120596 + Ro
61-8048, Veh+ Ro 61-8048, Veh + Veh. La conducta mostrada por los animales de forma
previa a cada uno de los tratamientos no difiri6 en los distintos grupos en términos de
nimero medio de infusiones obtenidas (K=0.37, p=0.94) o de respuestas en la palanca
activa (K=0.36, p=0.94) o inactiva (K=5.58, p=0.13) en las tres sesiones previas al
tratamiento (Fig. 46).
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Figura 46 | Distribucién y parametros conductuales previos al tratamiento con PNU-120596 (8
mg/kg, i.p) y Ro 61-8048 (100 mg/kg, i.p.) de los animales sometidos a la prueba en el
mantenimiento de la autoadministracion de fentanilo. Se muestra (A) el nimero medio de infusiones
y (B) de respuestas en palanca activa e inactiva durante las tres sesiones de autoadministracion de
fentanilo previas al tratamiento. Los datos se expresan como media = EEM (n=7-9). El analisis
estadistico se realizo empleando el test de Kruskal-Wallis.

Tras el tratamiento de los animales, el andlisis mediante ANOVA de dos vias mostré que
el tratamiento con Ro 61-8048 fue el Unico factor estadisticamente significativo en
términos del nimero de infusiones (F(1,31)=38.46; p<0.0001) (Fig. 47A) y presiones en la
palanca activa (F(130=32.72; p<0.0001) (Fig. 47B). La administracion de PNU-120596
no afectd al nimero de infusiones (Fq,31=1.2; p=0.28) ni de presiones en la palanca
activa(F(130=0.0007; p=0.98), como tampoco lo hizo la interaccion entre ambos
tratamientos (infusiones: F131)=1.3; p=0.26, activa: F(1,30=0.08; p=0.78). Ni Ro 61-8048
(F1,32=2.58; p=0.11), ni PNU-120596 (F1,32=0.05; p=0.82), asi como tampoco la
interaccion entre ambos tratamientos (F(132=0.05; p=0.82) produjeron diferencias
estadisticamente significativas en la pulsacion de la palanca inactiva (Fig. 47B).
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Figura 47 | Efecto del tratamiento con PNU-120596 en la disminucion del consumo de fentanilo en
mantenimiento inducido por Ro 61-8048. Se muestra (A) el nimero de infusiones obtenidas y (B) de
presiones en la palanca activa e inactiva realizadas por los animales. Los datos se expresan como media
+ EEM (n=7-9). El analisis estadistico se realizd6 empleando ANOVA de dos vias. **** p<0.0001: Ro
vs. Veh.

2.4 Implicacion de NMDAR sobre la modificacion del consumo de fentanilo
producida por Ro 61-8048

Para evaluar la implicacion de los receptores NMDA sobre la modificacion del consumo
de fentanilo producida por Ro 61-8048, se realiz6 un pretratamiento en los animales con
el agonista competitivo en el sitio de glicina del receptor NMDA, D-Serina (800 mg/kg,

L.p).

En este estudio se emplearon animales que habian desarrollado dependencia al fentanilo
al haber cumplido previamente el criterio de estabilidad en el consumo de fentanilo
durante la fase de mantenimiento. Los animales se distribuyeron de forma homogénea en
dos grupos de tratamiento (Veh + Ro 61-8048 o D-Ser + Ro 61-8048) en base a su
conducta previa, sin que existieran diferencias estadisticamente significativas en términos
del nimero medio de infusiones obtenidas (tg)=0.55; p=0.59) o de presiones en la palanca
activa (t8=0.71; p=0.5) o inactiva (t8=0.35; p=0.73) realizadas de media en las tres
sesiones previas al tratamiento (Fig. 48).
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Figura 48 | Distribucion de los animales y valores previos al tratamiento con D-Serina (D-Ser, 800
mg/kg, i.p) y Ro 61-8048 (Ro, 100 mg/kg, i.p) en la autoadministracion de fentanilo. Se muestra (A)
el nimero medio de infusiones obtenidas y (B) de presiones en la palanca activa e inactiva en las tres
sesiones de autoadministracion de fentanilo previas al tratamiento. Los datos se expresan como media +
EEM (n=5).

El tratamiento con D-Serina no alteré la disminuciéon en el consumo de fentanilo
producida por Ro 61-8048, como se pudo observar en términos del nimero de infusiones
obtenidas por los animales (t9=0.03; p=0.97) (Fig. 49A). Asimismo, el nimero de
presiones de la palanca activa (t9)=0.11; p 0.91) o inactiva (t4)=1.61; p=0.18) tampoco se
vio afectado por el tratamiento con D-Ser (Fig. 49B).
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Figura 49 | Efecto del tratamiento con D-Serina sobre la disminucién del consumo de fentanilo
inducida por Ro 61-8048. Se muestra (A) el nimero de infusiones obtenidas y (B) de presiones en la
palanca activa e inactiva realizadas por los animales. Los datos se expresan como media + EEM (n=5).
El anélisis estadistico se realizd empleando el test t de Student para infusiones y presiones en la palanca
activa, y el Welch’s t-test para la inactiva.

2.5 Efecto de Ro 61-8048 sobre la funcion locomotora

2.5.1 Efecto de Ro 61-8048 en la prueba de exploracion en campo abierto

Para evaluar el efecto de Ro 61-8048 sobre la actividad locomotora espontédnea y la
conducta exploratoria asociada a ansiedad se emplearon ratas naive a fentanilo. Estas ratas
fueron aclimatadas durante tres sesiones de 30 min en un equipo de campo abierto, en
tres dias consecutivos, para analizar la distancia total recorrida y asignar de forma
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homogénea a los animales a los grupos de tratamiento con Ro 61-8048 o su vehiculo
(t12y=0.18; p=0.86) (Fig. 50).
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Figura 50 | Distribucién de los animales y valores previos al tratamiento con Ro 61-8048 (100
mg/kg, i.p) en la prueba de campo abierto. Se muestra la distancia total media recorrida durante las
tres sesiones de aclimatacion a la prueba. Los datos se expresan como media + EEM (n=7). El analisis
estadistico se realizo empleando el test t de Student.

Treinta minutos antes del inicio de la siguiente sesion, los animales fueron tratados con
Ro 61-8048 o su vehiculo y se sometieron a la prueba de campo abierto. El tratamiento
con Ro 61-8048 produjo una disminucion estadisticamente significativa de la distancia
total recorrida (t12)=5.22; p=0.0002) y del tiempo de estancia en el area central del equipo
(ta2=3.32; p=0.006), y un incremento del tiempo de estancia en el area periférica
(t12=3.23; p=0.006) (Fig. 51).
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Figura 51 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 (100 mg/kg, i.p) en la actividad locomotora
espontianea y conducta exploratoria indicativa de ansiedad en la prueba de campo abierto. Se
muestra (A) la distancia total recorrida y (B) el tiempo de estancia en el area central y (C) periférica del
equipo. Los datos se expresan como media + EEM (n=7). El analisis estadistico se realizé empleando el
test t de Student. ** p<0.01, *** p<0.001: vs. Veh.

2.5.2 Efecto de Ro 61-8048 en la prueba de Rotarod

Evaluamos el efecto de Ro 61-8048 sobre el comportamiento motor motivado, la fatiga y
el equilibrio en el mismo grupo de animales empleados en la prueba de campo abierto
usando la prueba de Rotarod.

En primer lugar, los animales fueron entrenados en el dispositivo hasta mostrar cierta
estabilidad en la habilidad para permanecer en el rodillo mévil. Con los valores medios
de los datos de latencia de caida obtenidos en las ultimas cuatro sesiones de entrenamiento
(ta2)=0.15; p=0.88) (Fig. 52A) y teniendo en cuenta que el peso del animal puede jugar
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un papel relevante en esta prueba (t12=0.17; p=0.87) (Fig. 52B), los animales fueron
distribuidos en grupos homogéneos para el tratamiento con Ro 61-8048 o su vehiculo.
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Figura 52 | Distribucién de los animales y valores previos al tratamiento con Ro 61-8048 (100
mg/kg, i.p) en la prueba de Rotarod. Se muestra la latencia de caida media en las ultimas cuatro
sesiones de entrenamiento. Los datos se expresan como media = EEM (n= 7).

El dia del tratamiento con Ro 61-8048 (100 mg/kg, i.p) los animales fueron sometidos a
tres ensayos en el rodillo movil 30 min después de la administracion del compuesto, con
un intervalo de 15 min entre ensayos tal como se realiz6 en las sesiones de entrenamiento.
El valor promedio de la latencia a la caida en estos tres ensayos no se vio afectado por el
tratamiento con Ro 61-8048 (t12)=0.89; p=0.39) (Fig. 53).
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Figura 53 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 (100 mg/kg, i.p) en la prueba de Rotarod. Se
muestra la latencia a la caida de los animales. Los datos se expresan como media + EEM (n=7). El
analisis estadistico se realizé empleando el test t de Student.

2.6 Efecto de Ro 61-8048 en la conducta adictiva inducida por fentanilo en
animales sometidos al modelo de dolor neuropatico spared nerve injury (SNI)

Con el objetivo de determinar si la conducta adictiva inducida por consumo de fentanilo,
asi como el efecto de Ro 61-8048 sobre dicha conducta difieren en animales que
experimentan dolor, analizamos las distintas fases de la conducta adictiva y el efecto Ro
61-8048 en animales sometidos al modelo de dolor neuropatico spared nerve injury
(SNI). Ademas de evaluar la conducta operante para obtener o buscar fentanilo, se estudid
la alodinia mecénica generada por el modelo SNI.

Previo a la fase de adquisicion, los animales fueron sometidos al protocolo de
entrenamiento con comida y fueron distribuidos de forma pseudoaleatoria y homogénea
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en los dos grupos SNI y sham en base a su conducta durante el entrenamiento con comida
y a los valores basales (antes de la cirugia SNI) del test de los filamentos de Von Frey
para medir alodinia mecénica. No se observaron diferencias significativas antes de la
cirugia de induccion de dolor neuropatico en la ingesta de pellets (U=0.66; p=0.66) (Fig.
54A) o las respuestas en la palanca activa (U=240; p=0.96) o inactiva (t37=1.93; p=0.06)
durante el entrenamiento con comida (Fig. 54B). Tampoco se observaron diferencias en
el umbral de respuesta en el test de Von Frey en la pata izquierda (t42=0.09; p=0.93) o
derecha (t42=0.11; p=0.91) (Fig. 54C). Tras la cirugia, se confirmo la validez del modelo
al producir alodinia mecanica evidenciada por una disminucién estadisticamente
significativa en el umbral de la pata izquierda, sin cambios en la pata derecha (Fig. 54D).

A B
Activa Inactiva
10 60— ;
©
8 e
= = | |
g ':' (L] %
g 6 H " g'
- L aiEn -]
s - - »
2 4 B [+ g
{=] [ ] an 9
£ L . 0
r £
| |
B 1
0 ITI -
Sham SNI Sham SNI Sham SNI
Cc D
BASAL POST-CIRUGIA (5 dias)
Izquierda Derecha Izquierda Derecha
30+ ; 30
o] @ o o] QD : G Qoo
520 @ g ® o S 20
T |8 P % 3
E £
> 104 % > 10
0 0
Sham SNI Sham SNI Sham SNI Sham SNI

Figura 54 | Distribucién de los animales y valores previos a la cirugia SNI o simulada (Sham) y
efecto alodinico del modelo SNI. Se muestra (A) la ingesta media de pellets, (B) el nimero medio de
presiones en palanca activa e inactiva en las dos ultimas sesiones de entrenamiento con comida y (C) el
umbral obtenido en el test de Von Frey antes de la intervencion quirtrgica y (D) cinco dias después. Los
datos se expresan como media + EEM (n=14-22). El analisis estadistico se realizo empleando el test t de
Student (palanca inactiva, umbral) o de Mann-Whitney (ingesta, palanca activa). ***p<0.001: vs. SNI-
pata derecha. ####p<0.0001: vs. Sham-pata izquierda.

2.6.1 Adquisicion

Se evaluaron el numero de infusiones de fentanilo, asi como las respuestas en las palancas
activa e inactiva, durante las diez primeros dias de autoadministracion en los animales
sometidos a dolor neuropético y en sus controles sham.

No se encontraron diferencias significativas en la adquisicion de autoadministracion de
fentanilo entre las ratas SNI y los controles sham en términos de infusiones obtenidas
(F1,33=0.45; p=0.5) (Fig. 55A) ni en el nimero de respuestas sobre la palanca activa
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(Fa33=1.07; p=0.31) (Fig. 55B). Sin embargo, en el numero de respuestas en la palanca
inactiva, el procedimiento SNI gener6 diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con el grupo sham (F(133=5.73; p=0.022), asi como la sesion (F,144=2.44;
p=0.044) y la interaccion entre ambos factores (F(9,206)=2.91; p=0.026). En el analisis de
las respuestas en la palanca activa, la sesion de autoadministracion fue estadisticamente
significativa como factor principal (F(2,50=4.93; p=0.018) al igual que la interaccion entre
los factores (F9,297=1.93; p=0.048). En términos de infusiones, ademds de la falta de
efecto inducida por el modelo SNI ya mencionada, la sesion de adquisicion (F(1.48=22.79;
p=0.064) no result6 significativa, pero si lo fue la interaccion entre los factores SNI y
sesion de adquisicion (Fo297=3.154; p=0.0012).
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Figura 55 | Adquisicion de la conducta de obtencion de fentanilo por animales SNI y sham. Se
muestra (A) el nimero de infusiones y (B) el nimero de presiones en la palanca activa e inactiva durante
las diez primeras sesiones de autoadministracion de fentanilo. Los datos se expresan como media + EEM
(n=14-19). El analisis estadistico se realizé empleando ANOVA de dos vias (Infusiones, palanca activa)
o analisis de efectos mixtos (palanca inactiva) seguidos del test post-hoc de Sidak. * p<0.05: vs. SNI.

2.6.2 Mantenimiento

Antes de evaluar el efecto de Ro 61-8048 en la fase de mantenimiento de la conducta
adictiva en animales sometidos al modelo de dolor neuropatico, los animales SNI 'y sham
fueron distribuidos de manera homogénea en grupos que se destinarian al tratamiento
futuro con Ro 61-8048 o su vehiculo. No se encontraron diferencias significativas entre
ninguno de los cuatro grupos en términos del promedio de infusiones (F330=1.07;
p=0.38), presiones en la palanca activa (F;330=0.87; p=0.47) o inactiva (F330=1.26;
p=0.3) en las tres sesiones inmediatamente previas a la sesion de tratamiento con Ro 61-
8048 (Fig. 56).
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Figura 56 | Distribucion de los animales sometidos al modelo de dolor neuropatico SNI previo al
tratamiento con Ro 61-8048 en fase de mantenimiento. Se muestra el nimero promedio de infusiones
y presiones en la palanca activa e inactiva en las tres sesiones previas al tratamiento con Ro 61-8048.
Los datos se expresan como media =+ EEM (n=8-9). El analisis estadistico se realizé empleando ANOVA
de una via.

En la sesion con tratamiento de Ro 61-8048, el inhibidor de KMO provocod una
disminucion significativa en el nimero de infusiones obtenidas (F(1,30=29.02; p<0.0001),
asi como el modelo SNI (Fq30) =4.28; p=0.03). No se observd una interaccion
estadisticamente significativa entre ambos factores principales en el ANOVA de dos vias
(F(1,30)=0.003; p=0.096) (Fig. 57).

En cuanto a las respuestas en la palanca activa, solo el factor del tratamiento con Ro 61-
8048 mostro un efecto estadisticamente significativo (F(1,30=29.02; p<0.0001). El modelo
de dolor neuropatico SNI no tuvo un efecto significativo (F(128=1.58; p=0.22), y la
interaccion entre el tratamiento con Ro 61-8048 y el modelo SNI tampoco fue
significativa (F1,28y=0.016; p=0.92) (Fig. 57).

Las respuestas en la palanca inactiva durante la sesion no fueron afectadas
significativamente por el tratamiento con Ro 61-8048 (F1.28=2.21; p=0.14), el modelo
SNI (Fa28=2.21; p=0.15), ni por la interaccion entre ambos factores (F(128=2.21;
p=0.15) (Fig. 57).
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Figura 57 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 en el mantenimiento de consumo de fentanilo
en animales sometidos al modelo de dolor neuropatico SNI. Se muestra el niimero de infusiones
obtenidas y de presiones en la palanca activa e inactiva realizadas por los animales durante la sesion de
autoadministracion de 1 h. Los datos se expresan como media + EEM (n=6-10). El analisis estadistico
se realiz6 empleando ANOVA de dos vias. ****p<0.0001: Ro vs. Veh. # p<0.05: SNI vs. Sham

2.6.3 Extincion

Se analiz6 la extincidon de la conducta de bisqueda de fentanilo en las ratas sometidas al
modelo de dolor neuropatico para determinar si existian diferencias en comparacion con
las ratas sham. El tUnico factor principal que mostré un efecto estadisticamente
significativo en el analisis de efectos mixtos fue la sesion de extincion, tanto en términos
de respuestas en la palanca activa (F3,73y=52.27; p<0.0001) como en la palanca inactiva
(F4,104=9.71; p<0.0001). El dolor neuropatico provocado por la intervenciéon SNI y la
interaccion entre el modelo SNI y la sesion de extincion no produjeron alteraciones
significativas en la extincion de la conducta de bisqueda de fentanilo, ni en las respuestas
sobre la palanca activa (SNI: F(1,30=0.029; p<0.86 , interaccion: F(9263=0.28; p=0.98) ni
en la palancas inactiva (SNI: F(1,30=0.45; p=0.51; interaccion: F2s3)=1.1; p=0.36) (Fig.
58).
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Figura 58 | Efecto del modelo de dolor neuropatico SNI sobre la extincion de la conducta de
busqueda de fentanilo. Se muestra el nimero de presiones en la palanca activa e inactiva realizadas por
los animales en las diez sesiones de extincion y el valor promedio de las tlltimas tres sesiones de consumo
de fentanilo previos al inicio de la extincién (mantenimiento). Los datos se expresan como media + EEM
(n=13-17). El analisis estadistico se realizé empleando analisis de efectos mixtos.

2.6.4 Reinstauracion inducida por estimulo condicionado

Se llevo a cabo el protocolo de reinstauracion inducida por estimulo condicionado en
animales sometidos al modelo de dolor neuropatico para evaluar el efecto de Ro 61-8048
en este contexto.

El analisis mediante ANOVA de dos vias mostr6 que el tratamiento con Ro 61-8048 fue
el unico factor principal que mostrd una diferencia estadisticamente significativa, tanto
en términos de respuestas en la palanca activa (F.26=44.11; p<0.0001) como en la
inactiva (F(126=10.49; p=0.003). La intervencion para inducir dolor neuropatico
mediante el modelo SNI y la interaccion entre este modelo y el tratamiento con Ro 61-
8048 no provocaron alteraciones significativas en el nimero de respuestas en la palanca
activa (SNI: F126=1.11; p=0.3; interaccion: F(126=1.02; p=0.32) ni en la inactiva (SNI:
F(126=0.033; p=0.86; interaccion: F(1,26=0.032; p=0.86) (Fig. 59).
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Figura 59 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 sobre la reinstauracion de la conducta de
biisqueda de fentanilo inducida por estimulo condicionado en animales sometidos al modelo de
dolor neuropatico SNI. Se muestra el nimero de presiones en la (A) palanca activa e (B) inactiva en la
prueba de reinstauracion. Los datos se expresan como media = EEM (n=7-9). El analisis estadistico se
realiz6 empleando ANOVA de dos vias. **** p<0.0001, ** p<0.01 vs. Veh.
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2.6.5 Reinstauracion inducida por fentanilo

Tras la prueba de reinstauracion inducida por estimulo condicionado, los animales fueron
sometidos a una fase adicional de extincion (reextincidon) de la conducta de busqueda
durante diez sesiones, seguida de una segunda reinstauracion, esta vez inducida por una
dosis no contingente de fentanilo de 15 pg/kg s.c.

El analisis de efectos mixtos de las respuestas en la palanca activa durante las diez
sesiones de reextincion no mostrd diferencias significativas respecto a los factores
analizados: el modelo de dolor neuropatico (SNI: F130=1.32; p=0.26), las sesiones de
reextincion (F395=1.91; p=0.13), ni la interaccion entre estos factores (F(9,262)=0.75;
p=0.67). Por su parte, las sesiones de reextincion si mostraron un efecto significativo en
el analisis de las respuestas en la palanca inactiva (Fs,112=2.55; p=0.036). La interaccion
entre las sesiones y el modelo SNI (F9217=1.82; p=0.066), asi como el modelo SNI por
st mismo (F127=1.21; p=0.28) no generaron diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a las respuestas en la palanca inactiva. Ademas, el andlisis con el test t de
Student no mostrd diferencias estadisticamente significativas entre el promedio de
respuestas de cada grupo en la palanca activa (tz0=1.06; p=0.3) y en la palanca inactiva
(t30y=0.98; p=0.34) durante las dos ultimos sesiones de reextincion (Fig. 60).
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Figura 60 | Efecto del tratamiento previo con Ro 61-8048 sobre la reextincién de la conducta de
bisqueda de fentanilo en animales sometidos al modelo de dolor neuropatico SNI. Se muestra el
namero de presiones en la palanca activa e inactiva realizadas por los animales en las diez sesiones de
reextincion sin ser expuestos a ningun tratamiento Los datos se expresan como media + EEM (n=13-
17). El analisis estadistico se realiz6 empleando analisis de efectos mixtos.

En la sesion posterior a la ultima sesion de reextincion, los animales recibieron un
pretratamiento con Ro 61-8048 (100 mg/kg i.p, 30 min antes de la sesion) y se les
administro fentanilo (15 pg/kg s.c.) inmediatamente antes del inicio de la prueba de
reinstauracion.

Ninguno de los factores mostr6 un efecto estadisticamente significativo en la prueba de
reinstauracion respecto a las respuestas en la palanca activa: Ro 61-8048 (F(1,26=3.96;
p=0.057), SNI (F(1,26/=2.64; p=0.12) o la interaccién de ambos (F(1,26)=3.18; p=0.09).

En cuanto a las respuestas en la palanca inactiva, el tratamiento con Ro 61-8048 si
provocd una disminucion significativa en este pardmetro conductual (F(125=7.7;
p=0.0103). Por otro lado, el dolor neuropético inducido por el modelo SNI no mostr6é un
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efecto significativo (F(1,25=0.53; p=0.47), y la interaccién entre Ro 61-8048 y el modelo
SNI tampoco tuvo un impacto significativo (F(1,25=0.53; p=0.47).
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Figura 61 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 en la reinstauracion de la conducta de busqueda
de fentanilo inducida por fentanilo en animales sometidos al modelo de dolor neuropatico SNI. Se
muestra el numero de presiones en (A) la palanca activa e (B) inactiva en la prueba de reinstauracion.
Los datos se expresan como media + EEM (n=6-10). El andlisis estadistico se realizé empleando ANOVA
de dos vias. * p<0.05: vs. Veh.

2.7 Efecto de Ro 61-8048 y la autoadministracion de fentanilo sobre la alodinia
inducida por el modelo de dolor neuropatico spared nerve injury

Se llevaron a cabo multiples mediciones de alodinia mecdnica mediante el test de Von
Frey a lo largo del experimento con el objetivo de:

e Evaluar el efecto del fentanilo: se midio la alodinia mecanica antes y después de
la sesion de autoadministracion de fentanilo para determinar su impacto en la
sensibilidad mecanica. Esto se llevo a cabo en la primera sesion de adquisicion.

e Analizar el efecto de Ro 61-8048 en ausencia y presencia de fentanilo: se evalud
como el tratamiento con Ro 61-8048 afectaba la alodinia mecéanica en condiciones
de reinstauracion inducida por estimulo condicionado (sin fentanilo) y durante la
fase de mantenimiento (con fentanilo).

e Determinar la duracion del efecto de la alodinia mecénica inducida por el modelo
SNI.

Catorce dias después de la intervencion con el modelo SNI, se introdujo a los animales
en las camaras de autoadministracion por primera vez. Durante este periodo, se evalud la
alodinia mecdnica utilizando el test de Von Frey antes y después de la sesion de
autoadministracion para determinar el efecto del fentanilo sobre la sensibilidad mecénica
en animales que habian sido sometidos al modelo de dolor neuropatico. En la pata
izquierda, que estaba afectada por el modelo de dolor SNI, se observaron efectos
estadisticamente significativos tanto del modelo de dolor (F(1,61=130.9; p<0.0001) como
del fentanilo administrado durante la sesion de autoadministracion (F(i,61)=5.479;
p=0.023). Sin embargo, la interaccioén entre ambos factores no result6 significativa en el
ANOVA de dos vias (F(1,61y=0.003; p=0.96). En la pata derecha, solo la sesién de
autoadministracion de fentanilo mostr6 un efecto estadisticamente significativo
(F(1,64=6.36; p=0.014). El modelo SNI no alteré el umbral de dolor en la pata derecha
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(Fa,64=3.45; p=0.067) y la interaccién entre la autoadministracion de fentanilo y la
intervencion SNI tampoco resulté significativa (F(1,64=2.7; p=0.11) (Fig. 62).
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Figura 62 | Efecto de la autoadministracion de fentanilo sobre la alodinia mecanica inducida por
el modelo SNI en la primera sesion de autoadministracion. Se muestra el umbral nociceptivo en la
pata izquierda (intervenida con SNI) y la pata derecha antes (Pre-SA) y después (Post-SA) de la sesion
de autoadministracion. Los datos se expresan como media + EEM (n=14-19). El analisis estadistico se
realiz6 empleando analisis de efectos mixtos. $ p<0.05: Post-SA vs. Pre-SA. #### p<0.0001: vs. Sham.

