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I A. Descubrimiento de las encefalinas

Trendelenburg, vya en 1957 (1), habia observado que la morfina
podia producir la inhibicién de la respuesta nerviosa de determinados
o6rganos periféricos, tales como el ileon. Este fendmeno ha sido analizado
en la (ltima década (2), comprobdndose que la administracion de
morfina al cobaya previene la liberacién de la acetilcolina. Dado que la
capacidad de los agentes opidceos de inhibir ta liberacién de este
neurotransmisor en fleon de cobaya es exaclamente paralela a la
capacidad de producir analgesia en el hombre o en el animal de
experimentacion y que las drogas que bloquean los efectos de la morfina
sobre el cerebro, tales como la nalorfina y la naloxona, bloquean
también su accion sobre e! fleon de cobaya (3, 4), se utilizé inicialmen-
te este método como un ensayo biolégico de los distintos derivados
opidceos.

Estos datos hicieron suponer que existian receptores para sustan-
cias exogenas (agentes opidceos). Dado que éstos se hallan codificados
genéticamente, deberian existir ligandos endbégenos que provocaran efec-
tos simitares a los descritos para la morfina y sus derivados. En 1975,
Hughes y cols. (5, 6, 7) pudieron aislar e indentificar dos pentapép-
tidos a partir de cerebro porcino, observando que sus secuencias
diferian solamente en el resto aminoacidico situado en posiciéon carboxilo
terminal (H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH y H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH), por lo
que los denominaron metionina-5-encefalina (Met-encefalina) y leucina-5-

encefalina (Leu-encefalina) respeclivamente (encefalina, del griego: 'en



la cabeza"). Para comprobar su actividad opidcea desarroltaron un
nuevo test biolégico, va que el plexo mientérico, aislado del fileon de
cobaya, respondia a sustancias contaminantes presentes en las prepara-
ciones de cerebro porcino. Este nuevo método se basaba en la capacidad
que poseen la morfina y sus derivados de inhibir las contracciones
inducidas eléciricamente sobre los vasos deferente del raton, efecto que
puede ser anulado por la naloxona, antagonista opiaceo (8).

De acuerdo con los resultados obtenidos por dichos autores (6},
tanto la Met como la Leu-encefalina poseen una gran actividad como
agonistas opidceos, produciendo la inhibicién de las contracciones induci-
das eléctricamente en tos vasos deferentes del ratén y en el plexo
mientérico del ilebn de cobaya. Estos efectos inhibitorios pueden ser
antagonizados por la naloxona. La Met-encefalina mostrd ser veinte
veces mas activa en vasos deferentes de ratén y equipotente a la
normorfina (derivado sintético de la morfina) en f{lean de cobaya.
Mientras que la Leu-encefalina era dos y cinco veces menos potente,
respectivamente, en dichos sistemas. Los resultados preliminares, obteni-
dos en estudios de desplazamiento de 3H-nalo><ona del receptor este-
reoespecifico en homogenados de cerebro de cerdo libres de Na+, demostra-
ron que la Met-encefalina es tres veces mas potente que la morfina.

Es interesante destacar que la secuencia aminoacidica de la
Met-encefalina se encuentra comprendida entre los residuos 61 y 65 de la
B-lipotropina (B-LHP), polipéptido de 91 aminodcidos, aislado de glandu-
las hipofisarias ovinas (9), porciras (10) y humanas (11), que po-

see actividad lipotrdopica como 1a hormona adrenocorticotropa (ACTH) y la



hormona estimulante de los melanocitos (a y 8-MSH) pero no opiacea.

Estos descubrimientos aumentaron el interés de diversos grupos por
la posible existencia de otras sustancias endbgenas con actividad
opidcea. Asi, en 1976, Li vy Chung (12), durante e! proceso de
aislamiento de MSH de hipdfisis de camello, detectaron un péptido de 31
aminoécidos,' cuya secuencia se encuentra comprendida entre los restos
61 y 91 (C-terminal) de 1la B-LHP y que denominaron B8-endorfi-
na, también conocida como "fragmento C". Meses mas tarde, el mismo
grupo describié el aislamiento y caracterizacién de un péptido similar
en hipdfisis humanas (13). Estos resultados fueron corrobados por
Chrétien y cols. (14}, al! obtener el mismo producto de glandulas
hipofisarias humanas y ovinas. Este péptido, que no posee practicamenle
actividad tipolitica, es, sin .embargo, tres veces mas potente que la
nomorfina en el ensayo de radiorreceptores (12} y, administrado por via
subcutanea al raton, produce un efecto analgésico muy superior al de la
morfina, aunque, al igual que ésta, causa dependencia fisica (15).