Las siguientes medidas de umbral nociceptivo se realizaron el dia 24 después de la
intervencion SNI, junto con el tratamiento con Ro 61-8048 durante la fase de
mantenimiento.

Para el analisis de los datos se emple6 un analisis de efectos mixtos, considerando tres
factores: la sesion de autoadministracion de fentanilo (Pre-SA, Post-SA), la intervencion
SNI y el tratamiento con Ro 61-8048. Solo el modelo de dolor SNI (F(1,27=57.76;
p<0.0001) y la autoadministracion de fentanilo (F(1,26=11; p=0.027) tuvieron un efecto
estadisticamente significativo sobre el umbral nociceptivo en la pata izquierda (Fig. 63A).
Los otros factores y sus interacciones no fueron significativos: Ro 61-8048 (F(127)=0.012;
p=0.91), autoadministracion de fentanilo x SNI (F(1,26=1.92; p=0.17), autoadministracién
de fentanilo x Ro 61-8048 (F(1,26=0.08; p=0.77), SNI x Ro 61-8048 (F(1,26)=2.18; p=0.15),
ni la interaccidn tripartita entre autoadministracion de fentanilo x SNI x Ro 61-8048
(F1,26=3.13; p=0.089).

En cuanto a la pata no intervenida (derecha), ninguno de los factores o interacciones
afectaron el umbral nociceptivo (Fig. 63B) (autoadministracion de fentanilo: F1,27=3.07;
p=0.091, SNI: F(128=3.67; p=0.065, Ro 61-8048: F(127=2.4; p=0.13, autoadministracion
de fentanilo x SNI: F(1,27=3.14; p=0.088, autoadministracion de fentanilo x Ro 61-8048:
F(127=0.23; p=0.64, SNI x Ro 61-8048: F(128=0.15; p=0.7, autoadministracion de
fentanilo x SNI x Ro 61-8048: F(127)=2.73; p=0.11).
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Figura 63 | Efecto de la autoadministracion de fentanilo y el tratamiento con Ro 61-8048 sobre la
alodinia mecanica inducida por el modelo SNI en fase de mantenimiento. Se muestra el umbral
nociceptivo en (A) la pata izquierda (intervenida con SNI) y (B) la pata derecha, antes (Pre-SA) y después
(Post-SA) de la sesion de autoadministracion. Los datos se expresan como media + EEM (n=6-9). El
andlisis estadistico se realizd empleando de efectos mixtos. $$ p<0.01: Post-SA vs. Pre-SA. ####
p<0.0001: vs. Sham.

Finalmente, se evalu6 el umbral nociceptivo en el contexto de la reinstauracion inducida
por estimulo condicionado, en paralelo con el tratamiento con Ro 61-8048. Aunque en
este experimento los animales no se autoadministraron fentanilo, se incluyeron como
factores en el andlisis la intervencién SNI, el tratamiento con Ro 61-8048 y la sesion de
autoadministracion con salino (Pre-SA, Post-SA), considerando el posible impacto que
podria tener el craving en este test. En la evaluacion del umbral nociceptivo en la pata
izquierda (Fig. 64A), se encontraron efectos estadisticamente significativos para los
siguientes factores y sus interacciones: el modelo SNI (F(128=80.31; p<0.0001), la
interaccion entre el tratamiento con Ro 61-8048 y la sesion de autoadministracion de
salino (F1,27)=5.55;p=0.026) y la interaccion tripartita entre los factores SNI, Ro 61-8048
y sesion de autoadministracion de salino (F(127=4.72; p=0.0038). Por otro lado, los
siguientes factores y sus interacciones no mostraron efectos estadisticamente
significativos: la sesion de autoadministracion de salino (F(1,27=2.62; p=0.12), el
tratamiento con Ro 61-8048 (F(1.28=0.03; p=0.86), la interaccion de la sesion de
autoadministracion con el modelo SNI (F1,27=1.77; p=0.19) ni la del modelo SNI con el
tratamiento con Ro 61-8048(F(1,23=0.001; p=0.97).

En la evaluacion del umbral nociceptivo en la pata derecha (Fig. 64B), el analisis de
ANOVA de tres vias revelo que el unico factor significativo fue el tratamiento con Ro 61-
8048 (F(1,28=4.44; p=0.046). Ninguno de los otros factores ni sus interacciones mostrd
efectos estadisticamente significativos: la intervencion SNI (F(128=0.36; p=0.55), la
sesion de autoadministracion de salino (F(128=3.73; p=0.064), entre la sesion de
autoadministracion de salino y Ro 61-8048 (F(1,28)=1; p=0.32), entre la intervencién SNI
y Ro 61-8048 (F(1,28=0.47; p=0.49) y la interaccion tripartita entre la intervencién SNI,
la sesion de autoadministracion de salino y el tratamiento con Ro 61-8048 (F(1,28=0.066;
p=0.8).
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Figura 64 | Efecto de la autoadministracion de salino y el tratamiento con Ro 61-8048 sobre la
alodinia mecanica inducida por el modelo SNI en la prueba de reinstauraciéon inducida por
estimulo condicionado. Se muestra (A) el umbral nociceptivo en la pata izquierda (intervenida con SNI)
y (B) la pata derecha antes (Pre-SA) y después (Post-SA) de la sesion de autoadministracion de salino.
Los datos se expresan como media = EEM (n=7-9). El analisis estadistico se realizé empleando analisis
de efectos mixtos para la pata izquierda seguido por el test post-hoc de Sidak y ANOVA de tres vias para
la pata derecha. (A) ff p<0.01: vs. Sham+Ro-Pre-SA. #### p<0.0001: SNI vs Sham. (B) * p<0.05:
vs. Veh.

2.8 Efecto de Ro 61-8048 en la autoadministracion de reforzantes naturales
2.8.1 Sacarosa

Los animales fueron expuestos a un protocolo de autoadministracion oral de sacarosa con
el objetivo de evaluar el efecto de Ro 61-8048 en las fases de mantenimiento y
reinstauracion inducida por estimulo condicionado.

Inicialmente, los animales fueron entrenados para la conducta operante utilizando pellets
de comida, lo que produjo un consumo estable de sacarosa durante la fase de adquisicion.

Una vez establecida la conducta de autoadministracion de sacarosa, se administro Ro 61-
8048 o su vehiculo durante la fase de mantenimiento. Posteriormente, tras alcanzar
nuevamente el criterio de estabilidad en el consumo de sacarosa durante la fase de
mantenimiento, s¢ administro el tratamiento alternativo a cada animal.

La conducta de autoadministracion de sacarosa antes del tratamiento con Ro 61-8048
durante la fase de mantenimiento no mostr6 diferencias significativas entre los grupos,
que fueron asignados de forma homogénea y pseudoaleatoria. Los valores promedios en
las tres sesiones previas al tratamiento no presentaron diferencias significativas en cuanto
a la cantidad de pellets obtenidos (tis=1.56; p=0.14) o el nimero de presiones en la
palanca activa (tus=1.68; p=0.11) o inactiva (t16=0.71; p=0.49) entre los grupos
asignados a recibir Ro 61-8048 o su vehiculo (Fig. 65A). El tratamiento con Ro 61-8048
resultd en una reduccion significativa del consumo de pellets de sacarosa (tqs=4.27;
p=0.0006) y del numero de presiones en la palanca activa (tus=3.88; p=0.013), sin afectar
a las respuestas en la palanca inactiva (t15=0.93; p=0.36) (Fig. 65B).
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Figura 65 | (A) Distribucion de los animales en los grupos Veh y Ro 61-8048 tras cumplir el criterio
de estabilidad y (B) efecto del tratamiento con Ro 61-8048 sobre el mantenimiento de la
autoadministraciéon de sacarosa. (A) Se muestran los valores medios para el nimero de pellets de
sacarosa obtenidos, presiones en la palanca activa e inactiva durante las tres sesiones previas al
tratamiento con Ro 61-8048 en los cuales las ratas mostraron un consumo estable, conforme al criterio
de estabilidad. Los resultados se muestran como la media =+ EEM (n=8-9). El analisis estadistico se
realizé empleando el test t de Student. (B): ** p<0.01, *** p<(0.001: vs. Veh.

Tras completar el test de mantenimiento, se inicio el protocolo de extincion hasta alcanzar
el criterio de estabilidad. Se llevo a cabo la prueba de reinstauracion inducida por estimulo
condicionado y se administr6é de forma previa al inicio de la prueba el tratamiento con Ro
61-8048 o su vehiculo, para posteriormente reextinguir la conducta de busqueda hasta
cumplir nuevamente el criterio de extincion. En la siguiente sesion se administrd el
tratamiento no recibido anteriormente. Los datos correspondientes a los promedios de
respuestas sobre la palanca activa (t16=0; p>0.99) e inactiva (t15=0.21; p=0.84) durante
las dos tultimas sesiones de extincion para cada animal, no mostraron diferencias
significativas entre los dos grupos (Fig. 66).

El tratamiento con Ro 61-8048 tuvo un efecto significativo en el numero de presiones
sobre la palanca activa (t16=2.33; p=0.033) durante la prueba de reinstauracion inducida
por estimulo condicionado, mientras que no se observaron cambios significativos en las
presiones sobre la palanca inactiva, que permanecio6 constante en ambos grupos (Fig. 66).

Al comparar los valores de extincion y reinstauracion dentro de los grupos tratados con
vehiculo o Ro 61-8048, se encontr6 un aumento estadisticamente significativo en las
respuestas sobre la palanca activa en el grupo tratado con vehiculo (t(16=3.62; p=0.0023),
mientras que el grupo tratado con Ro 61-8048 no mostré un aumento significativo (ts)
=0.74; p=0.46) (Fig. 66).



- RESULTADOS

EXTINCION REINSTAURACION
Activa Inactiva Activa Inactiva
40 : | ;
® 1 f
g i ®
© — i L4
= 30 *
i °
2. i ° [
s i
9 20+
(7] 1
o |
( o
(=] [}
‘» 10 §
o :
o ]

Veh Ro Veh Ro Veh Ro Veh Ro

Figura 66 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 sobre la reinstauracion de la conducta de
buisqueda de sacarosa inducida por estimulo condicionado. Se muestra el nimero medio de presiones
en la palanca activa e inactiva durante las dos ultimas sesiones de extincién y en la prueba de
reinstauracion. Solo se administré Ro 61-8048 (100 mg/kg i.p) en la prueba de reinstauracion. Los datos
se expresan como media £ EEM (n=8-9). El andlisis estadistico se realizé empleando el test t de Student.
f p<0.05: vs. Extincion-activa (Veh). * p<0.05: vs. Reinstauracion-activa (Veh).

2.8.2 Comida

Se evaluo el efecto de Ro 61-8048 sobre la reinstauracion de la conducta de busqueda de
comida inducida por estimulo condicionado.

Los animales fueron entrenados en la tarea de conducta operante utilizando comida como
reforzador y, posteriormente, sometidos a un régimen de autoadministracion de pellets de
comida asociada a estimulo condicionado a lo largo de treinta y seis sesiones. Durante la
fase de mantenimiento, no se alcanzo el criterio de estabilidad en el consumo de pellets
de comida. Al final de la fase de extincidn, no se encontraron diferencias significativas
en la conducta de busqueda de comida entre los grupos que posteriormente serian tratados
con Ro 61-8048 o su vehiculo (numero de presiones en la palanca activa: ts5=1.93;
p=0.11, palanca inactiva: t;5)-2.24, p=0.075) (Fig. 67).

El tratamiento con Ro 61-8048 tuvo un efecto significativo en la prueba de reinstauracion
inducido por estimulo condicionado. Se observd una reduccion notable en el nimero de
presiones en la palanca activa en el grupo tratado con Ro 61-8048 en comparacion con el
grupo tratado con el vehiculo (ts=10.75; p=0.0001). Sin embargo, el tratamiento con Ro
61-8048 no tuvo un impacto significativo en el nimero de presiones de la palanca inactiva
(ts)=1.35; p=0.23). Al comparar los promedios de las respuestas sobre la palanca activa
durante las dos ultimas sesiones de la fase de extincion con los valores obtenidos durante
la reinstauracion, se observo un aumento significativo en el grupo tratado con vehiculo
(t5=3.93; p=0.011), mientras que no se aprecio un efecto significativo en el grupo tratado
con Ro 61-8048 (t5=0.49; p=0.64) (Fig. 67).

126



RESULTADOS -

EXTINCION REINSTAURACION

Activa Inactiva Activa Inactiva

Presiones en palanca

Veh Ro Veh Ro Veh Ro Veh Ro

Figura 67 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 sobre la reinstauracion de la conducta de
buisqueda de comida inducida por estimulo condicionado. Se muestra el nimero medio de presiones
en la palanca activa e inactiva en las dos ultimas sesiones de extincion y en la prueba de reinstauracion.
Solo se administré Ro 61-8048 (100 mg/kg i.p) en la prueba de reinstauracion. Los datos se expresan
como media = EEM (n=6). El analisis estadistico se realiz6 empleando el test t de Student. f p<0.05: vs.
Extincidn-activa (Veh). # p<0.05: vs. Extincion-activa (Ro). *** p<0.001: vs. Reinstauracion-activa
(Veh).

2.9 Efecto de Ro 61-8048 en la aversion de lugar condicionada por naloxona en
animales dependientes de fentanilo

Se llevo a cabo un experimento de aversion de lugar condicionado (conditioned place
aversion, CPA) por naloxona en animales dependientes de fentanilo para evaluar la
eficacia del tratamiento con Ro 61-8048 en la prevencion su desarrollo.

Durante este experimento se evaluaron dos parametros conductuales: el porcentaje de
tiempo que ocupa el animal en el compartimento condicionado y el nimero de entradas
al compartimento condicionado. El condicionamiento con naloxona redujo
significativamente el tiempo que los animales estuvieron en el compartimento
condicionado (ANOVA de dos vias, F(126=7.42; p=0.011), también en animales tratados
con Ro 61-8048 (F(1,26=0.16; p=0.69). La interaccion entre el tratamiento con Ro 61-
8048 y el condicionamiento con naloxona tampoco fue estadisticamente significativa
(F1,26=0.51; p=0.48) (Fig. 68A).

De igual forma, el condicionamiento con naloxona redujo significativamente el nimero
de entradas en el compartimento condicionado (F127=11.72; p=0.002) y el tratamiento
con Ro 61-8048 no tuvo un efecto significativo sobre el numero de entradas
(F127=0.0008; p=0.98). La interaccion entre el tratamiento con Ro 61-8048 y el
condicionamiento con naloxona no resultd estadisticamente significativa (F(1.27=0.55;
p=0.47) (Fig. 68B).
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Figura 68 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 sobre la expresion de la aversion condicionada
de lugar inducida por naloxona en animales dependientes de fentanilo. Se muestra (A) el porcentaje
de tiempo de estancia y (B) el nimero de entradas en el compartimento condicionado. Los datos se
expresan como media = EEM (n=6-8). El analisis estadistico se realizé empleando ANOVA de dos vias.
* p<0.05, **p<0.01: vs. salino.

3. Caracterizacion de las alteraciones moleculares inducidas por la
autoadministracion de fentanilo y el tratamiento con Ro 61-8048

3.1 Efecto de Ro 61-8048 sobre la expresion de proteinas implicadas en
neurotransmision glutamatérgica y quinasas en el nucleus accumbens de
animales sometidos a reinstauracion inducida por fentanilo

3.1.1 GluN2Ay GluN2B

El receptor NMDA, altamente expresado en cerebro, desempeiia un papel crucial en los
procesos neuronales de potenciacion y depresion a largo plazo. La composicion del
receptor en cuanto a sus subunidades genera variaciones en las caracteristicas
estructurales y funcionales del receptor. Este fue el motivo por el que se analizd la
expresion de las subunidades del receptor GIluN2A y GluN2B.

En el andlisis de la expresion de la subunidad GluN2A en homogenados totales de nucleus
accumbens (NAcc) obtenidos de ratas sometidas a reinstauracion inducida por una dosis
no contingente de fentanilo, no se observo un efecto significativo del tratamiento con Ro
61-8048 (t(12)=0.38; p=0.71) (Fig. 69A). De manera similar, la expresion de la subunidad
GIuN2B tampoco mostrd alteraciones significativas en respuesta a Ro 61-8048
(t12=0.33; p=0.75) (Fig. 69B).
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Figura 69 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 (100 mg/kg, i.p) sobre la expresion de (A)
GluN2A y (B) GluN2B en homogenado total de NAcc de ratas sometidas a reinstauracion inducida
por una dosis no contingente de fentanilo. Se muestra la expresion de GluN2A y GluN2B 2.5 h tras el
tratamiento con Ro 61-8048. Los datos se expresan como media + EEM (n=6-8). El andlisis estadistico
se realiz6 empleando el test t de Student.

3.1.2 EAAT2

El transportador astrocitico de glutamato EAAT?2 tiene una funcién primordial en la
recaptacion del glutamato desde la hendidura sinaptica, lo cual es fundamental para la
regulacion de la neurotransmision glutamatérgica y los procesos relacionados con el
craving y la adiccion (Roberts-Wolfe & Kalivas, 2015).

El pretratamiento con Ro 61-8048 no produjo modificaciones significativas en los niveles
de expresion de EAAT?2 (t14=0.14; p=0.89) (Fig. 70).
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Figura 70 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 (100 mg/kg, i.p) en la expresion de EAAT?2 en
homogenado total de NAcc de ratas sometidas a reinstauracion inducida por una dosis no
contingente de fentanilo. Se muestra la expresion de EAAT 2.5 h tras el tratamiento con Ro 61-8048.
Los datos se expresan como media £ EEM (n=7-9). El andlisis estadistico se realiz6 empleando el test t
de Student.
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3.1.3 Akt

Se investigo la expresion de la quinasa Akt, tanto en su forma fosforilada en Ser473 como
en su forma total, en homogenados totales del NAcc debido a su implicacién en la
regulacion de procesos neuronales asociados con la reinstauracion de la conducta de
busqueda y el craving (G. Li et al., 2023; Zhu et al., 2021).

El anélisis de la expresion de Akt en su forma fosforilada en el residuo Serd73 (t13y=0.49;
p=0.63), en su forma total (t13=0.24; p=0.81), y el cociente entre ambas formas
(ta4=1.43; p=0.18) en homogenados totales no mostrd alteraciones significativas como
resultado del tratamiento con Ro 61-8048 en el contexto de la reinstauracion de la
conducta de busqueda inducida por una dosis no contingente de fentanilo (Fig. 71).
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Figura 71 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 (100 mg/kg, i.p) en la expresion de (A) Akt
fosforilada (Ser 473), (B) Akt total y (C) la ratio entre ambas en homogenado total de NAcc de
ratas sometidas a reinstauracion inducida por una dosis no contingente de fentanilo. Se muestra la
expresion proteica 2.5 h tras el tratamiento con Ro 61-8048. Los datos se expresan como media = EEM
(n=6-9). El analisis estadistico se realiz6 empleando el test t de Student.

3.14 Erk1/2

Se investigd la expresion de la quinasa Erk 1/2, tanto en su forma fosforilada en
Thr202/Tyr204 como en su forma total, en homogenados de NAcc, dada su implicacion
en la regulacion de procesos relacionados con la reinstauracion de la conducta de
busqueda y el craving (A. Sun et al., 2015).

El analisis revel6 que la expresion de Erk 1/2 en su forma fosforilada (t13=1.19; p=0.26),
proteina total (t(13)=0.57; p=0.58) y el cociente entre ambas (t(13)=0.58; p=0.57) no mostro
alteraciones significativas debido al tratamiento con Ro 61-8048 en el contexto de la
reinstauracion de la conducta de busqueda inducida por una dosis no contingente de
fentanilo (Fig. 72).
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Figura 72 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 (100 mg/kg, i.p) sobre la expresion de (A) Erk
1/2 fosforilada (Thr202/Tyr204), (B) Erk1/2 total y (C) el cociente entre ambas en homogenado
total de NAcc de ratas sometidas a reinstauracion inducida por una dosis no contingente de
fentanilo. Se muestra la expresion proteica 2.5 h tras el tratamiento con Ro 61-8048. Los datos se
expresan como media + EEM (n=6-9). El analisis estadistico se realizo empleando el test t de Student.

3.2 Efecto de Ro 61-8048 y fentanilo sobre los metabolitos de la via de la
kinurenina (KynP) en plasma y NAcc

Para evaluar el efecto global de Ro 61-8048 sobre la KynP (KynP), se realizé un andlisis
exhaustivo de las concentraciones de metabolitos relevantes en plasma y en el NAcc. Esta
evaluacion fue realizada en colaboracion con el grupo de la Dra. Sophie Erhardt del
Departamento de Farmacologia y Fisiologia del Karolinska Institutet. Se utiliz6 la técnica
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tindem (UPLC-MS/MS)
para cuantificar los niveles de los siguientes compuestos: TRP (triptéfano), KYN
(kinurenina), KYNA (4cido kinurénico), 3-HK (3-hidroxikinurenina), 3-HAA (acido 3-
hidroxiantranilico), QA (4cido quinolinico), PA (4cido picolinico) y NAA (nicotinamida).

3.2.1 Efecto de Ro 61-8048 sobre los metabolitos de la KynP en plasma y NAcc
animales sometidos a reinstauracion de la conducta adictiva

Para evaluar el impacto de Ro 61-8048 sobre la KynP en el contexto de reinstauracion de
la conducta adictiva inducida por fentanilo se utilizaron muestras procedentes de los
animales que recibieron tratamiento con Ro 61-8048 durante la fase de reinstauracion de
la conducta de busqueda de fentanilo, ya sea inducida por la droga o el estimulo
condicionado. No se incluyeron en el estudio los animales que autoadministraron salino
o sacarosa ni aquellos que experimentaron dolor neuropatico durante la
autoadministracion de fentanilo. Todos los animales incluidos en los resultados
presentaron consumo de fentanilo, extinguieron la conducta de busqueda y
experimentaron reinstauracion de esta conducta, que fue posteriormente prevenida por el
tratamiento con Ro 61-8048.

El tratamiento con Ro 61-8048 produjo en plasma un aumento de la concentracion de
KYN (t35=35.11; p<0.0001), KYNA (U=0; p<0.0001) y 3-HK (t2=8.16; p<0.0001); y
una disminucion de la concentracion de TRP (tus=12.63; p<0.0001), 3-HAA
(U=70.5;p<0.0001) y QUIN (U=39; p<0.0001). La administracion del inhibidor de KMO
en el contexto de reinstauracion de la conducta de busqueda de fentanilo no alter6 los
niveles de PA (U=502; p=0.74) ni NAA (t;s2)=0.94; p=0.35) (Fig. 73).
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Figura 73 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 (100 mg/kg, i.p) sobre las concentraciones en
plasma de metabolitos de la KynP en animales tras la prueba de reinstauraciéon. Se muestran las
concentraciones de (A) TRP, (B) KYN, (C) KYNA, (D) 3-HK, (E) 3-HAA, (F) QUIN, (G) PAy (H)
NAA. Las determinaciones se llevaron a cabo sobre muestras obtenidas inmediatamente después de la
sesion de reinstauracion, 2.5 h tras la administracion de Ro 61-8048. Los resultados se muestran como
la media £ EEM (n= 31-33). Se dieron problemas en la cuantificacion de 3-HAA en animales tratados
con Ro 61-8048, para este metabolito el tamafio muestral es de 19-33. El analisis estadistico se llevo a
cabo empleando la prueba t de Student (3-HK, NAA), t de Student con correccion de Welch (TRP, KYN)
o Mann-Whitney (KYNA, 3-HAA, QUIN, PA). **** p<0.0001: vs. Veh.
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En el NAcc, el tratamiento con Ro 61-8048 produjo un aumento de la concentracion de
KYN (U=0; p<0.0001), KYNA (U=0; p<0.0001) y 3-HK (t4s=4.85; p<0.0001) y una
disminucion de la concentracion de QUIN (t29)=3.3; p=0.0026). El tratamiento no alter6
la concentracion de TRP (tus)=0.36; p<0.0001), 3-HAA (t4s=1.62; p=0.11) ni PA (tu7
=1.64; p=0.11) (Fig. 74)
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Figura 74 | Efecto del tratamiento con Ro 61-8048 (100 mg/kg, i.p) sobre las concentraciones en
NAcc de metabolitos de la KynP en animales tras la prueba de reinstauracion. Se muestran las
concentraciones de (A) TRP, (B) KYN, (C) KYNA, (D) 3-HK, (E) 3-HAA, (F) QUIN y (G) PA. Las
determinaciones se llevaron a cabo inmediatamente después de la sesion de reinstauracion, 2.5h tras la
administracion de Ro 61-8048. Los resultados se muestran como la media + EEM (n=21-26). El analisis
estadistico se llevo a cabo empleando la prueba t de Student (TRP, 3-HK, 3-HAA, PA), t de Student con
correccion de Welch (QUIN) o Mann-Whitney (KYN, KYNA). **p<0.01, **** p<0.0001: vs. Veh.

3.2.2 Efecto de fentanilo y Ro 61-8048 sobre los metabolitos de la KynP en
plasma de animales en fase de reinstauracion inducida por estimulo
condicionado

Para examinar posibles alteraciones en los metabolitos de la KynP inducidas por la
historia de consumo de fentanilo, se compararon animales con una historia de
autoadministracion de fentanilo con animales control, que siguieron el mismo
procedimiento hasta la prueba de reinstauracion inducida por estimulo condicionado, pero
siendo sometidos a autoadministraciéon de salino. Ambos grupos de animales fueron
tratados con Ro 61-8048 o su vehiculo de forma previa a la sesion en la que se estudio la
reinstauracion inducida por estimulo condicionado.

En este analisis, se destacaran los efectos en los metabolitos donde la historia de consumo
de fentanilo o su interaccion con el tratamiento con Ro 61-8048 fueron factores
principales segiin el ANOVA de dos vias. Los descriptivos estadisticos y significancia del
ANOVA de dos vias relativo a los efectos inducidos por Ro 61-8048 y la interaccion de
este y la autoadministracion de fentanilo se muestran en la Tabla 3, y por lo tanto no se
incluiran en el texto en este y sucesivos apartados donde se emplee este analisis.
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PLASMA
Factor Fentanilo Ro 61-8048 Interaccion
Estadistico F P F P F p
TRP F(1,19) = 0.1159 0.7373 F (1, 19) = 140.0 <0.0001 F(1,19)=1.629 0.2172
KYN F(1,19) = 0.8825 0.3593 F(1,19)=297.7 <0.0001 F (1,19) = 0.0771 0.7841
KYNA F(1,19) = 0.1065 0.7477 F(1,19)=231.9 <0.0001 F(1,19)=0.1121 0.7414
3-HK F(1,19)=13.92 0.0014 F(1,19)=99.29 <0.0001 F(1,19)=2.745 0.114
3-HAA F (1, 16) = 1.692 0.2117 F (1, 16) = 2.807 0.1133 F (1, 16) = 0.0632 0.8047
QUIN F (1, 19) = 4.855 0.0401 F (1, 19) = 82.66 <0.0001 F(1,19)=3.283 0.0858
PA F (1, 19) = 0.2551 0.6193 F(1,19)=14.85 0.0011 F (1,19) = 0.0737 0.7889
NAA F(1,18) = 0.0276 0.8698 F(1,18) =0.0783 0.7828 F (1, 18) = 4.867 0.0406

Tabla 3 | Resultados del ANOVA de dos vias sobre el efecto de la autoadministracién de fentanilo,
la administracion de Ro 61-8048 y la interaccién entre ambos factores en las concentraciones de
metabolitos de la KynP en plasma. Se muestra el descriptivo estadistico F y el valor de significancia
estadistica p.

La historia de consumo de fentanilo previo a la fase de reinstauracion inducida por
estimulo condicionado disminuy6 de forma estadisticamente significativa los niveles de
3-HK y QUIN con relacion a los animales que se autoadministraron salino. A diferencia
de los efectos de Ro 61-8048 descritos en el anterior apartado, en este grupo de animales
la administracion de Ro 61-8048 no alterd significativamente los niveles de 3-HAA,
mientras que si aumentaron significativamente los niveles de PA (Fig. 75).
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Figura 75 | Efecto de la historia de consumo de fentanilo y/o tratamiento con Ro 61-8048 (100
mg/kg, i.p) sobre las concentraciones en plasma de metabolitos de la KynP en animales tras la
prueba de reinstauracion inducida por estimulo condicionado. Se muestran las concentraciones de
(A) TRP, (B) KYN, (C) KYNA, (D) 3-HK, (E) 3-HAA, (F) QUIN, (G) PA y (H) NAA. Las
determinaciones se llevaron a cabo tras la sesion de reinstauracion, 2.5 h tras la administracion de Ro
61-8048. En las sesiones previas a la reinstauracion, los animales se sometieron a autoadministracion de
salino (Sal) o fentanilo (Fent). Los resultados se muestran como la media = EEM (n= 4-7) Se dieron
problemas en la cuantificacion de 3-HAA para animales tratados con Ro 61-8048, para este metabolito
el tamafio muestral es de 2-7. El andlisis estadistico se llevo a cabo empleando ANOVA de dos vias. ****
p<0.0001: vs Veh. # p<0.05. ## p<0.01 Fent vs. Sal
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3.2.3 Comparacion del efecto de fentanilo y Ro 61-8048 sobre los metabolitos
de la KynP en plasma de animales en fase inicial de extincion y
reinstauracion inducida por estimulo condicionado

Se analizaron los niveles en plasma de animales sacrificados en la primera sesion de
extincion y en la prueba de reinstauracion inducida por estimulo condicionado.

Los animales que fueron sometidos a autoadministracion de fentanilo mostraron un
aumento de la conducta de busqueda que fue inhibida con el pretratamiento con Ro 61-
8048 en la primera sesion de extincion (Fig. 76A). Dado que los efectos inducidos por la
administracion de Ro 61-8048 ya han sido detalladamente descritos en un apartado
anterior y se replican casi en su totalidad en los resultados actuales, en esta seccion solo
se abordaran en profundidad las diferencias estadisticamente significativas relacionadas
con la fase de la conducta adictiva y los hallazgos que no replican los resultados
previamente descritos. Los resultados del andlisis estadistico se presentan en la siguiente
tabla (Fig. 76B).
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Estadistico P P F P F P
o TRP F(1,22)=8373 0.0084 F(1,22)=107.7 <0.0001 F(1,22)=02344 06331
100-— KYN F(1,22)=2574 0.1229 F(1,22)=3531 <0.0001 F(1,22)=3857 0.0623
KYNA F(1,22)=3.156 0.0895 F(1,22)=1611 <0.0001 F(1,22)=3.021 0.0962
3-HK F(1,22)=1152 0.0026 F(1,22)=5782 <0.0001 F(1,22)=1834 0.1894
3-HAA F(1,17)=1.157 0297 F(1,17)=2633 0.1231 F(1,17)= 05771 04578
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QUIN F(1,22)= 8802 0.0071 F(1,22)=64.15 <0.0001 F(1,22)=2687 01154

PA F(1,22)=18.10 0.0003 F(1,22)=1967 0.0002 F(1,22)=0.1037 0.7505

NAA F(1,22)=01730 06815 F(1,22)=3275 0.084 F(1,22)=0.9939 0.3206

Presiones en palanca activa

o
I

Figura 76 | (A) Comportamiento mostrado en la primera sesién de extincion y (B) tabla de
resultados del ANOVA de dos vias relativa al efecto de la fase de la conducta adictiva, la
administracion de Ro 61-8048 y la interaccion entre ambos factores sobre las concentraciones de
metabolitos de la KynP en plasma. Se muestra (A) el nimero de presiones en la palanca activa
mostradas en la primera sesion de extincion por los animales que fueron sometidos a autoadministracion
de salino (Sal) y fentanilo (Fent). Un subgrupo de los animales que autoadministraron fentanilo fue
tratado en la primera sesion de extincion con Ro (Fent + Ro) o su vehiculo (Fent + Veh) y sacrificados
2.5 h tras la administracion de Ro 61-8048 (100 mg/kg i.p.). El andlisis estadistico se hizo por ANOVA
de una via con correccion de Welch seguido del test de comparaciones multiples T2 de Tamhane. # p <
0.05, ###H# p<0.0001 vs. Sal. * p<0.05,**** p<0.0001: vs. Fent + Ro. (B) Se muestra el descriptivo
estadistico F y el valor de significancia estadistica p para el analisis mediante ANOVA de dos vias del
efecto de la fase de la conducta adictiva y el tratamiento con Ro 61-8048 sobre metabolitos de la KynP
en plasma.

En relacion con las concentraciones de metabolitos en plasma en animales sacrificados
en el primer dia de la fase de extincion, el andlisis mediante ANOVA de dos vias reveld
que los animales sacrificados tras la prueba de reinstauracion presentaron concentraciones
significativamente superiores de TRP, QUIN y PA (Fig. 81A, F, G), mientras que los
niveles de 3-HK estaban disminuidos (Fig. 77D).

El tratamiento con Ro 61-8048 provoco una reduccion significativa de los niveles de
TRP, QUIN (Fig. 81A, F), mientras que caus6 un aumento de KYN, KYNA, 3-HK y PA
(Fig. 77B, C, D y G). La interaccion entre la fase en la que se sacrifico a los animales y
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el tratamiento con Ro 61-8048 no mostrd efectos significativos en ninguno de los
metabolitos (Fig. 77B).
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Figura 77 | Efecto de la fase de conducta adictiva inducida por fentanilo y/o el tratamiento con Ro
61-8048 (100 mg/kg, i.p) sobre las concentraciones en plasma de metabolitos de la KynP. Se
muestran las concentraciones de (A) TRP, (B) KYN, (C) KYNA, (D) 3-HK, (E) 3-HAA, (F) QUIN, (G)
PA'y (H) NAA. Las determinaciones se llevaron a cabo sobre muestras recogidas tras la primera sesion
de extincion (Ext D1) o de reinstauracion inducida por estimulo condicionado (CIR), 2.5h tras la
administracion de Ro 61-8048. Los resultados se muestran como la media + EEM (n= 6-7). Se dieron
problemas en la cuantificacion de 3-HAA para animales tratados con Ro 61-8048, para este metabolito
el tamafio muestral es de 2-7. El analisis estadistico se llevo a cabo empleando ANOVA de dos vias. ****
p<0.0001: vs. Veh. ## p<0.01, ### p<0.001: Ext D1 vs. CIR.

3.2.4 Comparacion del efecto de fentanilo y Ro 61-8048 sobre los metabolitos
de la KynP en plasma y NAcc de animales sometidos al modelo de dolor
neuropatico SNI

Se analizaron las concentraciones en plasma y NAcc de los metabolitos de la KynP en
animales sometidos al modelo de dolor neuropatico SNI y sacrificados tras la prueba de
reinstauracion.

Dado que los efectos generados por Ro 61-8048 han sido descritos en secciones
anteriores, en este apartado se destacardn solo los efectos significativos en los que el
modelo de dolor neuropdtico desempefid un papel relevante. A pesar de esto, los
resultados del ANOVA de dos vias analizando el papel de los factores de Ro 61-8048, el
modelo SNI y la interaccidon entre ambos en los niveles de metabolitos de la KynP se
muestra en la Tabla 4.
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PLASMA
Factor SNI Ro 61-8048 Interaccién
Estadistico F 4] F p F p
TRP F (1, 28) = 0.1468 0.7046 F(1,28)=1334 <0.0001 F(1,28)= 0.7706 0.3875
KYN F {1, 27)=1.660 0.2085 F(1,27)=2616 <0.0001 F(1,27)=2755 0.1085
KYNA F({1,28)=11.90 0.0018 F (1, 28)=1822 <0.0001 F(1,28)=1249 0.0014
3-HK F(1,28)=T7.622 0.0101 F(1,28)=41.59 <0.0001 F (1, 28) = 6.897 0.0138
3-HAA F(1,24)=1.844 0.1872 F(1,24)=28.82 <0.0001 F(1,24) = 1.392 0.2496
QUIN F{1,28)=1561 0.2218 F(1,28)=47.78 =0.0001 F{1,28)=1510 0.2294
PA F (1, 28) = 0.2469 0.6231 F (1,28)=17.51 0.0003 F (1, 28) = 1.402 0.2464
NAA F{1,27) = 0.0811 0.8066 F(1,27) = 0.8943 0.3527 F(1,27)= 4471 0.0439
NUCLEUS ACCUMBENS
Factor SNI Ro 61-8048 Interaccion
Estadistico F P F p F p

TRP F (1, 26) = 0.008 0.925 F (1, 26) = 3.548 0.07089 F (1, 26)=2.434 0.1308
KYN F(1,23)=8.962 0.0065 F(1,23)=1114 <0.0001 F(1,23)=9.145 0.006
KYNA F (1, 23)=5.027 0.0349 F(1,23)=20.51 0.0002 F (1, 23) = 4.769 0.0394
3-HK F {1, 26) = 0.9256 0.3449 F (1, 26) = 27.00 <0.0001 F(1,26) = 0.5474 0.466
3-HAA F(1,17)=14.34 0.0015 F(1,17) = 0.0375 0.8487 F (1,17) = 0.0008 0.9799
QUIN F {1, 26) = 0.3334 0.5687 F (1, 26)=31.32 <0.0001 F (1, 26) = 3.161 0.0871
PA F(1,25)=1.348 0.2568 F (1, 25) = 5.340 0.0204 F (1, 25) = 1.010e-5 0.9975

Tabla 4 | Tabla de resultados del ANOVA de dos vias relativo al efecto del modelo SNI, la
administracion de Ro 61-8048 y la interaccion entre ambos factores sobre las concentraciones de
metabolitos de la KynP en plasma y NAcc. Se muestra el descriptivo estadistico F y el valor de
significancia estadistica p.

El anélisis mediante ANOVA de dos vias revelo que, tanto el modelo de dolor neuropético
SNI, como la administracion de Ro 61-8048, asi como la interaccion entre ambos factores,
afectaron significativamente los niveles plasmaticos de KYNA y 3-HK (Fig. 78C, D).

Tanto el modelo SNI como la administracion de Ro 61-8048 produjeron un aumento
significativo de los niveles plasmaticos de KYNA. La interaccion entre el modelo SNI'y
Ro 61-8048 también fue significativa, siendo el efecto de Ro 61-8048 mas pronunciado
en los animales sometidos al modelo de dolor SNI segln el test post-hoc de Tukey (Fig.
78C).

En cuanto a 3-HK, también tanto el modelo SNI como Ro 61-8048 produce un aumento
de sus niveles plasmaticos (Fig. 78D).
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Figura 78 | Efecto del modelo de dolor neuropatico SNI y/o el tratamiento con Ro 61-8048 (100
mg/kg, i.p) sobre las concentraciones en plasma de metabolitos de la KynP. Se muestran las
concentraciones de (A) TRP, (B) KYN, (C) KYNA, (D) 3-HK, (E) 3-HAA, (F) QUIN, (G) PAy (H)
NAA. Las determinaciones se llevaron a cabo sobre muestras recogidas tras el final de la prueba de
reinstauracion inducida por fentanilo, 2.5h tras la administracion de Ro 61-8048. Los resultados se
muestran como la media £ EEM (n=6-9). El analisis estadistico se llevo a cabo empleando ANOVA de
dos vias seguido del test post-hoc de Tukey. * p<0.05, ***p<0.001, **** p<0.0001: vs. Veh. ## p<0.01,
### p<0.001: vs. Sham + Ro. ® p<0.05: vs. Sham + Veh

A nivel central, el analisis realizado sobre los niveles de KYN y KYNA en el NAcc
muestra que, tanto el modelo de dolor neuropatico SNI, como el tratamiento con Ro 61-
8048 y la interaccion entre ambos factores tuvieron efectos significativos.
Especificamente, tanto el modelo SNI como Ro 61-8048 aumentaron significativamente
los niveles de KYN y KYNA. Asimismo, para estos metabolitos, la interaccion entre el
modelo SNI y el tratamiento también fue significativa. El test post-hoc de Tukey muestra
que el aumento producido por Ro 61-8048 es mas pronunciado en los animales sometidos
al modelo SNI (Fig. 79B, C).

En cuanto a los niveles de 3-HAA en NAcc, estos fueron significativamente mas bajos en
los animales sometidos al modelo SNI. Sin embargo, ni el tratamiento con Ro 61-8048 ni
la interaccion entre ambos mostraron efectos significativos sobre este metabolito (Fig.

79E).
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Figura 79 | Efecto del modelo de dolor neuropatico SNI y/o el tratamiento con Ro 61-8048 (100
mg/kg, i.p) sobre las concentraciones en NAcc de metabolitos de la via de kinurenina. Se muestran
las concentraciones de (A) TRP, (B) KYN, (C) KYNA, (D) 3-HK, (E) 3-HAA, (F) QUIN y (G) PA. Las
determinaciones se llevaron a cabo inmediatamente después de la prueba de reinstauracion inducida por
fentanilo, 2.5 h tras la administracion de Ro 61-8048. Los resultados se muestran como la media =+ EEM
(n=6-8). Se dieron problemas en la cuantificacion de picos de 3-HAA, para este metabolito el tamafio
muestral es de 4-8. El analisis estadistico se llevd a cabo empleando ANOVA de dos vias seguido del test
post-hoc de Tukey. * p<0.05, ***p<0.001, **** p<0.0001: vs. Veh. ## p<0.01: SNI vs. Sham. f p 0.05,
fff p<0.001: vs. Sham+Ro.
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Segun los ultimos datos disponibles en la literatura, el fentanilo, que se ha convertido en
el principal farmaco responsable de la crisis por sobredosis de opioides en Estados
Unidos, ha intensificado y exacerbado esta crisis de salud publica, previamente impulsada
por el uso licito e ilicito de otros opioides (Centers for Disease Control and Prevention,
2022; Ciccarone, 2019; Volkow & Blanco, 2023). Mas alla de su potencial de abuso, el
fentanilo es altamente eficaz y se utiliza frecuentemente como analgésico y anestésico (Y.
Han et al., 2019). De hecho, el uso de opioides es frecuente en el tratamiento del dolor
neuropatico (Dowell et al., 2016, 2023) a pesar de su incierta eficacia (Cooper et al., 2017;
Derry et al., 2016; Mcnicol et al., 2013) y de ser considerados un tratamiento de tercera
linea (Finnerup et al., 2015). Por otro lado, la via de la kinurenina (KynP), la principal
ruta catabolica del triptéfano (TRP), se ha relacionado con numerosas patologias,
especialmente a nivel del SNC (Schwarcz et al., 2012), incluyendo el abuso y la
dependencia de drogas (Morales-Puerto et al., 2021), y el dolor neuropatico (Ciapata et
al., 2021; Maganin et al., 2022). En los ultimos afios, la intervencion sobre la KynP se ha
propuesto como una diana terapéutica novedosa para la modulacion de la conducta de
consumo y busqueda de diferentes drogas de abuso, como el etanol, los cannabinoides, la
cocaina o la nicotina (Morales-Puerto et al., 2021).

El objetivo de la presente Tesis Doctoral ha sido profundizar en la todavia apenas
explorada relacion entre la dependencia a los opioides y la KynP. Se ha investigado el
efecto de la inhibiciéon de KMO en un modelo preclinico de trastorno por consumo de
opioides (TCO) consistente en la autoadministracion operante intravenosa de fentanilo.
Esta metodologia presenta una gran validez de constructo y predictiva (O’Connor et al.,
2011; Panlilio & Goldberg, 2007) y se considera el método gold standard para evaluar el
potencial de abuso de agentes reforzantes (Slosky et al., 2022). Nuestros datos
demuestran que la inhibicion de KMO reduce el consumo y la busqueda de fentanilo en
todas las fases de la conducta adictiva, tanto en animales sanos como en aquellos
sometidos a un modelo de dolor neuropatico.

Establecimiento del modelo de autoadministracion de fentanilo y
tratamiento con Ro 61-8048

El primer estudio realizado permitié determinar que una dosis de 3.2 ug/kg/infusion de
fentanilo es Optima para la autoadministracion intravenosa operante en los sujetos
experimentales. Inicialmente, se implementaron diversas estrategias para incentivar la
adquisicion de la conducta operante, como la administracion de una dosis no contingente
de fentanilo (priming) al inicio de cada sesion, la restriccion alimentaria o la colocacion
de comida humeda sobre la palanca. Sin embargo, estas estrategias no fueron efectivas
para promover la adquisicion de la conducta operante con las dosis de 0.32, 1 o 10
ng/kg/infusion, mientras que si lo fueron con la dosis de 3.2 pg/kg/infusion. El uso de
esta dosis de fentanilo no solo facilité una adquisicion eficaz de la conducta operante
conforme al criterio de estabilidad establecido, sino que también produjo un
comportamiento relativamente estable y reproducible entre diferentes experimentos en
las fases posteriores de mantenimiento, extincion y reinstauracion. Estos resultados son
coherentes con la literatura cientifica, que indica que las dosis de fentanilo eficaces en el
paradigma de la autoadministracion se encuentran en el rango de 2.5 a 3.2 pg/kg/infusion
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(Ezeomah et al., 2020; Ren & Lotfipour, 2022; Townsend et al., 2021; Urbanik et al.,
2022). Una vez que los animales lograron una autoadministracion estable de fentanilo, se
procedi6é a determinar si la inhibicion de KMO, como se habia observado en otros
modelos preclinicos de trastorno por consumo de sustancias (TCS), reducia el consumo
de fentanilo. Para ello se evalu¢ el efecto de la administracion intraperitoneal (i.p.) de Ro
61-8048 30 min o 1 h antes del inicio de la sesién de autoadministracion, en dosis de 50
0 100 mg/kg. Los resultados mostraron que la dosis de 100 mg/kg redujo el consumo de
fentanilo en aproximadamente un 50%, independientemente del intervalo de tiempo de
administracion de Ro 61-8048 antes de la sesion y del régimen de administracion (ya
fuera en dias alternos o consecutivos). En contraste, la dosis de 50 mg/kg no produjo una
disminucion significativa en el consumo. El empleo de 100 mg/kg es coherente con
referencias publicadas en modelos preclinicos de TCS (Giménez-Goémez et al., 2018;
Justinova et al., 2013; Secci et al., 2017), donde la administracion de esta dosis de Ro 61-
8048 también redujo de manera similar el consumo de etanol, del cannabinoide sintético
WIN 55,212-2 o de nicotina. Sin embargo, en otros estudios, dosis mas bajas, entre 40 y
50 mg/kg, han mostrado ser eficaces en la reduccion de conductas adictivas inducidas por
etanol o cocaina (Gil de Biedma-Elduayen et al., 2022; Vengeliene et al., 2016).

El protocolo de entrenamiento con comida facilita y uniformiza la
posterior conducta de obtencion de fentanilo

Un experimento piloto reveld6 un comportamiento erratico, ademds de una gran
variabilidad tanto cuantitativa como cualitativa, entre los animales en la adquisicion
espontanea de la conducta de autoadministracion de fentanilo. Teniendo en cuenta el uso
de criterios de estabilidad individuales para evaluar el consumo y la extincion, esta
variabilidad interindividual complicaria la metodologia necesaria para estudiar el efecto
de Ro 61-8084 sobre las diferentes fases de la conducta adictiva inducida por fentanilo.
La wvariabilidad interindividual en la conducta operante seria particularmente
problematica durante la fase de adquisicion y posiblemente generaria resultados menos
consistentes y mds susceptibles a la dispersion en el nimero de sesiones necesarias para
lograr la conducta operante. Esto ocurriria independientemente de los efectos reforzantes
del fentanilo, lo que sugiere que las diferencias individuales en la respuesta al farmaco
podrian introducir un mayor grado de incertidumbre en los resultados experimentales.
Para intentar controlar y reducir la variabilidad interindividual en la conducta operante, y
posiblemente reducir el tiempo que los animales requerian para adquirir la conducta de
autoadministracion de fentanilo, se desarroll6 un protocolo de entrenamiento con comida.
El objetivo de este protocolo fue, por lo tanto, minimizar la influencia de la variabilidad
individual durante la fase de adquisicion de la conducta operante, evitando que esta
opacara el efecto de Ro 61-8048 en dicha fase. Los datos sugieren que el protocolo es
efectivo para entrenar a los animales en la gestion de la conducta operante. Esto se
evidencia en su comportamiento coherente con las condiciones experimentales: los
animales mostraron un mayor nivel de bisqueda y consumo de alimento durante la
restriccion alimentaria y una disminucion de estos comportamientos cuando volvieron a
disponer de comida ad libitum. Los resultados mostraron que el protocolo de
entrenamiento con comida logré reducir aproximadamente un 45% el nimero de sesiones
necesarias para que los animales alcanzaran el criterio de estabilidad en el consumo de
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fentanilo. Por ultimo, este protocolo no present6 efectos adversos significativos sobre el
bienestar de los animales, ya que la pérdida de peso inducida fue inferior al 10% en
comparacion con el peso inicial, el cual se recuperd antes del inicio de la fase de
autoadministracion de fentanilo.

Ro 61-8048 es efectivo para modular la conducta adictiva inducida por
fentanilo en sus diferentes etapas

La administracion del inhibidor de KMO durante las siete primeras sesiones de consumo
de fentanilo, en la fase de adquisicién, afecté tanto al consumo (medido como el
numero de infusiones obtenidas) como a la conducta de busqueda de fentanilo
(determinada por el nimero de veces que el animal presiond la palanca activa). Sin
embargo, este efecto fue relativamente modesto, ya que solo se observd durante la
segunda y tercera sesion de adquisicion, sin influir en el niimero total de sesiones
necesarias para alcanzar el criterio de estabilidad en el consumo de fentanilo. Una
hipdtesis que podria explicar el curso de los efectos observados sugiere que la exposicion
continuada a Ro 61-8048 hubiera producido cambios en receptores implicados en la
neurotransmision glutamatérgica. Ante las recurrentes y pronunciadas elevaciones de los
niveles de KYNA inducidas por Ro 61-8048, se podria haber producido una regulacién
al alza de la expresion o funcionalidad de receptores glutamatérgicos, lo cual podria
justificar la pérdida del efecto a partir de la cuarta sesion de adquisicion. De esta forma,
entre las sesiones 4 y 7, la disminucion de la neurotransmision glutamatérgica inducida
por Ro 61-8048, con su correspondiente efecto sobre la dopaminérgica (Morales-Puerto
etal., 2021), quedaria compensada por estos posibles cambios. Esta hipdtesis es coherente
también con el efecto rebote en la conducta de bisqueda evidenciado en la primera sesion
de adquisicion en la que los animales no recibieron el inhibidor de KMO (sesion 8). En
esta sesion, al no estar presente el inhibidor de KMO y, por tanto, no elevarse los niveles
de KYNA, no se contrarrestaria la liberacion de dopamina en el sistema
mesocorticolimbico inducida por fentanilo (Morales-Puerto et al., 2021; Secci et al.,
2019), y ademas, la neurotransmision glutamatérgica estaria potenciada por el aumento
en el nivel de expresion o funcionalidad de receptores glutamatérgicos. Estos cambios se
irian revirtiendo gradualmente a lo largo de las sesiones, lo que podria explicar la
convergencia en la conducta observada entre los grupos vehiculo y Ro 61-8048 a partir
de la sesioén 9. Ademas, cabe mencionar que este efecto rebote podria estar relacionado
con una conducta operante mas compulsiva, dado que cursa con un aumento en las
pulsaciones de la palanca activa en periodos en los que estas no generan una infusion de
fentanilo. Cabe mencionar que esta hipotesis podria ser valida en la fase de adquisicion,
pero no en mantenimiento u otras fases, dada la complejidad de los sustratos
neurobiolégicos implicados (Koob & Volkow, 2016).