En ese mismo afo, el grupo de Guillemin, en el Instituto Salk,
consiguid aislar otros fragmentos de ta B-LPH con actividad opiacea,
la a-endorfina (61-76) y la y-endorfina (61-77), a parlir de preparacio-
nes hipotaldmicas y neurohipofisarias de cerdo (16). Sin embargo, estos
péptidos no parecen ser sino artefactos producidos por la accién de
enzimas sobre la B-LPH (17).

De 1los datos expuesios hasta el momento puede concluirse que Ia
secuencia indispensable para poseer actividad opidcea es la de

Tyr-Gly-Gly-Phe-X, donde X es un aminoacido hidrofobico, tal como la



Met y Leu-encefalinas (figura 12),
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| B. Determinacién, distribucion y funcidn

Tras el aislamiento y caracterizacién de las encefalinas, el paso
lbgico en la investigacién de estos péptidos opidceos fue el desarroilo de
. métodos de determinacidn, tanto cualitativos (métodos inmunohistoquimicos
y autorradiograficos) como cuantitativos (radicinmunoensayo), que han
permitido el estudio de su distribucion y, como consecuencia, el comienzo
de estudios funcionales para tratar de comprender el papel fisioldgico de
estos opidceos endbgenos.

Yang vy cols. (18) han estudiado la distribucion de las Leu vy
Met-encefalinas en cerebro de rata por medio del radioinmunoensayo. Los
anticuerpos para dichos péptidos se obtuvieron en conejo, ligandolos a
hemocianina y polilisina, respectivamente. La reaccién cruzada de estas
inmunoglobulinas con el péptido homblogo fue aproximadamente del 10%.
La distribucion cerebral de ambas encefalinas es paralela, aunque la
concentracion de Met-encefatina es 8 veces superior a la de Leu-encefali-
na, salvo en cerebelo, donde la relacién es de 3:1; las 4dreas que
contienen mayor concentracién de encefalinas son el ndcleo estriado,
hipotatamo y la médula espinal (18, 19).

Para eliminar los posibles errores debidos a la reacciéon cruzada
de los anticuerpos con ta encefalina homdloga a la especifica para la
que han sido obtenidos, los mismos autores examinaron la distribucioén
de Met-encefalina en cerebro de rata por radiocinmunoensayo, ltag la
separacidén de dichos péptidos por cromatografia liquida de alta presién,

una vez que las encefalinas se extrajeron de las distintas estructuras



cerebrales por cromatografia de afinidad, utilizando el anlicuerpo frente
a Met-encefalina (20). Los resultados muestran niveles altos en el ni(cleo
estriado, siendo el globo palido donde se halla la mayor concentracion;
en menor cuantia, la Met-encefalina se disiribuye también en las &reas
hipotaldmicas y nicleo supradtico. Es importante destacar que la hipo-
fisectomia no produce alteracion alguna en las zonas examinadas (19,
20).

Sin embargo, Weber y cols. (21} observaron, mediante estudios
histoquimicos en cortes de adencohipbfisis de rata, la existencia de
inmunorreaclividad para Met-encefalina en células productoras de hormo-
na de crecimiento. Cuando las células adenohipofisarias se manlenian en
cultivo por 10 dias, la inmunorreactividad se localizaba en el mismo
tipo de células, aunque con menor intensidad. Estos datos sugieren dos
posibles explicaciones: a) las células somatotropas son responsables de
la biosintesis de Met-encefaiina, lo cual debe ser comprobado; b) esta
encefalina tiene un origen cerebral, pero se une de forma estable a un
receptor intracelular, de manera similar 3 la de la hormona tiberadora
de la hormona luteinizante (LH-RH) en las células gonadolropas. Esta
Uitima hipdlesis no conlradice los resultados anteriormente expuestos.

También se estudiaron tras infusién de aminodcidos radioactivos
(3H—Gly y 3H-Tyr‘) en el ventriculo latera! del! cerebro, los centros que
biosintetizan la encefalina, siendo el nlcleo estriado el que presenta
mayor concentracion de encefalina tritiada. Esle resultado confirma los
dalos previos sobre el alto contenido de neuronas encefalinérgicas en

este drea cerebral (22}.