Ro 61-8048 reduce en aproximadamente un 60% el consumo de fentanilo durante la
fase de mantenimiento. Este efecto del inhibidor de KMO, administrado a una dosis de
100 mg/kg i.p, es altamente consistente, ya que se ha replicado en diferentes experimentos
y con distintos grupos de animales, tanto mediante una unica administracion como a
través de dosis repetidas en dias alternos o consecutivos. La magnitud del efecto de Ro
61-8048 en la reduccion del consumo de fentanilo es comparable con los resultados
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observados en otros estudios preclinicos sobre el consumo de etanol (Gil de Biedma-
Elduayen et al., 2022; Giménez-Goémez et al., 2018) y un cannabinoide sintético
(Justinova et al., 2013), donde se han registrado disminuciones cuantitativamente
similares en el consumo de estas sustancias.

La inhibicion de KMO facilité la extincion de la conducta de busqueda de fentanilo,
ya que redujo significativamente el numero de respuestas sobre la palanca activa en la
primera y tercera sesion de extincion. El efecto de Ro 61-8048 en la primera sesion de
extincion fue particularmente robusto, mostrando una disminucion superior al 75% en la
conducta de busqueda, que ha sido reproducida en dos experimentos independientes.
Ademas, los animales sometidos a autoadministracion de salino no exhibieron la conducta
de busqueda, lo que refuerza la validez aparente del paradigma de autoadministracion y
su valor predictivo (O’Connor et al., 2011; Panlilio & Goldberg, 2007). Este efecto tan
marcado sugiere que Ro 61-8048 ejerce un potente efecto sobre el craving. Sin embargo,
no parece que el inhibidor de la KMO potencie el aprendizaje de la extincion de la
conducta de la biisqueda, ya que el nimero de sesiones necesarias para alcanzar el criterio
de estabilidad en la extincion no vari6 entre los grupos. Se ha propuesto que la facilitacion
de la extincion de la conducta de busqueda se puede lograr con compuestos que aumentan
la neurotransmision glutamatérgica. Entre estos compuestos se incluyen agonistas
parciales de NMDAR, moduladores alostéricos positivos del receptor metabotropico de
glutamato mGlu5, inhibidores del transportador de glicina GlyT1, o moduladores
alostéricos positivos del receptor AMPA (Cleva et al., 2010). En este contexto, seria
coherente esperar que la administraciéon de un compuesto como Ro 61-8048, que
incrementa drasticamente los niveles de KYNA, un modulador alostérico negativo del
receptor nicotinico de acetilcolina a7 (a7 nAChR) y por lo tanto reduce la liberacion de
glutamato inducida por drogas de abuso (Secci et al., 2019), no solo no facilite la
extincion, sino que incluso pudiera dificultarla. Afortunadamente, en las condiciones
experimentales utilizadas este efecto no se observo, lo que sugiere que el impacto de Ro
61-8048 en la extincion no fue perjudicial.

La modulacion de la KynP mediante Ro 61-8048 ha demostrado ser efectiva en la
prevencion de la reinstauracion de la conducta de busqueda de varias drogas de abuso,
incluyendo cannabinoides, alcohol, cocaina y etanol en distintos modelos animales (rata,
raton y mono ardilla) (Justinova et al., 2013; Secci et al., 2017; Vengeliene et al., 2016).
En nuestro modelo de autoadministracion intravenosa operante de fentanilo, la inhibicion
de la KMO mediante la administracion de Ro 61-8048 (100 mg/kg, i.p) previno
completamente la reinstauracion de la conducta de busqueda de fentanilo inducida por
una dosis no contingente de la droga o por la presentacion del estimulo condicionado
asociado a fentanilo. Ademads, en el experimento realizado con animales sometidos a
autoadministracion de salino pudimos corroborar que Ro 61-8048 solo previene la
reinstauracion de busqueda de fentanilo inducida por estimulo condicionado en animales
dependientes, pero no en los controles salinos, constatando una vez mas la validez del
modelo experimental en esta fase de la conducta adictiva. Estos resultados, al igual que
los observados durante la fase de extincion, indican que la inhibicion de KMO ejerce un
efecto beneficioso prominente sobre el craving reactivo, ya sea desencadenado por la
propia droga o por los estimulos asociados a la misma. Este hallazgo sugiere que la
modulacién de la KynP podria ser una estrategia eficaz para reducir la vulnerabilidad a la
recaida en individuos con dependencia a fentanilo.
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Figura 80 | Resumen del efecto de Ro 61-8048 (100 mg/kg i.p.) sobre las diferentes etapas de la
conducta adictiva inducida por la autoadministracién intravenosa operante de fentanilo. La
inhibicion de KMO afecta a la adquisicion, mantenimiento, extincion y reinstauracion de la conducta de
busqueda inducida por estimulo condicionado o por la droga. Los datos mostrados provienen de una
compilacion de diferentes datos obtenidos en el presente trabajo.

Ro 61-8048 incrementa los niveles de KYN y KYNA, y reduce los de
QUIN en plasma y nucleus accumbens

Rover y colaboradores fueron los primeros en describir la sintesis de Ro 61-8048 y
caracterizar su potente efecto inhibidor sobre la enzima kinurenina monooxigensa (KMO)
en ratas, en un estudio publicado en 1997 bajo el marco de su trabajo en Hoffman-La
Roche (Rover et al., 1997). En este trabajo, los autores demostraron que la administracion
via oral de una dosis de 21 o 42 mg/kg producia un aumento dosis-dependiente de los
niveles de KYNA en el microdializado del hipocampo de ratas. Este hallazgo fue clave
para comprender los efectos neuroquimicos del inhibidor de KMO, particularmente su
capacidad para desviar el metabolismo de la kinurenina (K'YN) hacia la produccion de
acido kinurénico (KYNA), un antagonista del receptor NMDA, y reducir los niveles del
acido quinolinico (QUIN), un metabolito neurotdxico asociado con la activacion de este
receptor.

Con la administracion de Ro 61-8048 a una dosis de 42 mg/kg, los niveles de KYNA
permanecen elevados durante mas de 6 h, alcanzando un valor maximo a las 4 h post-
administracion, con concentraciones que superan mas de 7.5 veces los niveles basales.
Por otro lado, la dosis de 21 mg/kg parece inhibir parcialmente la actividad de KMO,
generando un aumento de aproximadamente 4 veces en los niveles de KYNA. A pesar de
los avances en la metodologia para cuantificar los metabolitos de la KynP y el papel
neuroactivo relevante de muchos de estos compuestos, la caracterizacion de los efectos
de Ro 61-8048 no ha progresado significativamente desde la publicacion original de
Rover y colaboradores. Las referencias bibliograficas que han influido en el campo
neurocientifico respecto al uso de Ro 61-8048 para la modulacion de la conducta adictiva
se han basado, directa o indirectamente, en los hallazgos de este grupo, que describieron
como el efecto inhibidor de KMO provoca un desvio del metabolismo de la KynP hacia
produccion de KYNA y acumulacion de KYN. Tras esta publicacion, quiza la aportacion
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mas importante ha sido la demostracion, mediante estudios de microdialisis, de que la
administracion de Ro 61-8048 aumenta los niveles de KYNA en el nucleus accumbens
(NAcc) y VTA de ratas, areas que desempenan un papel fundamental en el sistema de
recompensa (Koob & Volkow, 2016). El aumento de los niveles de KYNA por accion de
Ro 61-8048, o la administracion de KYNA exdgena en NAcc, genera una disminucion de
la liberacion de dopamina (DA) inducida por THC o por el cannabinoide sintético WIN
55,2121-2, observada a través de microdialisis en las mismas areas cerebrales (Justinova
et al., 2013). Este efecto sugiere que la modulacion de la KynP, particularmente a través
del aumento de KYNA, podria tener implicaciones relevantes en la regulacion de la
neurotransmision dopaminérgica y, por ende, en la conducta relacionada con la
recompensa y la adiccion. Este efecto de Ro 61-8048 en la reduccion de liberacion de
dopamina inducida por cannabinoides se ha replicado en el contexto de otras drogas de
abuso, como nicotina (Secci et al., 2017) y etanol (Giménez-Gomez et al., 2018). Estos
hallazgos son fundamentales y tienen un valor incalculable en la investigacion de la
neurobiologia de la adiccion, ya que destacan la influencia de la KynP en la regulacion
de la neurotransmision dopaminérgica en respuesta a diferentes sustancias adictivas. Sin
embargo, estos descubrimientos también podrian justificar el enfoque de estudios
posteriores que se limitan a analizar inicamente los niveles de KYN y/o KYNA en plasma
o en regiones del cerebro limbico (Gil de Biedma-Elduayen et al., 2022; Giménez-Goémez
et al., 2018; Vengeliene et al., 2016). Este enfoque, aunque valioso, omite el analisis de
otros metabolitos de la KynP que también podrian desempenar roles neuroactivos
significativos. La investigacion de estos metabolitos podria proporcionar una
comprension mas completa de los mecanismos subyacentes en la adicciéon y sus
implicaciones terapéuticas.

Como se observa en la Tabla 5, en ninguno de los estudios que implican la modulacion
KynP por Ro 61-8048 para modular la conducta adictiva inducida por diferentes drogas
se han analizado las concentraciones de metabolitos de la KynP distintos de KYN o
KYNA, los cuales, como hemos descrito en la introduccion, desempefian un papel
relevante en numerosos procesos fisiopatoldgicos. Esta observacion nos llevd a
considerar que el estudio de los metabolitos de la KynP en plasma y NAcc de los
diferentes animales utilizados en esta Tesis Doctoral podria proporcionar informacion
valiosa para el campo neurocientifico. Al ampliar el anélisis a otros metabolitos de la
KynP, podriamos obtener una comprension mas completa de los mecanismos subyacentes
en la modulacion de la conducta adictiva y sus implicaciones terapéuticas. Para llevar a
cabo este estudio, establecimos una colaboracion con el grupo de la Dra. Erdhardt en el
Karolinska Institutet, el cual cuenta con un método innovador para la determinacion
simultdnea de multiples metabolitos de la KynP mediante UPLC-MS/MS en diferentes
tejidos (Schwieler et al., 2020; Trepci et al., 2020, 2021). Los resultados obtenidos a partir
de esta colaboracion son altamente robustos gracias a la metodologia empleada, que
incluye el uso de estdndares internos y controles de calidad. Esto ha permitido obtener
medidas con una sensibilidad y precision excepcionales en cada una de las tandas de
analisis de las muestras. La utilizacion de esta metodologia nos ha proporcionado la
oportunidad de caracterizar en profundidad el efecto de Ro 61-8048 sobre los metabolitos
de la KynP.
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CONSECUENCIAS CONSECUENCIAS
ESTUDIO ESPECIE DROGA [ MODELO ESTRATEGIA METODOLOGIA BIOQUIMICAS FUNCIONALES
Plasma: : 1 KYN, KYNA, 3-HK.
| TRP, 3-HAA, QUIN. | consumo y
. Ro 61-8048 =: PANAA, reinstauracion de la
Esta tesis doctoral Rata Fentanilo (100 mg/kg, L) UPLC - MS/ MS NAcc: 1 KYN, KYNA, 3-HK. |conducta de busqueda del
1 QUIN. fentanilo
=:TRP, 3-HAA, PA
- e - - | consumo y
Justinova etal,, 2013 |  Rata, mono ardilla WIN 55,212:2, THC ik HPLG-EQ | ‘oo cammatinidas enuiny | _reinstauracien de la
" ! : ! (100 mg/kg, i.p) P NAce Y |conducta de bisqueda de
cannabinoides
Ro 61-8048 | de la reinstauracion de
Vengeliene et al., 2016 Rata Etanol, cocaina (40 mg/kg, i.p.) ELISA Plasma:t KYN la conducta de busqueda
gkg, 1.p- de etanol y cocaina
| consumo y
" . Ro 61-8048 | de liberacion de DA inducida reinstauracion de la
Secci et al., 2017 Rata, mono ardilla Nicotina (100 mg/kg, i.p.) HPLC - EQ por nicotina en NAGe ondlictalde]busguecaide
nicotina
| de la liberacién de DA inducida
Giménez-Gomez et al., 5 Ro 61-8048 HPLC - UV/FM/ por etancl en NAcc | del consumo y
2018 o EaplEh) (100 mgfkg, i.p.) EQ Gerebro limbico y plasma: | preferencia por etanal
 KYN y KYNA
Gil de Biedma et al., , Ro 61-8048 _ Feria | del consumo y
2022 Ratén Etanol (CIE) (50 mglkg, i.p.) HPLC - UV Plasma, cerebro limbico: T KYN prefarencia por etanol
[ i) Flasma. ::n?:;:. meduia de la severidad de los
Sundaram et al., 2020 Raton Encefalitis autoinmune | (100 mg/kg, i.p., 1/dia, 7| UPLC, GC/MS pinat: I 1 -
dias) 1 KYNA/QUIN. sintomas
=: KYN/TRP, PIC/QUIN
Mole et al., 2016 Raton, rata AP-MODS GSK 180 UPLC-Ms/ms | Plasma: TRYN y KYNA ATEEEEAIIC)
1| TRP y 3-HK. pulman, higado y rifién
HPLC - EQ, P\asmal: ;_m;l‘; QKETII\]A y AA.
Giorgini et al., 2013 Ratén - KO para KMO HZLCCI-MFST’I‘ Cerebro: 1 KYN, KYNA y AA. -
| TRP,3-HK y QUIN
Erhardt et al., 2017 Raton Esquizofrenia KO para KMO HPLC —EQ/FM 1 3-HK. 1 KYNA [ EEEE
| Ausencia de mejora en
Bondulich et al., 2021 Ralén Enramedatias KO para KMO UPLC —Ms /Mg | Cerebros T KYN, A yKYNA. o tiores primarios de
Huntington | 3-HK y QUIN T e

Tabla 5 | Efecto de la inhibicién de KMO. Se muestran diferentes estudios que han investigado la
inhibicion de KMO mediante estrategias genéticas o farmacologicas. Para cada estudio se incluye la
especie animal empleada, la patologia o droga de abuso bajo investigacion, la metodologia empleada
para determinar los metabolitos de la KynP, los resultados de la inhibicion sobre estos metabolitos y las
consecuencias bioquimicas y funcionales de la intervencion. DA: dopamina, DID: drinking in the dark,
CIE: chronic intermittent ethanol, AP-MODS: pancreatitis aguda- sindrome de disfuncién multiorganica.
UPLC- MS/MS: cromatografia liquida de ultra-alto rendimiento acoplada a espectrometria de masas en
tandem. HPLC-EQ/FM/UV: cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a deteccion
electroquimica, fluorimétrica o ultravioleta. GC/MS: cromatografia de gases — espectrometria de masas.
1: aumento. |: disminucion. =: inalterado.

Con el fin de obtener grupos con un tamafio muestral elevado y, por lo tanto, mayor poder
estadistico, las muestras de plasma y NAcc provenientes de animales sacrificados tras la
prueba de reinstauracion de la conducta de busqueda inducida por estimulo condicionado
o fentanilo se agruparon segun su tratamiento con el inhibidor de KMO o su
correspondiente vehiculo. El plasma de animales tratados con Ro 61-8048 (100 mg/kg
i.p., 2.5h antes de la obtencion de la muestra) presenté6 una disminucion de la
concentracion plasmatica de TRP (-2.15x vs. Veh), acido 3-hidroxiantranilico (3-
HAA, -2.6x) y QUIN (-1.6x), y un aumento de los niveles de KYN (+9x), KYNA
(+53x) y 3-hidroxikinurenina (3-HK, +2.1x). Las concentraciones plasmaticas del
acido picolinico (PA) y nicotinamida (NAA) no se vieron alteradas por el inhibidor
de KMO. Los efectos observados sobre los metabolitos més estudiados en la literatura
cientifica son coherentes, dado que la inhibiciéon de KMO, ya sea mediante herramientas
farmacoldgicas o genéticas, cursa con un aumento de la concentracion plasmatica de
KYN, KYNA y una disminuciéon de QUIN (Gil de Biedma-Elduayen et al., 2022;
Giménez-Gomez et al., 2018; Giorgini et al., 2013; Higgins et al., 2024; Mole et al., 2016;
Sundaram et al., 2020). No obstante, hemos observado efectos que contrastan con los
hallazgos previos de la literatura. En primer lugar, la elevacion de 3-HK en plasma es
inesperada, ya que Ro 61-8048 inhibe la enzima KMO Yy, por lo tanto, deberia provocar
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una disminucion de su producto. Ademas, hemos podido observar una disminucion de los
niveles de TRP plasmaticos, que solo ha sido descrito previamente con otro inhibidor de
KMO, GSK180. Este efecto de GSK 180 se atribuye a un desplazamiento del TRP en las
proteinas plasmaticas, permitiendo que el TRP libre acceda rdpidamente a tejidos. Es
plausible que un mecanismo similar esté contribuyendo a la disminuciéon de TRP
plasmatico inducida por Ro 61-8048 (Mole et al., 2016). La deplecion de TRP podria ser
perjudicial, dado que ha mostrado afectar negativamente a procesos cognitivos como la
memoria, la atencion y las funciones ejecutivas en humanos (Mendelsohn et al., 2009).
No obstante, la deplecion es frecuentemente obtenida mediante intervenciones dietéticas
y los efectos de esta suelen asociarse con la disminucion de los niveles de 5-HT, no
habiéndose dado estos factores en nuestro estudio. Asi, teniendo en cuenta que Ro 61-
8048 no altera la concentracion de TRP en NAcc, y que tampoco afecta los niveles de 5-
HT en plasma o en hipocampo de rata (datos no mostrados), el potencial del tratamiento
para afectar a funciones cognitivas por este mecanismo es limitado. Hasta donde llega
nuestro conocimiento, el efecto de la inhibicion de KMO sobre el resto de los metabolitos
descritos en la presente Tesis Doctoral, apenas ha sido descrito previamente.

Antes de describir los efectos de Ro 61-8048 sobre el NAcc, es importante recordar que,
de todos los metabolitos implicados en la KynP, solamente TRP, KYN, y, en menor
medida, 3-HK, atraviesan con facilidad la barrera hematoencefalica (BHE). Esto es
relevante ya que mas del 60% de la KYN presente en el cerebro proviene de la periferia
(Fukui et al., 2007; Gal & Sherman, 1980; Kita et al., 2002). Ademas, se ha demostrado
que el flujo de KYN hacia SNC es esencial para el efecto de Ro 61-8048 sobre el consumo
de alcohol en el modelo de exposicion cronica intermitente a etanol (CIE) (Gil de Biedma-
Elduayen et al., 2022). Por lo tanto, la producciéon de KYNA por la kinurenina
aminotransferasa (KAT) en el cerebro depende de la disponibilidad de su sustrato, es
decir, de la KYN (T. W. Stone et al., 2024).

La administracion de Ro 61-8048 provoca en NAcc un aumento significativo de los
niveles de KYN (+20x vs. Veh), KYNA (+53x) y 3-HK (+2.1x), asi como una
disminucion de QUIN (-1.6x), sin afectar a la concentracion de TRP, 3-HAA o PA.
Los hallazgos sobre la acumulacion de KYN, el aumento de KYNA y la disminucion de
QUIN son consistentes con la literatura existente que documenta los efectos de la
inhibicion genética o farmacologica de la enzima KMO (Bondulich et al., 2021; Gil de
Biedma-Elduayen et al., 2022; Giménez-Goémez et al., 2018; Giorgini et al., 2013;
Higgins et al., 2024; Mole et al., 2016; Sundaram et al., 2020; Vengeliene et al., 2016;
Zheng et al., 2019). Sin embargo, al igual que lo que ocurre en el plasma, se observa un
efecto paraddjico de aumento de 3-HK que contrasta con la evidencia disponible en
diferentes areas del SNC de roedores (Bondulich et al., 2021; Giorgini et al., 2013;
Higgins et al., 2024; Zheng et al., 2019). Por otro lado, la administracion de Ro 61-8048
no ocasiona una disminucion del TRP en el NAcc, hecho que contrasta con los resultados
descritos por Giorgini en estudios realizados en la corteza cerebral de ratones KO para
KMO (Giorgini et al., 2013). Aunque tanto la inhibicion de KMO, ya sea por mecanismos
genéticos o farmacologicos, como la ubicacion de dicha inhibicidn, ya sea a nivel central
o periférico, tienen implicaciones diferentes, los resultados sugieren que la respuesta del
NAcc a Ro 61-8048 puede diferir en varios aspectos de la respuesta observada en otras
regiones del cerebro, lo que subraya la complejidad de la modulaciéon de la KynP y su
impacto en el comportamiento adictivo.
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Figura 81 | Resumen de los efectos de Ro 61-8048 sobre los metabolitos de la KynP en plasma y
NAcc. La inhibicion a nivel periférico de KMO genera un aumento de la concentracion de KYN, KYNA
y, paraddjicamente, de 3-HK, y una disminucion de QUIN en el NAcc.

En resumen, la administracion de Ro 61-8048 provoca en NAcc, un aumento de la
concentracion de KYNA, un metabolito generalmente asociado a efectos
neuroprotectores, junto con una disminucién de la concentracion de QUIN, un metabolito
con un marcado efecto neurotdxico. Paraddjicamente, se observa también un aumento en
los niveles de 3-HK, un metabolito que se produce a través de la actividad de KMO. Este
aumento en los niveles de 3-HK podria plantear preocupaciones sobre un posible efecto
neurotoxico, dado que este metabolito estd asociado con la produccion de radicales libres.
No obstante, es plausible suponer que el significativo aumento de KYNA podria
contrarrestar el potencial dafio neurotdxico inducido por el incremento de 3-HK. Esto se
debe a que KYNA tiene la capacidad de secuestrar radicales libres y proteger asi las
neuronas de los efectos dafiinos que estos pueden causar (Gonzélez Esquivel et al., 2017).
En este contexto, el equilibrio entre KYNA y 3-HK en el NAcc podria ser crucial para
entender la respuesta neuroprotectora frente a las condiciones neurotdxicas, lo que resalta
la complejidad de la modulacion de la via de los metabolitos de la KynP en el contexto
de la adiccion y la neuroproteccion.

Por ultimo, una cuestion importante por discutir, que, hasta donde llega nuestro
conocimiento, no se ha abordado en la literatura cientifica, es el hecho de que Ro 61-8048
aumente los niveles de KYNA en SNC, a pesar de que este compuesto no atraviesa la
BHE (Zwilling et al., 2011) y, por lo tanto, no estd inhibiendo la actividad de KMO a
nivel central. De hecho, se estdn haciendo esfuerzos para sintetizar inhibidores de KMO
que si puedan atravesar la BHE, con el objetivo de tratar enfermedades
neurodegenerativas (S. Zhang et al., 2021). La hipotesis mas plausible para explicar el
aumento de KYNA a nivel central radica en la dindmica de las enzimas implicadas, KAT
y KMO. Cuando se administra Ro 61-8048, se produce un aumento de los niveles de
KYN a nivel periférico, que puede atravesar la BHE y llegar al SNC (Fukui et al., 1991,
Gal & Sherman, 1980). En el cerebro, la principal isoforma responsable de la produccion
de KYNA en roedores y humanos es KAT II, que presenta una alta afinidad por KYN.
Esto implica que la disponibilidad del sustrato, en este caso KYN, es crucial para la
formacion de KYNA (T. W. Stone et al., 2024). Ademas, se ha demostrado que las KAT
tienen una capacidad catalitica mayor que la de KMO, lo que significa que pueden seguir
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transaminando  KYN para producir KYNA incluso cuando KMO se satura a
concentraciones relativamente bajas de KYN (aproximadamente 20 uM) (Bender &
McCreanor, 1985; Kegel et al., 2014; Okuno et al., 1991). En esta situacion, la saturacién
de KMO podria tener un efecto protector al limitar la formacién del QUIN, un metabolito
neurotoxico. Sin embargo, dado el aumento de KYN, la actividad de KAT podria
continuar, lo que lleva a una acumulacion adicional de KYNA en el SNC (A. A.-B.
Badawy, 2017).

Ro 61-8048 es igualmente efectivo en la modulacion de la conducta
adictiva inducida por fentanilo en animales sometidos al modelo de
dolor neuropatico SNI

El modelo de dolor spared nerve injury (SNI) es un paradigma experimental ampliamente
utilizado para el estudio del dolor neuropatico. La denervacion parcial del nervio cidtico
tiene como consecuencia la rapida aparicion de hipersensibilidad mecanica y térmica en
la region ipsilateral a la lesion. Estas alteraciones fisiologicas son robustas, reproducibles
y persistentes, y no afectan a la extremidad contralateral a la lesion, lo que proporciona
un control adecuado para las comparaciones. La similitud entre las alteraciones
fisiologicas observadas en este modelo y las caracteristicas clinicas de los sindromes de
dolor neuropatico, hacen que el mismo sea una herramienta valiosa para identificar
mecanismos subyacentes implicados en el desarrollo del dolor neuropatico y para evaluar
la eficacia de potenciales tratamientos (Decosterd & Woolf, 2000). En nuestros
experimentos, hemos reproducido de manera efectiva este modelo, observando que la
pata contralateral no intervenida (derecha) generalmente no muestra alteraciones
significativas, mientras que se mantiene una marcada alodinia mecéanica en la pata
izquierda a lo largo de toda la experimentacion. Los estudios realizados nos han permitido
evaluar de manera integral el impacto del modelo SNI en la autoadministracién de
fentanilo. Se ha investigado especificamente el efecto del tratamiento con Ro 61-8048 en
el mantenimiento de la autoadministracion fentanilo, asi como en la reinstauracion de la
conducta de busqueda inducida por estimulo condicionado y por una dosis no contingente
de fentanilo en animales sometidos al modelo SNI. Adicionalmente, se ha llevado a cabo
una evaluacion del efecto de la autoadministracion de fentanilo, Ro 61-8048 o la
combinacion de ambos sobre la alodinia mecénica asociada al modelo SNI, empleando el
test de filamentos de Von Frey como método de medicion.

En primer lugar, los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran que el modelo SNI
no afecta significativamente al consumo o busqueda de fentanilo en la adquisicion
de la conducta de autoadministracion. Sin embargo, se observo un sorprendente
incremento inesperado en las respuestas en la palanca inactiva durante la primera sesion
en los animales con SNI, un hallazgo que no tiene una explicacion clara y que se
normaliza en las sesiones subsiguientes. EI comportamiento similar en relacion con el
consumo de fentanilo entre los animales SNI con respecto a los animales sham es
consistente con estudios previos en los que no se encontraron diferencias significativas
en el consumo de morfina en ratas sometidas al mismo modelo de dolor neuropético, lo
que sugiere que el dolor neuropatico per se no altera significativamente el desarrollo de
la adquisicion de la conducta operante para consumir opioides (Gutiérrez et al., 2021). En
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cuanto a los efectos antinociceptivos, la primera sesion de autoadministracion de
fentanilo ocasioné un aumento del umbral nociceptivo medido mediante el test de Von
Frey, tanto en los animales SNI como en los controles sham, lo que indica una
disminucion generalizada de la sensibilidad al dolor en ambas patas. No obstante, es
importante resaltar que este efecto analgésico fue moderado y no afectd especificamente
la alodinia mecénica en la pata afectada por la lesion (izquierda), ya que no se observaron
diferencias significativas antes y después de la sesion de autoadministracion de fentanilo
en los animales SNI. Estos hallazgos sugieren que, aunque el fentanilo presenta
propiedades antinociceptivas, su eficacia para aliviar la alodinia es limitada en las
condiciones ensayadas. Esto resultados son parcialmente consistentes con los de
Gutiérrez et al., 2021, en los que la autoadministraciéon de morfina revertia parcialmente
la alodinia mecanica, aunque en su estudio la morfina no modificaba el umbral
nociceptivo en los animales control, a diferencia de lo que observamos con fentanilo. En
conjunto, estos datos respaldan la evidencia previa que indica que los opioides,
particularmente los agonistas totales del receptor p-opioide (MOR), tienen una eficacia
analgésica limitada en el contexto del dolor neuropéatico, lo que contribuye a que se
consideren tratamientos de tercera linea en este tipo de dolor (Finnerup et al., 2015;
Martinez-Navarro et al., 2019).

Tras diez sesiones de autoadministracion se considera que los animales han alcanzado la
fase de mantenimiento, en la cual se estabiliza el patrén de consumo de fentanilo. En
esta fase, la administracion del inhibidor de KMO, Ro 61-8048, produce una
marcada disminucion tanto en el nimero de infusiones de fentanilo como en las
respuestas en la palanca activa, lo que sugiere una reduccion en la conducta de
busqueda y consumo de la droga. Los animales sometidos al modelo de dolor SNI
muestran un consumo de fentanilo menor que los animales control, aunque la
magnitud del efecto es considerablemente menor que la disminucion producida por Ro
61-8048. Existe ademas una tendencia en esta fase hacia un efecto mas pronunciado
del inhibidor de KMO en los animales con SNI en comparacion con los sham, tanto
en el consumo de fentanilo como en la conducta de biisqueda de la droga. Por un lado,
podemos apreciar como el tratamiento con Ro 61-8048 reduce el consumo y la conducta
de busqueda de fentanilo de forma similar en animales sometidos a dolor neuropatico con
relacion a animales sham. Por otro lado, el consumo de fentanilo mostrado en esta sesion
es ligeramente inferior en animales con dolor neuropatico, lo cual es acorde con la
literatura cientifica, en la que se describe un consumo de opioides menor en animales con
dolor neuropético. Martin et al. (2007) describieron que la autoadministracion de opioides
en animales con dolor neuropatico solo se mantiene a dosis eficaces para revertir la
hipersensibilidad mecanica y cursa con un patrén de consumo relacionado con la duracion
de reversion de la alodinia tactil. Ademas, describieron que los efectos reforzantes de los
opioides se ven disminuidos en individuos con dolor neuropético en relacion con los
controles, particularmente con el uso de dosis de opioides ineficaces en la reversion de la
hipersensibilidad inducida por la lesion (Martin et al., 2007). Como hemos visto
anteriormente, el fentanilo exhibe un efecto analgésico modesto en animales sometidos
al modelo de dolor neuropatico SNI durante la primera sesion de autoadministracion.
Estos datos sugieren que el menor consumo de fentanilo en animales con dolor
neuropatico durante la fase de mantenimiento puede atribuirse al uso de una dosis
insuficiente para revertir de manera significativa la alodinia mecéanica. Al no obtener una
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reversion adecuada del dolor, el fentanilo genera un menor efecto reforzante en estos
animales, lo que concuerda con la literatura previa que indica que los opioides tienen
menor eficacia analgésica y reforzante en el contexto del dolor neuropético cuando las
dosis no son capaces de revertir la hipersensibilidad mecéanica (Martin et al., 2007). A
pesar de esto, este efecto del modelo SNI tinicamente en mantenimiento es llamativo, y,
teniendo en cuenta la ausencia de efecto en el consumo de fentanilo en la fase de
adquisicion, podria deberse al hecho de que solo se analiza la conducta mostrada en una
unica sesion.

En la sesion de mantenimiento, los resultados muestran que la autoadministracion de
fentanilo influye en la alodinia mecanica inducida por el modelo SNI, mientras que
el pretratamiento con Ro 61-8048 no parece tener un efecto directo sobre este
parametro. Sin embargo, existe la posibilidad de un efecto sinérgico entre Ro 61-8048 y
el fentanilo, lo que podria estar aumentando el umbral nociceptivo en los animales. Un
hecho relevante es que, a pesar de que los animales tratados con vehiculo consumieron
un 80% mas de fentanilo, no se observaron diferencias significativas en el umbral
nociceptivo entre los grupos tratados con Ro 61-8048 y vehiculo tras la sesion de
autoadministracion. Esto sugiere que el mantenimiento del umbral nociceptivo en los
animales tratados con Ro 61-8048, a pesar de un menor consumo de fentanilo, puede estar
vinculado a un posible efecto modulador del inhibidor de KMO sobre la eficacia
analgésica del opioide. En particular, este fendmeno es evidente en los animales sham, en
los que el umbral nociceptivo se mantuvo e incluso mostr6é una tendencia a aumentar, a
pesar de haber consumido menos fentanilo cuando fueron tratados con Ro 61-8048. Esto
sugiere un posible efecto potenciador del inhibidor de KMO sobre la accion
antinociceptiva del fentanilo. En el caso de los animales SNI, donde el consumo de
fentanilo fue nulo en el grupo tratado con Ro 61-8048, se observo una tendencia hacia
una reduccion del umbral nociceptivo en comparacion con el grupo que recibid vehiculo,
justificable desde la perspectiva de la hipotética accidon sinérgica de Ro 61-8048 y
fentanilo. En ausencia de consumo de fentanilo, el potencial efecto sinérgico de Ro 61-
8048 no puede presentarse. Si bien la hipotesis del efecto sinérgico de la
autoadministracion de fentanilo y Ro 61-8048 es plausible, puede que la ausencia de
diferencia en el umbral nociceptivo, al menos en los animales SNI, este relacionado con
la limitada eficacia analgésica de los opioides en el contexto de dolor neuropatico
(Martinez-Navarro et al., 2019).

El perfil del proceso de extincion de la conducta de busqueda de fentanilo en los
animales sometidos al modelo SNI es similar al de los animales sham,
caracterizandose por una conducta de busqueda en la primera sesion que se reduce
progresivamente hasta alcanzar niveles muy bajos. Este patron es coherente con la
extincion tipica observada en paradigmas de autoadministracion. La persistencia de la
conducta de busqueda durante la extincion en modelos de dolor neuropatico ha sido un
foco de interés en estudios previos, como el de Gutierrez et al. (2021), quienes
demostraron que ratas con la lesion SNI mantenian la conducta de busqueda de morfina
durante la fase de extincion, a diferencia de los animales control. Los autores argumentan
que este comportamiento en los animales SNI estd impulsado por un refuerzo negativo,
es decir, la busqueda del alivio del dolor neuropatico, mientras que, en los animales
control, el refuerzo positivo (euforia o placer) asociado a la morfina fue insuficiente para
mantener la conducta de bisqueda en ausencia de la droga. En este estudio, el uso de una
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dosis baja de morfina, en pocas sesiones de autoadministracion (seis) y de corta duracion
(50 min), pudo haber contribuido a que los animales control no mantuvieran la conducta
de busqueda, ya que la motivacion no era lo suficientemente fuerte como para superar los
efectos de la extincién. Sin embargo, en los animales SNI, la presencia de dolor
neuropatico pudo haber generado una mayor motivacion para obtener el opioide, debido
al alivio que inicialmente proporcionaba, reflejando un refuerzo negativo condicionado
por la ausencia de morfina. En contraste, nuestros resultados sugieren que, bajo las
condiciones experimentales empleadas en esta tesis, el principal componente
motivacional que subyace a la conducta de autoadministracion en los animales SNI y
control es el refuerzo positivo, mas que el negativo, dado que ambos grupos mostraron
perfiles de extincion similares, lo que indica que la bisqueda de fentanilo estaba mas
vinculada a su capacidad para generar efectos positivos inmediatos, y no tanto a la
necesidad de aliviar el dolor en los animales SNI. Esto sugiere que el fentanilo, en las
condiciones empleadas en este estudio en cuanto a dosis y sesiones, tiene un efecto
reforzante positivo suficiente para motivar la conducta de autoadministracion tanto en
animales con dolor neuropatico como en sus controles sin dolor.

Posteriormente, comprobamos que inicamente la administracion de Ro 61-8048 tiene
un papel significativo en la prevencion de la reinstauracion de la conducta de
busqueda inducida por estimulo condicionado, sin que el dolor neuropatico presente
en los animales modifique este efecto. Hasta donde llega nuestro conocimiento, no
existen precedentes que aborden la reinstauracion de la conducta de biisqueda de opioides
en animales sometidos a un modelo de dolor neuropatico. La similitud en los perfiles de
reinstauracion observados entre los animales SNI y los controles sham sugiere que las
posibles diferencias en los estados motivacionales que subyacen a la conducta previa de
autoadministracion (refuerzo positivo en animales sham vs. refuerzo negativo en animales
SNI) no afectan de forma diferenciada al craving reactivo en esta prueba (Gutierrez et al.,
2021; Navratilova et al., 2012). Desde una perspectiva traslacional, estos hallazgos son
particularmente relevantes, ya que sugieren que, independientemente de si el TCO tiene
un origen iatrogénico o recreativo, el fenomeno de recaida a nivel funcional no se ve
modificado por la presencia de dolor neuropatico. Esto podria indicar que los procesos
neurobiologicos y conductuales que subyacen al craving inducido por estimulo
condicionado son similares entre pacientes con TCO, independientemente de su origen.
Junto con esta sesion de autoadministracion en la que se estudio la reinstauracion, se
valord también el posible efecto antialodinico de Ro 61-8048 en animales sometidos al
modelo SNI en el contexto de la prueba de reinstauracion por estimulo condicionado. Tras
el andlisis de los valores del umbral nociceptivo antes y después de la sesion de
autoadministracion de salino y del tratamiento con el inhibidor de KMO, se observa que
la administracion de Ro 61-8048 por si mismo no presenta efecto antialodinico, ya
que no se encontraron diferencias significativas en el umbral nociceptivo en la pata
afectada por la lesion tras la sesion y administracion del tratamiento. Sin embargo, el
tratamiento con Ro 61-8048 produjo un efecto antinociceptivo en los animales sham,
aunque estuvo acompafiado por un efecto anémalo de disminucion del umbral
nociceptivo en la pata no afectada, lo que sugiere un efecto paradojico que requiere una
mayor investigacion para dilucidar su significado.

El efecto de Ro 61-8048 sobre la alodinia en el modelo de dolor neuropético, asi como
los efectos descritos en la fase de mantenimiento, contrastan con la evidencia preclinica
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disponible. Aunque Laumet et al. (2017) reportaron que la administracién repetida
intracerebroventricular (i.c.v.) de Ro 61-8048 no afecto la alodinia en ratones con dolor
neuropatico inducido por el modelo SNI, otros estudios han mostrado efectos
significativos cuando se emplean diferentes vias de administracion o modelos. Por
ejemplo, la administracion intratecal (i.t.) aguda o repetida de Ro 61-8048 redujo la
alodinia mecanica y la hiperalgesia térmica en ratas sometidas al modelo de constriccion
cronica del nervio ciatico (CCI), y ademas potencid la eficacia analgésica de la morfina
(Rojewska et al., 2016). Un estudio posterior del mismo grupo mostrd que la inhibicion
repetida de KMO con UPF 648 redujo la hipersensibilidad inducida por el modelo CCI
en ratas usando la misma metodologia (Rojewska, Ciapata, et al., 2018). La especie
animal no parece afectar estos efectos, dado que un estudio mas reciente del mismo grupo
realizado en ratones sometidos al modelo CCI replico el efecto de la administracion i.t.
de UPF 648 descrito en el estudio previo. Ademads, mostré que la inhibicion de KMO
potencia el efecto analgésico de la administracion i.t. de morfina y buprenorfina, pero no
el de oxicodona. Empleando un disefio similar, tanto la administracién i.t. como
intravenosa (i.v.) de KYN redujeron la hipersensibilidad tactil y mecénica, y potenciaron
la atenuacion inducida por buprenorfina, morfina y oxicodona. De hecho, el
pretratamiento i.t. con UPF 648 presentd un efecto sinérgico con la administracion i.t. de
KYN sobre la reduccion de la hipersensibilidad mecénica y térmica (Ciapata et al., 2023).
Cabe destacar que, en todos estos estudios, tanto la inhibicion de KMO como la de IDO
redujeron la hipersensibilidad mecanica y térmica (Ciapala et al., 2023; Rojewska,
Ciapata, et al., 2018), sugiriendo que la modulacion de la KynP tiene un efecto
significativo sobre el dolor neuropético. Asimismo, la administracion i.t de KYNA o de
sus precursores ha mostrado reducir la alodinia en distintos modelos de dolor neuropatico
en ratas y ratones (Pineda-Farias et al., 2013; Resta et al., 2016). En otro estudio, la
administracion i.t. de KYNA redujo la hipersensibilidad térmica y mecanica en ratones
sometidos al modelo CCI (Resta et al., 2016). En conjunto, los resultados obtenidos en la
presente Tesis Doctoral contrastan con la evidencia que respalda la efectividad de la
modulacion de la KynP en modelos preclinicos de dolor neuropatico (Rojewska, Ciapata,
et al., 2018). Todas las estrategias que han demostrado ser efectivas en la reduccion del
dolor neuropatico empleadas en los estudios citados afectan directa o indirectamente
(utilizando minociclina) a la KynP y favorecen la produccion de KYNA. Este metabolito
ejerceria efectos analgésicos o antialodinicos a través de su accion antagonista en
receptores NMDA y/o agonista en GPR35 (Hazrati et al., 2024; Rojewska et al., 2019).
Sin embargo, en la presente Tesis Doctoral la marcada elevacion de los niveles de KYN
y KYNA a nivel periférico y central (NAcc) inducida por la administracion de Ro 61-
8048 no parece ser efectiva en la induccion de analgesia en animales con dolor
neuropatico, ni en la potenciacion de la analgesia inducida por fentanilo. En los animales
sin dolor neuropatico, sin embargo, los efectos analgésicos de Ro 61-8048 son
consistentes con los reportados tras la administracion i.t. o i.p. de KYN (Heyliger et al.,
1998; Kristensen et al., 1993). No obstante, no ha sido posible realizar una comparacion
directa con los estudios del grupo de Rojewska y colaboradores, ya que dichos estudios
no incluyeron grupos control tratados con los distintos compuestos con potencial
terapéutico (Ciapata et al., 2023; Rojewska, Ciapata, et al., 2018; Rojewska et al., 2016).
Un factor diferencial clave en la mayoria de los estudios previos en relacion con el nuestro
es la via de administracion 1.t., que podria tener un papel relevante, teniendo en cuenta
que, por ejemplo, la via de administracion de los opioides es crucial para el alivio del
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dolor neuropético. Se ha postulado que la baja eficacia analgésica de morfina en el dolor
neuropatico puede deberse a ausencia de receptores MOR funcionales en médula espinal
tras la lesion. Esto explicaria por qué la administracion i.c.v. de morfina produce efectos
antialodinicos de forma dosis-dependiente, mientras que la administracion i.t. ha
mostrado ser, en general, ineficaz. De hecho, solo opioides con mayor eficacia intrinseca
sobre MOR que la morfina, como endomorfina 1 o 2, han demostrado ser relativamente
eficaces en el alivio de dolor neuropéatico cuando se administran por via i.t. Otros autores
sugieren que la baja potencia de la morfina administrada por via sistémica o i.t. se debe a
la pérdida de los componentes periféricos de la nocicepcion, dado que el efecto de morfina
se mantuvo con la administracion i.c.v., disminuy6 con la administracion sistémica o i.t.,
y se perdié completamente con la administracion local en el sitio de la lesion (Martinez-
Navarro et al., 2019; Rashid et al., 2004). La falta de eficacia antialodinica de Ro 61-8048
observada en el presente estudio, al igual que en el de Laumet y colaboradores, podria
deberse a que la administracion de Ro 61-8048 por via i.p. o i.c.v. no sea suficiente para
afectar la transmision nociceptiva a nivel de médula espinal (Laumet et al., 2017). Estos
hallazgos sugieren la necesidad de explorar en las muestras de nuestros animales los
niveles de metabolitos de la KynP, en particular KYN, KYNA y QUIN, asi como la
expresion de enzimas de la KynP, especialmente KMO, en medula espinal y ganglios de
la raiz dorsal. Esto nos permitiria verificar la posible elevacion de la concentracion de
KYNA en estas areas e investigar en mayor profundidad los resultados observados,
considerando el papel previamente descrito de los compuestos antagonistas de los
receptores NMDA y agonistas GPR35 en estas areas implicadas en la nocicepcion, asi
como las alteraciones de la KynP a nivel de enzimas y metabolitos en estas areas (Ciapata
et al., 2023; Maganin et al., 2022; Resta et al., 2016; Rojewska, Ciapata, et al., 2018).

Después del proceso de reextincion, que fue similar en todos los animales, tanto en los
sometidos al modelo SNI como en los controles, se procedi6 a realizar la prueba de
reinstauracion de la conducta de bisqueda inducida por fentanilo. A diferencia de
experimentos previos donde se aplicod este protocolo, en los cuales se empled una dosis
de fentanilo 50 pg/kg s.c., en este caso se empled una dosis de 15 ng/kg s.c. de fentanilo
para inducir la reinstauracion. El ajuste de la dosis no contingente de fentanilo, en
comparacion con experimentos anteriores de reinstauracion inducida por la droga, se baso
en la utilizacion de dicha dosis en la literatura cientifica (Malone et al., 2021), asi como
en la consideracion de que una dosis mayor, y su consecuente efecto depresor, pudiera
afectar significativamente los resultados al dificultar de forma notable la conducta
operante durante la sesion de 1 h, a diferencia de lo ocurrido en las habituales sesiones de
2 h. Es importante sefialar que, segiin nuestra experiencia, los efectos depresores de
fentanilo a dosis relativamente altas suelen desaparecer entre 10 y 20 min tras la
administracion s.c. La dosis no contingente de fentanilo empleada en este
experimento no fue suficiente para inducir de manera robusta la reinstauracion en
los animales del grupo control (sham), y fue especialmente ineficaz en los animales
con lesion SNI. Al no observarse la conducta de reinstauracion, no fue posible evaluar
el efecto de Ro 61-8048 sobre este comportamiento. Un factor que podria haber influido
en la ausencia de reinstauracion de la conducta de busqueda es el hecho de que los
animales ya habian sido sometidos previamente a otra reinstauracion, con su
correspondiente extincion y reextincion. No obstante, la realizacion de pruebas sucesivas
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de reinstauracion tras periodos de reextincion es una practica comun en los estudios de
autoadministracion.

En resumen, los resultados obtenidos indican que la accion de Ro 61-8048 sobre la
conducta adictiva inducida por fentanilo es igualmente efectiva en animales sometidos al
modelo de dolor neuropéatico SNI y en animales control. La unica diferencia observada
en la conducta adictiva en animales con dolor neuropatico SNI es una ligera reducciéon en
el consumo de fentanilo durante la fase de mantenimiento. EI modelo SNI produce de
manera robusta, consistente y duradera la alodinia mecanica, como se demuestra
mediante el test de filamentos de Von Frey. La autoadministracion de fentanilo produce
el esperado papel antinociceptivo, mientras que la administracion de Ro 61-8048 parece
producir analgesia unicamente en los animales del grupo control (sham). El
pretratamiento con Ro 61-8048 en animales sometidos a autoadministracion intravenosa
operante podria tener un efecto sinérgico con fentanilo, pero se requieren estudios
adicionales para confirmarlo. La literatura sugiere que la influencia del dolor en el
consumo de opioides varia en funcion del opioide estudiado, la dosis, la via de
administracion o una combinacién de estos factores (Martin et al., 2007). Los resultados
obtenidos concuerdan con la baja eficacia analgésica de los opioides y con la
recomendacion del uso de agonistas puros de MOR de alta eficacia como tercera linea de
tratamiento para el dolor neuropatico (Finnerup et al., 2015; Martinez-Navarro et al.,
2019). No obstante, es importante considerar que los datos preclinicos no siempre
correlacionan bien con la experiencia clinica en el tratamiento de dolor neuropatico. Por
ejemplo, algunos dolores neuropaticos severos se tratan con agonistas MOR sistémicos a
pesar de las importantes RAMs asociadas al uso de opioides. Cabe destacar que muchos
de los ensayos preclinicos para evaluar el dolor se basan en respuestas evocadas, lo que
implica que miden los reflejos hiperreactivos asociados al dolor en lugar de la percepcion
del dolor en si misma. Estos comportamientos reflejos no involucran la integracion de la
informacion nociceptiva a nivel central. Dado que la percepcion consciente del dolor en
humanos implica estructuras corticales, la falta de participacion de la corteza en los
ensayos que evidencian respuestas reflejas podria explicar la discrepancia den la eficacia
de los tratamientos farmacoldgicos entre los estudios preclinicos y la practica clinica.
Ademas, la evaluacion del dolor evocado no tiene en cuenta el impacto de los analgésicos
sobre el dolor espontaneo, que es muy prevalente y relevante en pacientes con dolor
neuropatico. Finalmente, aunque los modelos de autoadministracion pueden reflejar de
manera mas precisa el complejo procesamiento de la informacién nociceptiva en
comparacion con la administracion no contingente de farmacos, también presenta
desafios metodoldgicos como se observd en esta Tesis Doctoral en relacion con el efecto
del inhibidor de KMO sobre la alodinia mecénica en ratas que no consumieron fentanilo.

La elevacion de los niveles plasmaticos de QUIN o XA y la disminucion de KYNA se
han propuesto como biomarcadores de dolor cronico y dolor neuropatico tanto en
modelos animales como en humanos (Auyeung et al., 2023; Gunn et al., 2020; Laumet et
al., 2017). En nuestros resultados, el modelo SNI afectd a la respuesta al tratamiento con
Ro 61-8048, lo que se evidencié en un mayor aumento de KYNA y 3-HK en plasma de
animales SNI tratados con el inhibidor de KMO, en comparacion con los animales sham
que recibieron el mismo tratamiento. En el NAcc, los animales sometidos al modelo SNI
presentaron una menor concentracion de 3-HAA que los animales sham,
independientemente del tratamiento con Ro 61-8048. Ademas, el aumento de KYN y
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KYNA inducido por Ro 61-8048 en NAcc fue mas pronunciado en los animales SNI en
comparacion con los sham. No se encontraron diferencias adicionales a las previamente
descritas que indiquen relevancia del modelo SNI en las concentraciones de metabolitos
de la KynP en las muestras de plasma y NAcc analizadas. Aunque la literatura sobre los
metabolitos de la KynP en el modelo SNI es escasa, nuestros hallazgos no replican los de
Laumet y colaboradores, quienes observaron un aumento en la ratio QUIN/KYN en el
hipocampo contralateral de ratones sometidos al modelo SNI. Las diferencias entre
nuestro estudio y el de Laumet et al. podrian deberse a las distintas areas cerebrales
analizadas (hipocampo contralateral a la lesion vs. NAcc contralateral a la lesion) o a las
diferencias entre especies animales. Por otra parte, el perfil de alteraciones en los
metabolitos de la KynP producido por Ro 61-8048 en nuestro estudio replica en general
los hallazgos obtenidos en animales sin dolor sometidos a la prueba de reinstauracion. La
unica diferencia inesperada es la disminucion de los niveles de PA en plasma, un efecto
no observado en las muestras de animales sometidos a reinstauracion inducida por
estimulo condicionado o por fentanilo.

Mecanismo de accion de Ro 61-8048

El mecanismo propuesto mediante el cual la administracion de Ro 61-8048 modula la
conducta adictiva se basa en la reduccion de la liberacion de dopamina en el NAcc a partir
de las proyecciones dopaminérgicas del VTA. Este efecto parece estar mediado
principalmente por la accion del KYNA a través de dos mecanismos distintos. El primero,
mas estudiado, es la modulacion alostérica negativa sobre los a7 nAChR (Albuquerque
& Schwarcz, 2013; Hilmas et al., 2001). El segundo mecanismo es el antagonismo de
KYNA sobre los receptores glutamatérgicos, especialmente en el sitio del coagonista
glicina del NMDAR (Perkins & Stone, 1982; Schwarcz et al., 2012). En ambos casos, el
resultado global es una disminucion de la neurotransmision glutamatérgica, lo que
conduce a una reduccion en la liberacién de dopamina en el NAcc (Morales-Puerto et al.,
2021).

Para evaluar la implicacion de estos receptores en el efecto de Ro 61-8048 sobre la
autoadministracion de fentanilo, se evaluo el efecto del pretratamiento con el modulador
alostérico positivo de a7 nAChR, PNU-120596, y el agonista del sitio de glicina del
receptor NMDA, D-Serina (D-Ser). Se sabe que la inhibicion de KMO aumenta la
concentracion de KYNA en NAcc. Dado que KYNA es un modulador alostérico negativo
de a7 nAChR y un antagonista del sitio de glicina en el NMDAR, si la administracion de
PNU-120596 o D-Ser previniera la reduccion de consumo de fentanilo producida por Ro
61-8048, podria confirmarse la participacion de a7 nAChR o NMDAR en el efecto del
inhibidor de KMO sobre el consumo de fentanilo.

El pretratamiento con PNU-120596 (8 mg/kg, i.p.) no afectdé a la disminucion del
consumo de fentanilo inducida por Ro 61-8048 en la fase de mantenimiento. Por lo tanto,
al menos en esta fase y bajo las condiciones experimentales empleadas en ratas sometidas
a autoadministracion intravenosa de fentanilo, el efecto de Ro 61-8048 no parece estar
mediado por a7 nAChRs. Este resultado contrasta con los estudios previos descritos en
la literatura cientifica, en los que la administracion de PNU-120596 previno los efectos
de Ro 61-8048 sobre otras drogas de abuso, como la reduccion del consumo o la
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reinstauracion de la conducta de buisqueda inducida por etanol o cannabinoides en ratones,
ratas o primates no humanos (Gil de Biedma-Elduayen et al., 2022; Giménez-Gémez et
al., 2018; Justinova et al., 2013; Secci et al., 2017). De entre todos estos estudios citados,
solo se emplearon ratas en los publicados por Justinova y Secci. En estos estudios, la
dosis de PNU-120596 empleada fue de 1 mg/kg i.p. Aunque este grupo examino el efecto
de PNU-120596 sobre la disminucién de la liberacion de dopamina inducida por Ro 61-
8048 tras la administracion de THC, no investigd su impacto en la conducta de
autoadministracion de cannabinoides en ratas, sino en monos ardilla (Justinova et al.,
2013). Por su parte, Secci y colaboradores demostraron que el pretratamiento con PNU-
120596 previene el efecto de Ro 61-8048 sobre la disminucion del consumo de THC y la
reinstauracion de la conducta de busqueda de THC en monos ardilla (Secci et al., 2019).
Interesantemente, en un estudio sobre autoadministracion de nicotina en ratas, PNU-
120596 no revirtid la reduccion del consumo y la conducta de busqueda inducida por Ro
61-8048, mientras que en monos ardilla si lo hizo (Secci et al., 2017). La eleccion en
nuestro estudio de una dosis alta de PNU-120596 se baso en los marcados incrementos
en los niveles de KYNA inducidos por Ro 61-8048 y la falta de efecto de la dosis de 1
mg/kg en la reversion de los efectos de Ro 61-8048 en ratas sometidas a
autoadministracion de nicotina, descrito por Secci y colaboradores. La dosis elevada de
PNU-120596 empleada en nuestros estudios no afecta la actividad locomotora en ratones
(Freitas et al., 2013). Ademas, se ha descrito que dosis entre 1 y 8 mg/kg i.p. de PNU-
120596 por si mismo no influyen en el consumo de alcohol en modelos murinos de ingesta
episodica de alcohol (DID) (Giménez-Goémez et al., 2019) o exposicidon crénica
intermitente (CIE) (Gil de Biedma-Elduayen et al., 2022), ni tampoco en la conducta
adictiva en fase de mantenimiento o reinstauracion de autoadministracion de THC o
nicotina en ratas y primates (Justinova et al., 2013; Secci et al., 2017). En nuestro estudio,
en la misma linea que los anteriormente expuestos, la administracion de 8 mg/kg i.p de
PNU-120596 no afecta por si misma a la conducta de autoadministracién de fentanilo. La
variabilidad en la capacidad de PNU-120596 para prevenir los efectos de Ro 61-8048 se
puede atribuir a diferencias entre las especies, ya que la concentracion de KYNA es
significativamente mayor en primates que en roedores. Ademas, la accion de KYNA sobre
a7 nAChR esté siendo recientemente objeto de debate por expertos. Algunos autores muy
relevantes han sefialado dificultades en la reproducibilidad de este efecto, argumentando
que KYNA podria bloquear la neurotransmision en sinapsis nicotinicas indirectamente,
al interferir en la excitabilidad neuronal mediante el bloqueo de receptores
glutamatérgicos, o al afectar la produccion y liberacion de acetilcolina (T. W. Stone, 2020;
T. W. Stone et al., 2024). A pesar de esto, la evidencia acumulada apoya la interaccion de
KYNA con los a7 nAChR tanto in vitro como in vivo (Carpenedo et al., 2001; Morales-
Puerto et al., 2021).

Habiendo descartado la participacion de los a7 nAChR, evaluamos el efecto del
pretratamiento con el agonista del sitio de glicina en el receptor NMDA, D-Ser (800
mg/kg, 1.p.). Pudimos observar que el pretratamiento con este compuesto no tuvo
efecto sobre la disminucion del consumo de fentanilo inducido por Ro 61-8048
durante la fase de mantenimiento. Por lo tanto, bajo las condiciones experimentales
empleadas, no podemos concluir que los NMDAR estén implicados en el efecto de Ro
61-8048 sobre la reduccion del consumo de fentanilo. El uso de D-Ser ha mostrado ser
efectivo en otros modelos de conducta adictiva, especialmente en relacion con la cocaina.
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Concretamente, D-Ser (100 mg/kg, i.p) favorece la consolidacion del aprendizaje de
extincion en un modelo de autoadministracion de cocaina (Kelamangalath et al., 2009) y
en el paradigma de preferencia de lugar condicionado, y, ademds, bloquea la
sensibilizacién comportamental inducida por cocaina (Liu et al., 2016). Sin embargo, en
nuestro estudio no se observd que tuviera efecto sobre la conducta de autoadministracion
de fentanilo, lo que sugiere que los mecanismos neurobioldgicos subyacentes al efecto de
Ro 61-8048 pueden diferir entre diferentes sustancias de abuso. Para tratar de antagonizar
los posibles efectos de las concentraciones elevadisimas de KYNA producidas por Ro 61-
8048, empleamos una dosis alta de D-Ser que ha sido empleada en otros estudios
conductuales en ratas sin que afecte a la actividad locomotora (Bai et al., 2014;
Malkesman et al., 2012). A pesar de que el mecanismo de accién de Ro 61-8048 mediado
por NMDAR estd mucho menos explorado en comparacion con su accidon por o7
nAChRs, nuestros resultados contrastan con estudios previos en los que la inhibicion de
NMDARs que contienen la subunidad GluN2B, mediante ifenprodilo, aminora la
conducta adictiva inducida por opioides en modelos de autoadministracion o preferencia
de lugar condicionado (Ma et al., 2011; H. Shen et al., 2011). Asimismo, la memantina,
un antagonista no competitivo de los NMDAR, ha mostrado eficacia en la reduccion del
consumo, el craving y el sindrome de abstinencia asociado al uso de opioides
(Montemitro et al., 2021).

Habiendo descartado, al menos en las condiciones experimentales empleadas, la
implicacion de los receptores a7 nACh y NMDA en el efecto de Ro 61-8048 sobre el
consumo de fentanilo, seria interesante constatar la ausencia del papel modulador de estos
receptores con otros farmacos que intervengan sobre los mismos con un perfil
farmacolodgico diferente. Teniendo en cuenta que KYNA puede actuar tanto sobre el sitio
de glicina, como sobre el sitio de glutamato (Perkins & Stone, 1982; Schwarcz et al.,
2012; T. W. Stone et al., 2024), seria pertinente evaluar si un agonista de NMDAR por si
mismo o en combinacidn con un agonista del sitio de glicina de NMDAR previene el
efecto de Ro 61-8048 sobre el consumo de fentanilo. Con respecto a a7 nAChR, seria
pertinente realizar ensayos con un agonista de estos receptores. Otro factor para
considerar es que la droga de abuso y la fase de la conducta adictiva pueden influir en los
resultados. Por ejemplo, Ro 61-8048 se ha mostrado eficaz para reducir la reinstauracion
de la conducta de busqueda de cocaina en ratas (Vengeliene et al., 2016), pero no afecta
a la autoadministracion de cocaina en monos ardilla (Justinova et al., 2013; Secci et al.,
2017), aunque si reduce la reinstauracion de la conducta de busqueda de cocaina inducida
por estimulo condicionado en estos ultimos animales (Secci et al., 2017). Por esto, seria
de interés desarrollar mas experimentos para establecer la posible implicacion de los o7
nAChR y NMDAR en una fase diferente a la de mantenimiento. Ademas, seria pertinente
explorar en el futuro la posible participacion de otros receptores que interactian con
KYNA. Entre estos se podrian considerar los receptores GPR35, AhR, AMPA y kainato.
Aunque gran parte de la discusion sobre la inhibicion de la neurotransmision
glutamatérgica se enfoca en los NMDAR, es crucial considerar que el bloqueo de los
receptores AMPA y kainato por KYNA también podria desempefiar un papel significativo
ya que estos receptores son fundamentales para mantener la excitabilidad neuronal basal
que influye en la actividad de los NMDAR (T. W. Stone et al., 2024). Por ultimo, un
aspecto de especial interés seria analizar la liberacion de dopamina y glutamato en areas
clave en el circuito de recompensa mesocorticolimbico, como PFC, VTA y NAcc. Esto
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permitiria identificar con mayor precision el mecanismo subyacente a la modulacion de
la conducta adictiva inducida por fentanilo por parte de Ro 61-8048, similar a lo realizado
por Secci y colaboradores en sus estudios sobre THC (Secci et al., 2019) y en linea con
los enfoques de Carpenedo o Zwilling (Carpenedo et al., 2001; Zwilling et al., 2011).

Perfil de seguridad preclinica de Ro 61-8048

Los experimentos realizados en la prueba de campo abierto y en el Rotarod, junto con
la evaluacion de la conducta operante inespecifica en el modelo de autoadministracién
mediante el analisis de las presiones en la palanca inactiva, nos permiten descartar que
el efecto de Ro 61-8048 se deba a factores no relacionados con su accion especifica
sobre la conducta adictiva, como alteraciones en la funciéon motora, letargia o
sedacion. Estos resultados proporcionan una vision preliminar del perfil de seguridad del
inhibidor de la enzima KMO en ratas. Adicionalmente, el potencial traslacional de la
accion de Ro 61-8048 sobre la conducta adictiva podria incrementarse si se demuestra
que su accion es selectiva para las drogas de abuso, sin afectar a reforzadores naturales
como la sacarosa o la comida. Esta selectividad seria un indicativo clave para el desarrollo
de futuras terapias con un perfil de seguridad mas favorable.

La administracion de Ro 61-8048 provoco una disminucion del 62% en la actividad
locomotora, medida como la distancia total recorrida en la prueba de campo abierto.
En la literatura disponible, Ro 61-8048 a dosis entre 40 y 100 mg/kg (Gil de Biedma-
Elduayen et al., 2022; Giménez-Gomez et al., 2018) no afecta a la actividad locomotora
en ratas y ratones o lo hace de forma muy modesta (Vengeliene et al., 2016). Sin embargo,
en hamsteres, reduce la actividad locomotora a dosis de 100 o 150 mg/kg, pero no
inferiores (Richter & Hamann, 2003). Por otro lado, la administracion de una dosis alta
(200 mg/kg 1.p.) de KYN ha mostrado no tener efecto sobre la actividad locomotora de
ratas en la prueba de campo abierto (Vécsei & Beal, 1990). Sorprendentemente, hay
estudios no relacionados con el analisis de los TCS en los que la inhibiciéon de KMO ha
mostrado efectos beneficiosos, como la restauracion de la actividad locomotora en un
modelo murino de endometriosis (Higgins et al., 2024). Ademas, en animales KO para la
expresion de KMO en hepatocitos se ha observado un aumento de la actividad locomotora
(Hayes et al., 2023). Estos datos sugieren que el efecto de la inhibicion de KMO sobre la
actividad motora es altamente variable, dependiendo del modelo animal, la estrategia
seguida para la inhibicion y las dosis utilizadas.

Teniendo en cuenta la disminucion de la actividad locomotora observada, decidimos
evaluar una posible afectacion en la funciéon motora mediante la prueba de Rotarod. Esta
prueba es ampliamente utilizada para evaluar el aprendizaje y la coordinacion motora, el
equilibrio y la resistencia a la fatiga en roedores, pero también es util para detectar
letargia, sedacion o alteraciones en la conducta motora motivada (Douton et al., 2022;
Voigt et al., 2014). En nuestro estudio, la administracion de Ro 61-8048 (100 mg/kg i.p.)
no afecto a la latencia de caida en la prueba de Rotarod, lo que indica que el
tratamiento no comprometio la coordinacion o el equilibrio de los animales. Ademas,
en el paradigma de refuerzo de razon progresiva, las ratas bajo la influencia de Ro 61-
8048 realizaron numerosas presiones en la palanca activa para autoadministrarse
fentanilo. Este comportamiento adicional refuerza la idea de que la reduccion del
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consumo o la busqueda de fentanilo inducida por Ro 61-8048 no se debe a dificultades
motoras, sedacion, letargia o efectos inespecificos sobre la conducta motora motivada.
Estos resultados, en conjunto, sugieren que el efecto del inhibidor de KMO sobre la
conducta adictiva es especifico y no esté relacionado con déficits en la funcién motora.

Justinova y colaboradores describieron que la administracion i.p. de 100 mg/kg de Ro 61-
8048 en ratas sometidas a la autoadministracion de un cannabinoide sintético provoco
una disminucion en el numero de presiones sobre la palanca inactiva. Sin embargo, en
nuestros experimentos, la administracion de Ro 61-8048 no alterd significativamente el
numero de pulsaciones de la palanca inactiva, salvo en los experimentos de reinstauracion
inducida por estimulo condicionado, en animales tanto con dolor neuropatico como sin
dolor. La diferencia observada en el grupo sin dolor podria deberse a un numero
andémalamente elevado de pulsaciones en la palanca inactiva antes del tratamiento en el
grupo que recibido Ro 61-8048 y autoadministrd fentanilo. No obstante, la magnitud de
este efecto fue muy limitada en ambos experimentos. Incluso si esta disrupcion
inespecifica del comportamiento fuera significativa, su impacto seria pequefio en
comparacion con el efecto de Ro 61-8048 en la disminucion del consumo o la busqueda
de fentanilo, como se refleja en la reduccion de las presiones sobre la palanca activa.
Ademas, el hecho de que Ro 61-8048 (30 mg/kg) reduzca el consumo de WIN 55,212-2
en ratas sin afectar significativamente a las respuestas sobre la palanca inactiva (Justinova
et al., 2013) refuerza la idea de que el efecto del inhibidor de KMO en la conducta de
autoadministracion de fentanilo no es resultado de una disrupcion inespecifica de la
conducta operante. Estos hallazgos subrayan que la modulacioén del consumo o busqueda
de fentanilo inducida por Ro 61-8048 es un fendmeno especifico relacionado con la
conducta adictiva, y no con alteraciones motoras o comportamentales inespecificas.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral con respecto al efecto de Ro 61-
8048 sobre la autoadministracion y consumo de reforzantes naturales contrastan
notablemente con lo descrito previamente en la literatura cientifica. En estudios previos,
la administracion i.p. o intramuscular de 100 o 20 mg/kg de Ro 61-8048, respectivamente,
no alteré el mantenimiento de la autoadministracion de pellets de comida en ratas ni
monos ardilla (Justinova et al., 2013). Asimismo, en experimentos realizados en nuestro
propio laboratorio, la administraciéon de 100 mg/kg de Ro 61-8048 i.p. no alter6 el
consumo voluntario de sacarosa o sacarina en un modelo de eleccion entre dos botellas
en ratones (Giménez-Goémez et al., 2018). Sin embargo, en los experimentos realizados
en esta Tesis, se observo que Ro 61-8048 redujo el consumo de sacarosa y previno la
reinstauracion de busqueda de pellets de sacarosa o comida inducida por estimulo
condicionado. Las variaciones en la respuesta a Ro 61-8048 podrian estar relacionadas
con diferencias en la biologia de los sistemas de recompensa entre especies o incluso entre
cepas de ratas, lo que sugiere que la modulacion de estos circuitos por KYNA podria tener
un componente especie-especifico o estar influenciada por factores genéticos que atin no
han sido completamente elucidados. Sin embargo, parece bastante improbable que una
diferencia tan marcada en la conducta se produzca por una diferencia asi. El hecho de que
el inhibidor de KMO prevenga la reinstauracion de la conducta de busqueda de sacarosa
o comida inducida por estimulo condicionado en animales con disponibilidad ilimitada
de comida sin afectar al peso de estos (datos no mostrados) puede verse desde otra
perspectiva. Estos hechos nos sugieren que Ro 61-8048 tiene un efecto beneficioso sobre
el craving reactivo a un estimulo condicionado asociado a los reforzantes naturales. Este
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dato es relevante, ya que indica que la accion de Ro 61-8048 no estd restringida
exclusivamente a drogas de abuso, sino que también modula comportamientos
relacionados con reforzadores naturales, como la comida. Desde una perspectiva
mecanistica, este resultado es coherente con lo que se sabe sobre los efectos de la
inhibicion de KMO en otros contextos. En primer lugar, el hecho de que Ro 61-8048
afecte al consumo y busqueda de drogas de abuso ya ha sido bien documentado, como se
ha observado con fentanilo en esta Tesis y con otras sustancias como cannabinoides,
nicotina, cocaina o etanol en estudios previos. En segundo lugar, tanto las drogas de abuso
como los reforzadores naturales activan vias dopaminérgicas mesolimbicas en regiones
clave del circuito de recompensa, como el NAcc, donde generan una liberacion de
dopamina en respuesta a la ingesta o el consumo. Estos comportamientos, aunque
asociados a diferentes tipos de reforzadores, comparten circuitos neuronales que regulan
procesos criticos como la atribucion de saliencia a incentivos, la motivacion, el
aprendizaje, el condicionamiento, el control inhibitorio y la regulacion emocional. En este
sentido, es plausible que la inhibicion de la KMO, que lleva a un aumento de los niveles
de KYNAy a la consecuente modulacion de los receptores glutamatérgicos y nicotinicos,
impacte de manera similar tanto en el craving por drogas como por comida. Ademas, los
estudios sobre las redes mesocorticolimbicas, que subyacen al procesamiento de
recompensas naturales y de drogas, han demostrado que estas redes estdn altamente
interconectadas con areas responsables del control emocional, la toma de decisiones y las
funciones ejecutivas (Volkow et al., 2008). Esto sugiere que la inhibiciéon de KMO puede
tener un efecto de amplio espectro sobre los comportamientos impulsados por reforzantes,
debido a su influencia sobre la homeostasis dopaminérgica y su posible impacto en la
excitabilidad neuronal a través de receptores como los NMDA, AMPA o a7 nACh. Desde
una perspectiva traslacional, los efectos de Ro 61-8048 sobre la conducta relacionada con
la obtencion y busqueda de reforzadores naturales pueden interpretarse de dos maneras.
En primer lugar, la disminucion en el consumo y la busqueda de reforzadores naturales
observada podria sugerir un potencial efecto adverso, como la anhedonia o la pérdida de
apetito, en el contexto del tratamiento de pacientes con TCO. En este sentido, estudios
previos han mostrado que la administracion de KYN puede inducir anhedonia, como se
ha evidenciado en el test de preferencia por sacarosa en ratones (Salazar et al., 2012). Este
posible efecto adverso plantea la necesidad de una evaluacion cuidadosa en el desarrollo
clinico de inhibidores de KMO para el tratamiento de TCO. Por otro lado, los resultados
obtenidos también sugieren que los inhibidores de KMO podrian tener un potencial
terapéutico en el tratamiento de otros trastornos, como el trastorno por atracon o la ingesta
compulsiva. El hecho de que Ro 61-8048 reduzca el consumo de sacarosa y prevenga la
reinstauracion de la busqueda de alimentos en respuesta a estimulos condicionados
sugiere que este compuesto podria ser util para controlar comportamientos compulsivos
relacionados con el consumo de alimentos, lo que podria tener implicaciones clinicas en
el manejo de trastornos alimentarios (Jordan et al.,, 2019). Finalmente, es relevante
destacar que el tratamiento repetido con Ro 61-8048 durante siete sesiones en un estudio
de autoadministracion de fentanilo no alter6 el peso corporal de los animales (datos no
mostrados), lo que sugiere que el compuesto no afecta de manera significativa el consumo
de alimentos o el metabolismo a largo plazo (Vengeliene et al., 2016). Esto apoya la idea
de que los efectos de Ro 61-8048 sobre la conducta relacionada con los reforzadores
naturales podrian ser especificos de situaciones de recompensa y no necesariamente
inducir alteraciones globales en el balance energético.
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La prueba de exploracion en campo abierto, ademas de permitir evaluar los efectos del
tratamiento sobre la actividad locomotora, proporciona una medida indirecta de la
ansiedad. En este sentido, nuestros resultados apuntan a un efecto ansiogénico asociado
a la administracion 100 mg/kg de Ro 61-8048 que se manifiesta por un aumento del
tiempo pasado en la periferia y una disminucion del tiempo pasado en el centro del
equipo, un patrén comunmente interpretado como indicativo de mayor comportamiento
ansioso en roedores. La literatura cientifica sobre el efecto de la modulacion de la KynP
en el comportamiento similar a la ansiedad es variada y depende de varios factores, como
la especie, el paradigma experimental y las dosis utilizadas. En nuestro laboratorio, por
ejemplo, se ha reportado que la administracion de 50 mg/kg de Ro 61-8048 en ratones
dependientes de etanol no induce un efecto ansiogénico en el laberinto en cruz elevado
(Gil de Biedma-Elduayen et al., 2022). Sin embargo, otros estudios han mostrado que el
aumento agudo o repetido de los niveles de KYNA mediante estrategias farmacologicas
o genéticas puede inducir comportamientos indicativos de ansiedad en diversas pruebas,
como la exploracion en campo abierto, la caja iluminada/oscura o el laberinto en cruz
elevada, tanto en ratones como en ratas (Erhardt et al., 2017; Olsson et al., 2012; Salazar
etal., 2012; Vécsei & Beal, 1990). Es posible que la falta de efecto ansiogénico observado
en el estudio de Gil de Biedma-Elduayen y colaboradores se deba a diferencias clave en
el disefio experimental, como la utilizaciéon de una dosis mas baja de Ro 61-8048 (50
mg/kg), la eleccion de una especie animal distinta y el uso de un modelo diferente para
evaluar la ansiedad. Los resultados discrepantes en cuanto al perfil de efectos de Ro 61-
8048 sobre la ansiedad subraya la importancia de realizar estudios adicionales para
evaluar si una dosis mas baja, como 75 mg/kg, podria ser igualmente eficaz en la
reduccion de la conducta adictiva inducida por la autoadministracion de fentanilo en ratas,
sin provocar efectos ansiogénicos.

Los posibles efectos ansiogénicos observados con Ro 61-8048 podrian estar relacionados
con el aumento de los niveles de KYN y 3-HK tanto a nivel central como periférico, dado
que se ha demostrado que tanto KYN, como 3-HK y QUIN tienen efectos ansiogénicos.
Sin embargo, esta respuesta ansiogénica podria tedricamente contrarrestarse por el efecto
ansiolitico de metabolitos como el KYNA, el 4cido xanturénico (XA) y el acido
indolpiruvico, de los cuales se ha demostrado que poseen propiedades ansioliticas (Kim
& Jeon, 2018). Teniendo en cuento el marcado incremento en las concentraciones
centrales y periféricas de KYNA que genera Ro 61-8048, lo mas plausible es que el
balance entre metabolitos genere un perfil global ansiolitico, lo que contrasta con los
resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral. A pesar de esto, por ejemplo, se han
descrito niveles elevados de KYNA en pacientes con trastorno de ansiedad social (Butler
et al., 2022), por lo que seria importante estudiar los cambios especificos en el equilibrio
del resto de metabolitos implicados en ansiedad que no han sido analizados para entender
mejor como la inhibicion de KMO puede influir en el comportamiento relacionado con
la ansiedad y excluir la posibilidad de que los incrementos tan marcados en KYNA
puedan tener efectos ansiogénicos.

Las alteraciones en la KynP se han asociado a déficits cognitivos tanto en humanos como
en modelos animales. En estudios con humanos, se ha observado que un incremento en
el cociente KYN/TRP se correlaciona inversamente con el rendimiento cognitivo,
afectando especialmente las pruebas que evaliian la memoria y el lenguaje, mientras que
no se ha observado un impacto significativo en las funciones ejecutivas (Solvang et al.,
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2019). En pacientes con depresion, un aumento en el cociente QUIN/KYNA se asocia
con un menor rendimiento en tareas de memoria asociativa (Chirico et al., 2020). En
cuanto al impacto especifico de Ro 61-8048 en las funciones cognitivas de los roedores,
la literatura indica que diferentes dosis de este compuesto no afectan negativamente a
ciertas funciones cognitivas. Por ejemplo, la administracion i.p. de 50 mg/kg de Ro 61-
8048 no influye en la memoria en el test de reconocimiento de objeto novedoso (Gil de
Biedma-Elduayen et al., 2022), y dosis de 100 o 20 mg/kg no alteran la memoria de
trabajo en ratas o monos ardilla sometidos a la prueba de delayed-matching to sample
(Justinova et al., 2013). En modelos de roedores, se ha demostrado que un aumento en
los niveles de KYNA puede dar lugar a alteraciones cognitivas, incluyendo déficits en el
filtrado sensorimotor en la prueba de inhibicion pre-pulso (Erhardt et al., 2004; Shepard
et al., 2003), asi como en la memoria de trabajo (Chess et al., 2007), la memoria y el
aprendizaje contextual (Chess et al., 2009; Pocivavsek et al., 2011) y la flexibilidad
cognitiva (K. S. Alexander et al., 2012). Sin embargo, también existen evidencias que
sugieren que la administracion i.c.v. de dosis bajas de KYNA (0.5 pg) puede facilitar el
aprendizaje y la consolidacion de la memoria en ratones sanos, mediado por
neurotransmisores como dopamina, noradrenalina, acetilcolina y péptidos opioides
(Martos et al., 2022). La mayoria de los estudios citados anteriormente, donde se han
evidenciado alteraciones en la cognicion, han utilizado la administracion sistémica de
KYN, lo que podria sugerir que los efectos cognitivos atribuibles al aumento de KYNA
en el SNC pueden ser en realidad consecuencia de otros metabolitos de la KynP, diferentes
de KYNA o QUIN, que se generan secundariamente tras la administracion de KYN. Sin
embargo, algunos estudios que demuestran déficits cognitivos han utilizado la
administracion i.c.v. de KYNA (Martos et al., 2022; Pocivavsek et al., 2011), lo que
reduce la plausibilidad de esta hipotesis.

En conjunto, la evidencia sugiere un papel diferencial en la afectacion de las funciones
cognitivas, dependiendo de la administracion de ciertos metabolitos o inhibidores de la
KynP y sus dosis correspondientes. Estos hallazgos subrayan la necesidad de realizar
estudios en mayor profundidad sobre el efecto de diversas estrategias de modulacion de
la KynP y su impacto en las funciones cognitivas.

Ro 61-8048 no previene el desarrollo de abstinencia condicionada

Habiendo observado el marcado efecto de Ro 61-8048 sobre el craving reactivo a la
administracion no contingente de fentanilo o al estimulo condicionado asociado a este en
ratas dependientes en situacion de abstinencia tras la extincion de la conducta de
busqueda, evaluamos el efecto del inhibidor de KMO sobre el desarrollo de abstinencia
condicionada inducida por naloxona. Para ello, utilizamos el paradigma de aversion
condicionada de lugar (CPA) en ratas dependientes de fentanilo.

El protocolo experimental se desarrollo de manera adecuada, ya que se consigui6 que los
animales mostraran aversion hacia el compartimento asociado a la abstinencia inducida
por naloxona, lo cual se manifestd6 como una disminucién del porcentaje de tiempo y el
nimero de entradas en el compartimento condicionado. El tratamiento con Ro 61-8048
no afect6 a ninguno de estos parametros, por lo que los resultados sugieren que Ro 61-
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8048 no afectd a la abstinencia condicionada por naloxona en animales dependientes de
fentanilo.

Es relevante comparar nuestros resultados con estudios que han evaluado la abstinencia
inducida por opioides mediante la observacion y cuantificacion de sintomas fisicos de
abstinencia. Por ejemplo, la administracion i.c.v. de KYNA atentia la activacion de
neuronas en el locus coeruleus y reduce algunos de los sintomas de abstinencia inducidos
por naloxona en ratas dependientes de morfina (Rasmussen, 1991). Otro estudio mas
reciente mostrd que la inyeccion bilateral de KYNA en la médula rostral ventromedial
reduce los sintomas somaticos y autondémicos de abstinencia inducidos por naloxona en
ratas dependientes de morfina (Vera-Portocarrero et al., 2011). De hecho, a pesar de que
existen evidencias contradictorias, en general, el empleo de distintos tipos compuestos
con actividad inhibitoria sobre NMDAR se ha mostrado efectivo para reducir los sintomas
de abstinencia inducidos en roedores dependientes de opioides. Por ejemplo, se ha
empleado con éxito el antagonista del sitio de glicina en NMDAR felbamato, asi como
antagonistas no competitivos (MK-801) y competitivos (LY2774614) (Herman et al.,
1995). Teniendo en cuenta estas evidencias y el aumento de la concentracion periférica y
central de KYNA inducido por Ro 61-8048, cabria esperar que el desarrollo de
abstinencia condicionada fuera atenuado por los efectos bioquimicos de este inhibidor.
Sin embargo, nuestros resultados no son directamente comparables con los estudios
citados, ya que la discrepancia probablemente se deba al empleo del modelo CPA, el cual
mide la aversion condicionada en lugar de los sintomas fisicos de abstinencia, como
sacudidas de cabeza (wet-dog shakes), rechinar de dientes, posturas corporales anormales,
bostezos, acicalamiento excesivo, diarrea o pérdida de peso, ente otros. La aversion al
compartimento condicionado en el modelo CPA no refleja la dependencia fisica a opioides
en términos de sintomas de abstinencia, sino que evaltia el fendmeno de abstinencia
condicionada. En definitiva, el pretratamiento con el inhibidor de KMO durante la
fase de condicionamiento en el protocolo CPA no afecta al desarrollo de abstinencia
condicionada, ya que no previene la aversion al compartimento condicionado.
Estudios futuros que evalten los sintomas de abstinencia fisica durante los dias 5 y 7 del
protocolo, cuando se condiciona a los animales con naloxona y se administra Ro 61-8048,
nos permitiran determinar si el inhibidor de KMO tiene alglin efecto sobre los signos y
sintomas de abstinencia inducidos por naloxona en ratas dependientes de fentanilo.

Ro 61-8048 no afecta a la motivacion para obtener fentanilo

El pretratamiento con el inhibidor de KMO no tuvo efecto sobre la conducta de las ratas
en el paradigma de refuerzo de ratio progresivo (PR). En este esquema de refuerzo, los
animales deben incrementar de manera exponencial el esfuerzo requerido para obtener
cada dosis de fentanilo, lo que se ha empleado tradicionalmente para evaluar la
motivacion para obtener un reforzador. Sin embargo, recientemente algunos autores han
argumentado que el paradigma de refuerzo de PR no mide exclusivamente la motivacion,
como se suele interpretar, ya que este paradigma también puede verse influenciado por
factores como la sensibilizacion a la asociacion conducta-resultado y el valor del refuerzo.
Desde esta perspectiva, el paradigma PR podria interpretarse mejor como una medida de
persistencia o intensidad motivacional (K. G. Bryant & Barker, 2024). La ausencia de
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efecto del pretratamiento con el inhibidor de KMO sobre la conducta de las ratas en
este paradigma sugiere que Ro 61-8048 no afecta los procesos motivacionales que
subyacen al mantenimiento de la conducta o a la eficacia reforzante del fentanilo.
Una posible explicacion para esta falta de efecto en el paradigma PR, en contraste con su
eficacia en el paradigma de refuerzo fijo 1 (FR1), es que en el esquema PR el control de
la conducta puede estar mas relacionado con la expresion de habitos ya formados, en lugar
de una dirigida a objetivos. Es decir, la autoadministracion en PR podria estar dominada
por un control mas automatico e inflexible de la conducta. Desafortunadamente, no hemos
podido encontrar en la literatura estudios que informen sobre tratamientos que modulen
la conducta adictiva por opioides u otras drogas de abuso en un paradigma FR1, pero no
en PR. Esto podria deberse a un sesgo de publicaciéon, que limita los estudios que
informan sobre la ausencia de efectos en paradigmas de motivacion.

La conducta dirigida a objetivos, en condiciones normales, es flexible y se adapta a la
informacion disponible, mientras que la formacion de habitos, aunque es un proceso
adaptativo, puede llevar a un control de la conducta menos flexible. A través de la
repeticion prolongada, la conducta puede volverse automatica, perdiendo sensibilidad a
los cambios en el valor del reforzador o a nuevas contingencias (Dickinson, 1985; Everitt
& Robbins, 2016; K. S. Smith & Graybiel, 2016). Dado que los comportamientos
controlados por habitos tienden a ser insensibles a los cambios en el valor del reforzador,
un experimento que degrade la contingencia entre la conducta operante y la recompensa
(por ejemplo, mediante la administracion de dosis de fentanilo no contingentes) podria
ser util para evaluar el efecto de Ro 61-8048 en la sensibilizacion de la contingencia. En
este diseflo, los animales recibirian el mismo numero de refuerzos independientemente
de la conducta operante, lo que permitiria examinar si el inhibidor afecta la conducta
dependiente de hébitos. Aunque la distincion entre conductas motivadas y aquellas
controladas por habitos ha sido concebida como una dicotomia, es probable que estas dos
modalidades conductuales interactien o se solapen en ciertos contextos (K. G. Bryant &
Barker, 2024). Seria interesante explorar mas a fondo estas interacciones para comprender
mejor como Ro 61-8048 podria modular distintos aspectos del comportamiento adictivo.

El efecto de Ro 61-8048 sobre la conducta de busqueda no esta mediado
por la alteracion de la expresion de proteinas implicadas en la conducta
adictiva inducida por opioides

El estudio de la expresion de proteinas en el NAcc de ratas sometidas a la prueba de
reinstauracion inducida por fentanilo, en el que la conducta de busqueda fue prevenida
por Ro 61-8048, se centrd en proteinas relacionadas con la adiccion a distintas drogas de
abuso. El objetivo era investigar si estas proteinas podian mediar el efecto de Ro 61-8048
en la prevencion de la reinstauracion de la busqueda de fentanilo tras la administracion
de una dosis no contingente.

No se observaron cambios significativos en la expresion de GIluN2A, GluN2B, EAAT?2,
Akt (nativa y fosforilada) ni Erk1/2 (nativa y fosforilada) tras el tratamiento con Ro 61-
8048. Los factores especificos que puedan haber contribuido a estos resultados seran
discutidos en sucesivos parrafos, pero podrian estar afectados por el momento de
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recoleccion de las muestras y el enfoque del procesamiento. Las muestras analizadas
fueron recogidas 2.5 h después de un unico tratamiento con Ro 61-8048, lo que sugiere
que la cinética de la expresion de las diferentes proteinas podria haber desempefiado un
papel crucial, ademas de que la evaluacion se realizd en homogenado total y no en la
superficie celular, lo que también podria haber limitado la deteccion de cambios. Cabe
mencionar, ademas, que en estudios futuros se prevé la inclusion de un grupo control de
ratas que se autoadministren solucion salina, algo que no fue viable en este trabajo debido
a la disponibilidad limitada de equipos.

La administracion de Ro 61-8048 no altera la expresion total de las subunidades GluN2B
0 GIuN2A del NMDAR en NAcc. Un estudio previo demostré que la expresion de
GIuN2B en el core del NAcc aumenta tras la extincion de la conducta de busqueda de
heroina, y que la administracion de ifenprodilo, un antagonista especifico de receptores
que contienen GluN2B, reduce la reinstauracion de la busqueda de heroina inducida tanto
por la droga como por estimulo condicionado (H. Shen et al., 2011). En el paradigma de
CPP, este mismo farmaco bloquea de manera dosis-dependiente el desarrollo,
mantenimiento y reinstauracion de la preferencia de lugar inducida por morfina (Ma et
al., 2011).

Ya hemos mencionado anteriormente que los farmacos que bloquean el NMDAR, como
memantina, son eficaces en la reduccion del consumo, el craving y los sintomas de
abstinencia inducidos por opioides (Montemitro et al., 2021). Por otro lado, los agonistas
parciales del receptor NMDA, como D-Ser o D-cicloserina, han mostrado ser eficaces en
facilitar la extincion de la conducta de busqueda (Cleva et al., 2010). A pesar de esta
evidencia acumulada sobre el papel crucial de los receptores NMDA y la sefalizacion
glutamatérgica en las diferentes fases de la conducta adictiva inducida por diversas drogas
de abuso, nuestros resultados no muestran cambios significativos inducidos por el
tratamiento con Ro 61-8048 en la expresion total de las subunidades GluN2B o GluN2A
en el homogenado de NAcc. Esto sugiere que el efecto preventivo de Ro 61-8048 sobre
la reinstauracion de la conducta de busqueda no parece estar mediado por la alteracion de
la expresion de las subunidades GIluN2B o GluN2A del receptor NMDA en esta region
del cerebro.

Shen y colaboradores describieron una disminucion en la expresion en superficie de
EAAT?2 en el core del NAcc de ratas sometidas a extincion tras la autoadministracion de
heroina, la cual se acompafia de una reduccion en la recaptacion de glutamato, tanto in
vitro como in vivo. El tratamiento con ceftriaxona restaur6é los niveles normales la
expresion y actividad de EAAT2 en estos animales y redujo significativamente la
reinstauracion de la conducta de busqueda de heroina inducida por estimulo
condicionado. Los autores plantean la hipdtesis de que la disminucion de la recaptacion
de glutamato en NAcc core genera un “vertido” de glutamato (spillover) que difunde
hasta el espacio extrasinaptico, donde activa receptores NMDA que contienen
subunidades GluN2B y receptores mGlu5. Esta activacion desencadena una sefializacion
intracelular mediada por calcio, lo que conduce a una potenciacion sinaptica (H. W. Shen
et al,, 2014). En definitiva, la regulacion a la baja de EAAT2 puede aumentar la
neurotransmision excitatoria y facilitar la reinstauracion de la conducta de biisqueda no
solo de heroina, sino también de otras sustancias como cocaina y nicotina (Roberts-Wolfe
& Kalivas, 2015). Un estudio adicional de Fujio y colaboradores mostr6 que la inyeccion
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bilateral de adenovirus que aumentan la expresion de EAAT2 en el NAcc shell inhibi6 la
preferencia condicionada de lugar inducida por morfina o metanfetamina (Fujio et al.,
2005). A pesar de estas evidencias, los resultados obtenidos sugieren que el efecto del
tratamiento con Ro 61-8048 no estd mediado por una alteracion en la expresion de EAAT2
en NAcc durante la prueba de reinstauracion inducida por la droga. En su lugar, es
probable que el efecto del inhibidor de KMO esté relacionado con una disminucion de la
sefializacion glutamatérgica inducida por Ro 61-8048, como se ha descrito previamente
(Carpenedo et al., 2001; Secci et al., 2019; Zwilling et al., 2011).

La administracién de Ro 61-8048 no induce alteraciones en la expresion de Akt, ni en su
forma nativa ni fosforilada en Ser473 (pAkt-473). Zhu y colaboradores demostraron en
2021 que la expresion total de pAkt-473 se correlaciona con la incubacion del craving,
observandose niveles mas elevados de esta proteina en el NAcc de ratas sometidas a
reinstauracion inducida por estimulo condicionado, con un incremento proporcional al
tiempo de abstinencia. Ademas, el pretratamiento con un inhibidor de Akt redujo de
manera dosis-dependiente tanto la conducta de busqueda en la prueba de reinstauracion
como los niveles de pAkt-473. Estos hallazgos fueron reproducidos utilizando
herramientas genéticas, mostrando que la regulacion a la baja de la isoforma 1 de Akt en
NAcc también atenuaba la reinstauracion de la conducta de busqueda de heroina inducida
por estimulo condicionado (Zhu et al., 2021). El efecto de los opioides sobre la activacion
de Akt parece ser dependiente de la region cerebral analizada. En un modelo murino de
autoadministracion oral de fentanilo, la expresion de pAkt-473 en homogenado total de
corteza prefrontal dorsomedial disminuy6 tras catorce dias de abstinencia forzada (G. Li
et al., 2023). Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral sugieren que el efecto de Ro
61-8048 sobre el craving reactivo a una dosis no contingente de fentanilo no estd mediado
por modificaciones en la activaciéon de Akt en NAcc. Esto indica que, aunque la via
Akt/pAkt-473 estd implicada en la reinstauracion de la conducta de busqueda de opioides
en otros contextos, Ro 61-8048 parece actuar a través de mecanismos diferentes a la
modulacion de esta via en el NAcc.

Los opioides pueden activar la via de sefializacion dependiente de B-arrestinas, lo que
incluye la activacion de kinasas, como Erk1/2 (Al-Hasani & Bruchas, 2011). En este
contexto, Sun y colaboradores observaron una reduccion en la expresion de pErk1/2 en
el homogenado total de NAcc de ratas sometidas a la prueba de reinstauracion de la
conducta de busqueda de heroina inducida por estimulo condicionado. Esta reduccion en
la expresion se acompaia de una disminucion de la expresion de la forma fosforilada del
factor de transcripcion CREB (pCREB), el cual es sustrato de Erk1/2. Estos hallazgos son
relevantes, ya que la inactivacion de la sefializacion CREB podria contribuir al estado
emocional negativo asociado con la abstinencia y a la incubacion del craving tras un
periodo prolongado de abstinencia (A. Sun et al., 2015). Sin embargo, estos resultados
contrastan con los obtenidos en un modelo murino de autoadministracion oral de
fentanilo, donde no se aprecio ninguna variacion en la expresion de Erk1/2, ni en su forma
nativa ni fosforilada, tras la prueba de reinstauracion inducida por contexto asociado (G.
Li et al., 2023). De manera similar, en nuestro estudio, la expresion de Erk1/2, tanto en
su forma nativa como fosforilada, no se vio alterada en el NAcc de ratas sometidas a la
prueba de reinstauracion inducida por fentanilo. En conjunto, estos hallazgos sugieren
que el efecto preventivo de Ro 61-8048 sobre la conducta de busqueda de fentanilo no
parece estar mediado por la modulacion de la expresion de Erk1/2 o pErk1/2. Es posible
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que las alteraciones en la sefalizacion de Erk1/2, o su implicacion, sean especificas del
tipo de opioide empleado, como se sugiere al comparar los resultados de estudios que
emplean heroina y fentanilo. Esta especificidad podria ser relevante para entender las
diferencias en los mecanismos moleculares subyacentes a la conducta adictiva inducida
por distintos opioides.

Metabolitos de la KynP como potenciales biomarcadores diagnosticos en
TCO

Con el fin de identificar potenciales biomarcadores de TCO en nuestros animales, se llevo
a cabo la cuantificacion de metabolitos de la KynP por UPLC-MS/MS en plasma de
animales sometidos a autoadministracion de salino o fentanilo que recibieron Ro 61-8048
o su vehiculo durante la prueba de reinstauracion inducida por estimulo condicionado. Al
tratar a los animales con el inhibidor de KMO, es posible obtener informacion valiosa
sobre la eficacia terapéutica de Ro 61-8048 en la reinstauracion de la conducta de
busqueda, asi como determinar si este compuesto tiene el potencial de revertir
alteraciones en los metabolitos de KynP que podrian haber sido inducidas por la
administracion de fentanilo.

En primer lugar, la historia de autoadministracion de fentanilo generé un perfil de
concentraciones plasmaticas diferencial caracterizado por unos niveles plasmaticos de 3-
HK y QUIN ligeramente disminuidos. Hasta donde llega nuestro conocimiento, solo
existe un estudio que describe niveles disminuidos de KYN y TRP en pacientes con TCO
(Ghanbari et al., 2021). En el caso del trastorno por consumo de alcohol destacan dos
estudios que apuntan a niveles incrementados de QUIN y disminuidos de KYNA en
plasma de pacientes en periodo de abstinencia alcohdlica (Leclercq et al., 2021,
Mechtcheriakov et al., 2022). A pesar de que la literatura relativa al potencial de
metabolitos de la KynP como biomarcadores es escasa, y que no podemos comparar
directamente nuestros resultados con los obtenidos en otras especies y modelos de
diversas drogas, nuestros hallazgos contrastan con los de estos estudios, mostrando
alteraciones frontalmente opuestas en comparacion con los niveles plasmaticos
observados en pacientes alcoholicos. Esto, sorprendentemente, sugiere que la historia de
fentanilo puede ejercer un efecto teéricamente beneficioso a nivel de la KynP, al disminuir
las concentraciones plasmaticas de dos metabolitos ampliamente caracterizados como
neurotoxicos, 3-HK y QUIN. Estas diferencias en los perfiles de metabolitos pueden
atribuirse, al menos parcialmente, a diferencias relativas a la especie, droga de abuso y la
fase de la conducta adictiva estudiada.

Por otro lado, podemos observar como se replica el efecto de Ro 61-8048 de desviacion
de la KynP hacia la rama de produccion de KYNA, como se describidé en una seccion
anterior, aunque con ligeras diferencias. En este caso, se aprecian concentraciones
plasmaticas elevadas de PA, mientras que los niveles de 3-HAA no muestran alteraciones
significativas. Hay dos factores atribuibles a priori a estas diferencias observadas. El
primero se relaciona con el uso de pentobarbital durante el sacrificio de los animales en
los que se realizaron estas determinaciones. En contraste, en el resto de los grupos
experimentales analizados no se empled pentobarbital, ya que no se sacrificaron por
perfusion. Es relevante destacar que el uso de este anestésico ha producido una
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disminucion de alrededor del 50% en los niveles plasmaticos de TRP, independientemente
del tratamiento con el inhibidor de KMO, como se ha descrito previamente (Eriksson et
al., 1981). Teniendo esto en cuenta, es posible que la utilizacién de pentobarbital como
anestésico terminal haya afectado a la KynP y haya interactuado con el efecto de Ro 61-
8048, lo cual podria explicar las diferencias observadas en las concentraciones de PA 'y 3-
HAA en comparacién con los otros grupos. El segundo factor que podria haber influido
en estas discrepancias es el hecho de haber empleado diferentes animales en un periodo
de tiempo diferente para los experimentos, lo que puede introducir variabilidad bioldgica
en las mediciones de metabolitos. Esta variabilidad inherente en los sujetos puede
contribuir a las diferencias en los perfiles de metabolitos observados y subraya la
importancia de controlar las condiciones experimentales al interpretar los resultados.

En el mismo estudio, decidimos evaluar la concentracion plasmatica de metabolitos de la
KynP en animales sacrificados durante la primera sesion de extincion o tras la
reinstauracion inducida por estimulo condicionado. El andlisis realizado mediante
UPLC-MS/MS del plasma de estos animales muestra que los individuos sacrificados tras
la prueba de reinstauracion presentan concentraciones plasmaticas significativamente
superiores de TRP, QUIN y PA. Por el contrario, los niveles de 3-HK son menores
en comparacion con los individuos sacrificados durante la primera sesion de
extincion. Estos hallazgos son relevantes, ya que muestran un perfil diferente de
concentraciones plasmaticas de metabolitos de la KynP en dos situaciones distintas que
comparten un factor en comun muy importante: el craving. Este fenomeno subraya la
posibilidad de que los metabolitos de la KynP puedan tener roles funcionales en la
modulacion de las conductas adictivas. Seria interesante investigar el papel funcional
directo de alguno de estos metabolitos alterados segun la fase de la conducta adictiva,
mediante la administracién de estos metabolitos en el NAcc y evaluar sus efectos en la
conducta de busqueda de droga o en el craving.

Finalmente, el efecto de Ro 61-8048 en este experimento, donde se evaluo la influencia
de la fase de la conducta adictiva, reprodujo en general lo descrito en secciones anteriores.
Sin embargo, se observaron diferencias en los metabolitos 3-HAA y PA en comparacion
con el efecto de Ro 61-8048 descrito en el experimento anterior con animales en
reinstauracion. Estos hallazgos sugieren que el contexto de la fase de la conducta adictiva
puede influir en la respuesta a Ro 61-8048 y resalta la complejidad de la interaccion entre
el tratamiento farmacoldgico y el estado del sujeto en relacion con la adiccion.

Potencial terapéutico de Ro 61-8048 en TCO y dolor neuropatico

Ro 61-8048 es efectivo en la modulacion de la conducta adictiva inducida por fentanilo
en ratas, ya que dificulta la adquisicion, reduce el consumo, facilita la extincion y previene
la reinstauracion inducida por estimulo condicionado o una dosis no contingente de
fentanilo. Ademas, Ro 61-8048 ejerce estos efectos con un perfil de seguridad a nivel
preclinico relativamente favorable, ya que afecta de manera especifica la conducta
adictiva, sin alterar de forma significativa la funcién motora, cognitiva o la conducta
operante inespecifica. No obstante, existe evidencia variada sobre el papel de Ro 61-8048
en la actividad locomotora espontanea, en la ansiogénesis, o en la obtencién de
reforzantes naturales, que sugiere una cierta cautela.
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Para poder valorar adecuadamente el potencial de Ro 61-80148 como tratamiento para el
TCO, es necesario considerar el estado de otras estrategias terapéuticas en desarrollo.

Una de estas estrategias son las inmunofarmacoterapias, incluidas las vacunas y los
anticuerpos monoclonales dirigidos contra fentanilo y otros opioides. La inmunizacion
con estos productos reduce la distribucion de la droga al cerebro al atrapar la sustancia en
la periferia. Esta estrategia ha mostrado resultados prometedores en estudios preclinicos,
demostrando la capacidad de reducir los efectos analgésicos y de depresion respiratoria
en roedores. De hecho, se esta llevando a cabo un ensayo clinico en fase I de una vacuna
para oxicodona (Volkow & Blanco, 2023). Sin embargo, una limitacion importante de
esta estrategia es su aplicabilidad en escenarios de consumo en el mundo real. En este
contexto, seria necesario que la vacuna mostrara reactividad cruzada contra varios
opioides, debido a la variedad de sustancias consumidas y la complejidad del mercado
ilicito. Ademas, los esfuerzos previos en el desarrollo de vacunas contra la cocaina o
nicotina fracasaron debido a la falta de una respuesta inmunitaria suficientemente robusta.
En cuanto a la inmunizacion pasiva con anticuerpos, aunque podria ser efectiva, tiene
menor potencial terapéutico debido a la necesidad de multiples dosis (Y. Han et al., 2019;
Volkow & Blanco, 2023).

Otra intervencion no farmacoldgica en desarrollo es la neuromodulacion, que puede ser
invasiva o no invasiva y utilizarse como tratamiento Uinico o coadyuvante para el TCO.
Se estan estudiando diversas técnicas como la estimulacion magnética transcraneal
(TMS), la estimulaciéon de corriente directa transcraneal (tDCS, direct current
stimulation), los ultrasonidos focalizados de baja intensidad (LIFU, low-intensity focused
ultrasound) y la estimulacion nerviosa periférica. Estas intervenciones buscan actuar
sobre areas y circuitos implicados en las conductas adictivas, con estudios que ya se han
enfocado en la insula, la corteza cingulada anterior y la corteza prefrontal dorsolateral
(Volkow & Blanco, 2023).

El resto de las estrategias terapéuticas que describiremos son de naturaleza farmacologica.
Por un lado, se estan explorando opciones que podrian llegar rapidamente al mercado
mediante la estrategia de reposicionamiento de farmacos. Esto implica investigar
farmacos ya aprobados para otras indicaciones, como el suvorexant (antagonista dual de
receptores de orexinas) (James et al., 2020) o liraglutida (agonista del receptor de GLP-
1) (Douton et al., 2022; Urbanik et al., 2022), que, de ser eficaces, podrian llegar a la
clinica mas rapidamente al estar ya autorizados para otras indicaciones terapéuticas.

Por otro lado, se estan investigando farmacos antagonistas de KOR y del receptor del
factor liberador de corticotropina (CRF) para reducir la reactividad al estrés, asi como
agonistas parciales o antagonistas del receptor de dopamina D3 (Jordan et al., 2019; You
et al., 2019) para modular el consumo y la reactividad a estimulos asociados. También se
estan investigando antagonistas de los receptores de orexina 1 y de neuroquinina 1 para
modular el circuito de recompensa. La mayoria de estos compuestos se encuentran en
etapas preclinicas (Volkow & Blanco, 2023).

Un farmaco muy prometedor para el tratamiento del TCO y la sobredosis por opioides es
el methocinnamox (MCAM). MCAM es un antagonista MOR con accidon
pseudoirreversible, lo que le confiere una potencia y duracion notables. Ademas, actua de
manera reversible sobre los DOR. En estudios realizados en macacos Rhesus, la
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administracion de MCAM previene y atentia repetidamente los efectos de depresion
respiratoria inducidos por heroina, mostrando una duracién de accién significativamente
mayor que la naltrexona. En cuanto a su potencial para reducir la conducta adictiva, la
administracion de una unica dosis de MCAM disminuye la autoadministracion
intravenosa de heroina en macacos Rhesus, tanto en el dia de la administraciéon como
durante los diez dias siguientes. Este efecto se acompana de un perfil de seguridad
adecuado en este modelo animal, ya que su administracion no afecta a parametros
fisiol6gicos como presion arterial, frecuencia cardiaca o temperatura corporal (Gerak et
al., 2019). El mismo grupo de investigacion demostré en macacos Rhesus que una Unica
dosis de MCAM reduce la autoadministracion de fentanilo durante dos semanas, mientras
que la naltrexona solo es efectiva durante la primera sesion de autoadministracion.
Ademéds, la administracion repetida (cinco dosis, una cada doce dias) atentia la
autoadministracion de fentanilo durante mas de dos meses, incluso cuando los niveles
plasmaticos del farmaco eran muy bajos. Es importante destacar que MCAM no afecta a
la autoadministracion de cocaina, lo que sugiere una selectividad especifica para opioides
(Maguire et al., 2020).

Otra molécula de interés en el tratamiento del TCO es la mitraginina, el principal alcaloide
presente en las hojas de Mytragina speciosa, cominmente conocido como kratom. Su
disponibilidad y uso se han incrementado debido a sus efectos moderadamente
estimulantes y opioides, segun la dosis administrada. Encuestas realizadas a usuarios de
kratom revelan que lo usan para aumentar la energia y la concentracion, aliviar el dolor,
la ansiedad y la depresion, asi como para reducir o cesar el uso de opioides de prescripcion
o heroina y mitigar los sintomas de abstinencia. La mitraginina es un agonista parcial del
MOR y un antagonista competitivo de KOR y DOR. Ademas, se clasifica como un
agonista sesgado hacia la sefializacion por proteinas G, lo que significa que podria evitar
la sefializacion mediada por P-arrestinas, relacionada con efectos secundarios como
estrefiimiento, depresion respiratoria y dependencia. Estudios preclinicos han mostrado
que la mitraginina tiene un potencial de abuso reducido, ya que no es susceptible de
autoadministracion en modelos animales y tampoco puede sustituir la autoadministracion
de morfina en ratas (Hemby et al., 2019). Ademas, disminuye de forma dosis-dependiente
la autoadministracion de heroina (Yue et al., 2018). Otro aspecto destacado de la
mitraginina es su capacidad antinociceptiva, aunque su potencia es 66 veces menor que
la de la morfina (Tabanelli et al., 2023). Su combinacion de efectos analgésicos y su
reducido potencial de abuso la convierten en una molécula prometedora para futuros
tratamientos del TCO.

Un reciente estudio ha mostrado resultados similares a los obtenidos con MCAM
utilizando oxa-noribogaina, un compuesto derivado de la estructura de la ibogaina, un
alcaloide natural presente en Tabernanthe iboga. Oxa-noribogaina presenta actividad en
varias dianas clave relacionadas con las conductas adictivas, actuando como antagonista
del NMDAR, agonista parcial de KOR e inhibidor del transportador de 5-HT (SERT).
Este compuesto novedoso ofrece varias ventajas sobre el ya conocido papel beneficioso
de la ibogaina. Entre ellas, se destaca un mayor efecto terapéutico en la reduccion del
consumo de opioides y en la reinstauracion de la conducta de busqueda inducida por
estimulo condicionado, tanto en modelos de adiccion a fentanilo como a morfina. Una
ventaja significativa de la oxa-noribogaina es la ausencia de los efectos cardiotoxicos
asociados a la ibogaina. Ademas, oxa-noribogaina no genera efectos aversivos o pro-
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depresivos, a diferencia de otros agonistas parciales de KOR. También presenta efectos
antinociceptivos como se ha demostrado en ensayos de retirada de la cola y alivia la
hiperalgesia mecanica inducida por opioides en ratas dependientes. En términos del
tratamiento agudo, oxa-noribogaina reduce significativamente el consumo de fentanilo
durante siete dias y de heroina durante cuatro dias (Havel et al., 2024). Estos hallazgos
destacan su potencial como una prometedora opcion terapéutica para el tratamiento del
TCO.

Por ultimo, Schwartz y colaboradores proponen el uso de farmacos moduladores de la
glia para el tratamiento de TCO y el dolor crénico, dos patologias que estan estrechamente
relacionadas. Ibudilast ha mostrado en estudios preclinicos la capacidad de atenuar los
sintomas de abstinencia, potenciar la analgesia inducida por opioides y reducir la
liberacion de dopamina en NAcc inducida por morfina. En estudios clinicos con pacientes
dependientes de opioides, ibudilast mostré6 una disminucién en la percepcion de los
efectos subjetivos positivos de oxicodona, en el punto de ruptura (breakpoint) en un
protocolo de refuerzo en PR (razén progresiva) y en las puntuaciones del craving. La
minociclina ha mostrado ser efectiva en modelos preclinicos al inhibir la activacion glial
inducida por opioides, retrasar la aparicion de tolerancia, potenciar la analgesia, prevenir
la hiperalgesia y reducir el refuerzo inducido por opioides. Sin embargo, los estudios en
humanos dependientes de opioides han sido menos prometedores. Aunque esta
tetraciclina es capaz de reducir los efectos subjetivos positivos de los opioides y mejorar
las funciones cognitivas, no parece influir significativamente en el umbral de dolor, la
tolerancia, el craving o los sintomas de abstinencia inducidos por opioides. La
pioglitazona, un agonista de los receptores activados por proliferadores de peroxisomas
gamma (PPARY), ha mostrado en estudios preclinicos la capacidad de inhibir la expresion
de citoquinas en microglia y atenuar conductas adictivas. En usuarios de opioides, no
mostro efectos positivos; sin embargo, en pacientes con TCO redujo el craving producido
por heroina y la ansiedad. Finalmente, el dextrometorfano, un antagonista no competitivo
del NMDAR, ha mostrado eficacia en la reduccion del dolor agudo, el desarrollo de
tolerancia a los opioides y los sintomas de abstinencia durante la desintoxicacion. En
pacientes en tratamiento con metadona, el dextrometorfano redujo el uso concomitante
de opioides y mejor6 la adherencia al tratamiento, probablemente debido a la reduccion
del craving y los sintomas de abstinencia (Schwartz et al., 2024).

El Instituto Nacional sobre el Abuso de Drogas estadounidense (NIDA, por sus siglas en
inglés) publico en 2018 un articulo en el que se aborda el desarrollo de medicamentos
para enfrentar la crisis de opioides. Basados en la evidencia cientifica, los autores
proponen diez mecanismos farmacoldgicos prometedores para responder a la crisis por
sobredosis de opioides con mayor eficacia. Entre estos mecanismos se destacan algunos
relacionados con farmacos discutidos previamente, como el antagonismo o la modulacion
alostérica negativa de receptores de orexina 1 y 2 (OX1IR y OX2R), KOR, y farmacos
moduladores de los receptores de dopamina D3. Ademas, se sugieren otras estrategias
farmacoldgicas que implican la modulacion de receptores como el GABA-B, muscarinico
M5, AMPA, receptor opioide de nociceptina (NOP), mGlu2/3, ghrelina y de
cannabinoides tipo 1 (CBI1). En este mismo articulo inciden en otros hechos de vital
importancia en cuanto al tratamiento del TCO. Los autores subrayan que, a pesar de que
los tratamientos autorizados son efectivos, enfrentan importantes limitaciones. Dos de las
principales barreras son: (1) la persistencia de sintomatologia residual como el craving y
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la abstinencia prolongada que puede durar semanas, meses, o afios y (2) la elevada tasa
de abandono del tratamiento, que a su vez esta asociada a un mayor riesgo de sobredosis
mortal (Bell et al., 2009; Degenhardt et al., 2015; Kimber et al., 2015). El articulo también
destaca la complejidad inherente de la conducta adictiva, sugiriendo que las diferentes
fases del desarrollo del TCO probablemente tengan bases fisiopatologicas diferentes,
aunque estas puedan estar parcialmente solapadas. Por lo tanto, los autores consideran
improbable que la modulaciéon de una unica diana farmacoldgica sea suficiente para
abordar eficazmente las diferentes etapas de la conducta adictiva inducida por opioides
(Rasmussen et al., 2018).

Este es precisamente uno de los factores que hace especialmente prometedores nuestros
resultados sobre el uso de Ro 61-8048 en ratas sometidas a autoadministracion
intravenosa de fentanilo. Ro 61-8048, un inhibidor de la KMO, modula el consumo y la
busqueda de fentanilo en todas las fases del ciclo adictivo. En las fases de adquisicion y
extincion, el pretratamiento con Ro 61-8048 produce una reduccion significativa del
consumo y la bisqueda de fentanilo, respectivamente. Durante la fase de mantenimiento,
Ro 61-8048 reduce el consumo de fentanilo en mas de un 50% en ratas dependientes. Sin
embargo, el efecto mas notable es la prevencion casi total de la conducta de busqueda de
fentanilo en ratas dependientes tras la exposicion a una dosis no contingente de fentanilo
o al estimulo condicionado asociado a la droga. Este hallazgo es especialmente relevante
dado que entre el 90 y el 95% de los pacientes que sufren TCO experimentan recaidas
(Kadam et al., 2017; Montiel Ishino et al., 2020; Smyth et al., 2010). Si bien es cierto,
que para que realmente este ultimo efecto tenga potencial traslacional, habria que
asegurarse en primera instancia de la seguridad de la elevacion cronica de los niveles de
KYNA, especialmente sobre funciones cognitivas. En este sentido, recientemente se han
obtenido resultados preliminares esperanzadores con respecto a la seguridad de la
inhibicion de KMO en humanos. En el primer ensayo clinico de fase I realizado hasta la
fecha con un inhibidor de KMO, se ha mostrado que la inhibicién de esta enzima, al
menos mediante KNS366, es bien tolerada, segura, y no afecta al rendimiento cognitivo
cuando es administrada durante siete dias de forma continua (Edinburgh Innovations,
2024; EUDRACT:2022-003179-41, ISRCTN10496020: Safety, Tolerability,
Pharmacokinetics and Pharmacodynamics of KNS366, n.d.). Otro aspecto que subraya el
potencial terapéutico de Ro 61-8048 es su eficacia en la modulacion de la conducta
adictiva inducida por otras sustancias de abuso, como alcohol, cocaina, nicotina o
cannabinoides (Morales-Puerto et al., 2021). Esto sugiere que este inhibidor de KMO
podria ser Util en el tratamiento en contexto de policonsumo, un fenémeno frecuente en
pacientes con TCO (Ciccarone, 2019, 2021). Ademas, los efectos producidos por Ro 61-
8048 sobre el consumo de fentanilo y la conducta de busqueda observada en la prueba de
reinstauracion inducida por estimulo condicionado se reproducen en animales sometidos
al modelo de dolor neuropatico SNI. Esto sugiere, que el tratamiento es igualmente
efectivo en condiciones donde la conducta adictiva estd motivada por el alivio del dolor.
Asimismo, se plantea la posibilidad de que Ro 61-8048 presente un efecto antinociceptivo
sinérgico con el fentanilo, lo que refuerza atin mas su potencial terapéutico en el manejo
del dolor asociado a la adiccidn a opioides.
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En resumen, esta Tesis Doctoral demuestra por primera vez que la inhibicion de KMO
mediante el uso de Ro 61-8048 y la consecuente elevacion de los niveles de KYN y
KYNA reduce el consumo y la conducta de busqueda de fentanilo en todas las fases de la
conducta adictiva en animales sometidos a un modelo de autoadministracion intravenosa
operante. Este efecto beneficioso sobre la conducta adictiva no parece estar justificado
por alteraciones relevantes en la conducta operante inespecifica, funcionamiento
locomotor o un posible efecto sedante del inhibidor de KMO. No obstante, se requieren
estudios adicionales para profundizar en los efectos observados en la ansiogénesis, asi
como en la disminucién de consumo o busqueda de reforzantes naturales, como alimento
o0 sacarosa, resultados que contrastan con la evidencia cientifica disponible. También en
contraposicion a lo sugerido por la literatura disponible, el mecanismo de accion del Ro
61-8048 sobre la conducta adictiva inducida por fentanilo no parece involucrar los
receptores a7 nACh o NMDA. Esto sugiere que, al menos en las condiciones ensayadas
en el presente estudio, el efecto podria estar mediado por otras dianas de KYNA, como
los receptores AMPA, kainato, GPR35 o AhR. Ademas, el mecanismo de Ro 61-8048 no
parece implicar alteraciones en la expresion de las subunidades GluN2A o GluN2B del
receptor NMDA, el transportador astrocitico de glutamato EAAT?2 o las quinasas Akt o
Erk1/2. Por otro lado, se ha descrito por primera vez en profundidad el efecto de Ro 61-
8048 sobre metabolitos de la KynP en NAcc y plasma, lo cual nos ha permitido constatar
el desvio metabdlico hacia la produccion de KYNA y la acumulacion de KYN,
previamente descritos. Ademas, se ha observado una disminucion de la concentracion
plasmatica de TRP y una elevacion paradodjica de 3-HK en plasma y NAcc. También se
han descrito diferencias en la concentracion plasmatica de metabolitos de la KynP en
funcion de la exposicion a fentanilo, la fase de la conducta adictiva o la presencia de dolor
neuropatico, lo que podria contribuir al desarrollo de biomarcadores novedosos para el
TCO, las distintas fases del ciclo adictivo, o el dolor neuropéatico. Finalmente, los efectos
de Ro 61-8048 sobre la conducta adictiva inducida por fentanilo se replican en las fases
de mantenimiento y reinstauracion de la conducta de busqueda inducida por estimulo
condicionado en animales sometidos al modelo de dolor neuropatico SNI. En conjunto,
los resultados sugieren que la modulacion de la KynP podria constituir una herramienta
terapéutica eficaz para el tratamiento del TCO en sus diferentes fases, tanto en individuos
sanos como en aquellos que sufren dolor neuropético.
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1. El modelo de autoadministracion intravenosa operante de fentanilo, 3.2
ng/kg/infusion con esquema de refuerzo de razon fija 1 (FR1), establece una
conducta operante s6lida en animales, permitiendo la adquisicién, mantenimiento,
extincion y reinstauracion de la conducta de busqueda de fentanilo tras la
exposicion a una dosis no contingente de fentanilo o al estimulo condicionado
asociado al mismo. La administracion del inhibidor de kinurenina
monooxigenasa, Ro 61-8048, a la dosis de 100 mg/kg reduce el efecto reforzante
de fentanilo, mientras que 50 mg/kg es una dosis insuficiente.

2. Ro 61-8048 modula las propiedades reforzantes y el craving inducido por
fentanilo en animales sanos y con dolor neuropatico, afectando comportamientos
como la alodinia mecdanica en estos ultimos.

2.1. El pretratamiento con Ro 61-8048 modula la capacidad reforzante y el
craving inducido por fentanilo, disminuyendo tanto el consumo como la
conducta de bisqueda en todas las fases de la conducta adictiva. Estos efectos no
parecen estar mediados por los receptores a7 nACh o NMDA, ni asociados a
cambios en la motivacion para obtener el opioide.

2.2. El efecto de Ro 61-8048 sobre la conducta adictiva no se relaciona con
alteraciones en la funcion locomotora ni con efectos sedantes o letargicos. Sin
embargo, Ro 61-8048 induce ansiogénesis y disminuye el consumo y la busqueda
de reforzadores naturales.

2.3. Ro 61-8048 no parece reducir el craving inducido por fentanilo mediante
la mitigacion del estado aversivo asociado a la abstinencia.

2.4. La conducta adictiva inducida por fentanilo en animales con dolor
neuropatico es similar a la de los animales sin dolor, aunque su consumo en la
fase de mantenimiento es ligeramente inferior. El efecto de Ro 61-8048 sobre el
craving y el refuerzo inducido por fentanilo en el modelo de dolor neuropatico
SNI es comparable al de los animales control. La autoadministracion de fentanilo
produce un efecto antinociceptivo moderado, potenciado por el pretratamiento
con Ro 61-8048. Este compuesto por si mismo no afecta a la alodinia mecéanica
inducida por el modelo de dolor neuropatico.

3. El efecto beneficioso de Ro 61-8048 sobre el craving inducido por fentanilo se
asocia con alteraciones en las concentraciones de metabolitos de la via de la
kinurenina (KynP) en el nucleus accumbens (NAcc) y plasma, pero no con
cambios en la expresion de proteinas implicadas en trastorno por consumo de
opioides. Ademas, estos metabolitos también se ven afectados por la historia de
autoadministracion de fentanilo, la fase de la conducta adictiva y el modelo de
dolor neuropatico SNI. Estos hallazgos sugieren que los metabolitos de la KynP
podrian ser biomarcadores en el trastorno por consumo de fentanilo y el dolor
neuropatico.

3.1. Ro 61-8048 impacta a la KynP de manera que trasciende su previamente
descrito efecto neuroprotector, favoreciendo la produccion de 4cido kinurénico
(KYNA) mediante la acumulacion de kinurenina (KYN) y la reduccion de acido
quinolinico (QUIN) en plasma y NAcc. Paraddjicamente, se observa un aumento
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moderado de 3-hidroxikinurenina (3-HK) en ambos tejidos, junto con una
disminucién en las concentraciones plasmaticas de triptéfano (TRP) y acido 3-
hidroxiantranilico (3-HAA). En el modelo de dolor neuropatico SNI los niveles
de 3-HAA en el NAcc se reducen, mientras que los incrementos inducidos por
Ro 61-8048 de KYNA y 3-HK en plasma, y de KYN y KYNA en NAcc, son
potenciados. Ademas, en animales con una historia de autoadministracion de
fentanilo, las concentraciones de 3-HK y QUIN en plasma son mas bajas.
Finalmente, la fase de conducta adictiva inducida por fentanilo genera un perfil
alterado en los metabolitos de la KynP, con mayores concentraciones de TRP,
QUIN vy écido picolinico (PA), y menores de 3-HK tras la reinstauracion en
comparacion con la extincion.

3.2. Los efectos de Ro 61-8048 en la prevencion de la conducta de busqueda
durante la fase de reinstauracion inducida por fentanilo no estan relacionados con
cambios en la expresion proteica de GIluN2A, GluN2B, EAAT?2, Akt o Erk1/2 en
el NAcc, ni en sus formas nativas ni fosforiladas.

En conjunto, este estudio sugiere que la inhibicion de KMO mediante Ro 61-8048 podria
ser una estrategia terapéutica efectiva para reducir el consumo y la conducta de busqueda
de fentanilo en sujetos sanos y con dolor neuropatico y destaca el potencial de los
metabolitos de la KynP como biomarcadores del trastorno por consumo de opioides.
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1. The operant intravenous fentanyl self-administration model at 3.2 pg/kg/infusion
under a fixed ratio 1 (FR1) schedule of reinforcement establishes robust operant
behaviour in animals, enabling the acquisition, maintenance, extinction and
reinstatement of fentanyl-seeking behaviour following exposure to a non-
contingent dose of fentanyl or the associated conditioned stimulus. Administration
of the kynurenine monooxygenase inhibitor Ro 61-8048 at a dose of 100 mg/kg
reduces the reinforcing effect of fentanyl, whereas 50 mg/kg is insufficient.

2. Ro 61-8048 reduces the reinforcing and craving-inducing properties of fentanyl
in both healthy rats and those exposed to the spared nerve injury model (SNI) of
neuropathic pain, affecting behaviours such as mechanical allodynia in the latter.

2.1.  Ro 61-8048 pretreatment modulates the reinforcing effect and fentanyl-
induced craving, reducing both consumption and drug-seeking behaviour across
all phases of addictive behaviour. These effects do not appear to involve a7 nACh
or NMDA receptors, nor are they linked to changes in motivation to obtain the
opioid.

2.2. The effect of Ro 61-8048 on addictive behaviour is not related to an
impairment of locomotor function, sedative or lethargic effects. However, Ro 61-
8048 induces anxiogenesis and reduces the consumption and seeking-behaviour
of natural reinforcers.

2.3. Ro 61-8048 does not appear to reduce fentanyl-induced craving by
mitigating the aversive state associated with withdrawal.

2.4. Fentanyl-induced addictive behaviour in animals experiencing
neuropathic pain is similar to that in control animals, though consumption during
the maintenance phase is slightly lower. The effect of Ro 61-8048 on craving and
reinforcement of fentanyl in the SNI neuropathic pain model is comparable to
that in pain-free animals. Fentanyl self-administration produces a moderate
antinociceptive effect, enhanced by Ro 61-8048 pretreatment. This compound
alone does not affect mechanical allodynia induced by the neuropathic pain
model.

3. The beneficial effect of Ro 61-8048 on fentanyl-induced craving is associated
with changes in kynurenine pathway (KynP) metabolite concentrations in the
nucleus accumbens (NAcc) and plasma, but not with alterations in the expression
of proteins involved in opioid use disorder. Additionally, these metabolites are
also affected by fentanyl self-administration history, the phase of addictive
behaviour, and the SNI neuropathic pain model. These findings suggest that KynP
metabolites may serve as biomarkers in fentanyl use disorder and neuropathic
pain.

3.1. Ro 61-8048 impacts the KynP beyond its previously described
neuroprotective effect, promoting kynurenic acid (KYNA) production through
kynurenine (KYN) accumulation and quinolinic acid (QUIN) reduction in
plasma and NAcc. Paradoxically, a moderate increase in 3-hydroxykynurenine
(3-HK) is observed in both tissues, along with a decrease in plasma tryptophan
(TRP) and 3-hydroxyanthranilic acid (3-HAA) concentrations. In the SNI model,
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3-HAA levels in the NAcc are reduced, while Ro 61-8048-induced increases in
KYNA and 3-HK in plasma, and KYN and KYNA in the NAcc, are enhanced.
Furthermore, animals with a fentanyl self-administration history have lower
plasma concentrations of 3-HK and QUIN. Finally, the fentanyl-induced
addictive behaviour phase generates an altered profile in KynP metabolites, with
higher concentrations of TRP, QUIN, and PA, and lower 3-HK concentrations
during reinstatement compared to extinction.

3.2. Ro 61-8048’s effects in preventing drug-seeking behaviour during
fentanyl-induced reinstatement are unrelated to changes in GIluN2A, GluN2B,
EAAT2, Akt, or Erk1/2 protein expression in the NAcc, in either their native or
phosphorylated forms.

In conclusion, this study suggests that KMO inhibition by Ro 61-8048 could be an
effective therapeutic strategy to reduce fentanyl consumption and drug-seeking behaviour
in both healthy subjects and those suffering from neuropathic pain, while also
highlighting the potential of KynP metabolites as biomarkers of opioid use disorder.
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