Simantov y cols. (23) han estudiado la distribucion de estos
péptidos opidceos en el S.N.C. de la rata por mélodos histoquimicos. Los
anticuerpos utilizados se obtuvieron en conejo y cobaya, tras haber
ligado las encefalinas a hemocianina y, aunque ambos presentan reac-
cién cruzada, el correspondiente a Leu-encefalina en conejo posee una
gran especificidad. Los resultados muestran que la inmunofluorescencia
se halla ampliamente repartida a los largo del corddén espinal, sugirien-
do un papel analgésico (4, 33},

Al igual que por métodos radioinmunolégicos, el globo pdalido es el
nucleo cerebral que presenta mayor reaccién de fluorescencia. Las
encefalinas también se encuentran distribuidas en el tallo cerebral
(suelo del cuarto ventriculo y ndcleo parabraquial), cerebro medio
(sustancia gris que rodea el acueducto cerebral con algunas extensiones
laterales en el tegumento del cerebro medio), tdlamo (area dorsomedial,
nicleo periventricutar redondocelular, ldmina interna medular y habénu-
ta medial), hipotdlamo (porciones periventricular y ventral, infundibu-
1o}); el ndcleo central de la amigdala también presenta una considerable
cantidad de encefalinas, asi como los septos ventral y lateral. Estos
datos ratifican los obtenidos por Elde y cols. (24) utitizando un
anticuerpo frente a Leu-encefalina.

En muchas de las regiones descritas, los resultados obtenidos por
inmunofluorescencia y por autorradiografia en cerebro de rata con
3 . . . .z 3 .

H-diprenorfina (potente antagonista opidceo} y “H-etorfina (potente ago-
nista opiaceo} (25), o en cerebro de simio con 3H~dihidromorfina

(agonista opidceo) (25} muestran una fntima asociacion. Es el caso, por



ejemplo, de la ladmina dorsal del corddén espinal, tallo cerebral, nicleo
del tracto solitario, ndcleo conmisular, parabraquial, habénula y globo
palido. Sin embargo, exislen algunas discrepancias entre ta localizacién
de receptores opidceos y encefalinas: a) los nidcleos caudal y putamen,
en los que se observa un allo contenido en receptores opiaceos, segun
métodos autorradiograficos y ensayo de radiorreceptores (26, 27), asi
como de encefalinas por radioinmurioensayo y ensayo de radiorreceptores
{28) presentan una baja concentracién de encefalinas (23) por inmunofluo-
rescencia; b) el cortex cerebral posee considerables niveles de receptores
opiaceos, detectados por ensayo de radiorreceptores {26, 27) asi como
por respuesta eleclrofisioldgica a sustancias opidceas y encefalinas (29).
Sin embargo, se ha observado en esta zona una moderada concentracion
de encefalinas, por radicinmunoensayo y radiorreceptores (28), asi como
una respuesta muy débil por métodos histoquimicos (23); c) en el corddn
espinal, se observd gran densidad de inmunofliuorencencia en la materia
gris y en el Area que rodea el canal central (23) sin que se aprecien
receplores opidceos por métodos autorradiograficos {(25); d) en amigdala,
mientras que los resultados histoquimicos muestran unma concenlracion de
encefalinas en el nicleo central, los datos obtenidos por autorradiogra-
fia sugieren una distiribucién generalizada.

Las discrepancias entre la inmunofluorescencia para encefalinas vy
distribuciéon de los receptores opidceos, puede explicarse de varias
formas. Una conceniracion de receptor desproporcionadamente aita respec-

to a la inmunofiuorescencia puede ser debida a ta localizacion presindp-



tica del mismo (25). En el caso contrario, la distribucion puede ser
inversa. Sin embargo, no hay que descartar el hecho de que las ténicas
histoguimicas no son altamente precisas.

Dada la mayor dificultad en la obtencién de muestras, los datos
referidos al ser humano son bastante escasos. Gramsch y cols. (30) han
determinado por medio de radioinmunoensayo la concentraciéon de
Met-encefalina en 33 J3reas cerebrales y en la glandula hipofisaria,
utilizando muestras post-mortem humanas, habiendo obtenido anticuerpos
muy especificos frente a Met-encefalina-tiroglubina en conejo (19). Por
lo que se refiere al cerebro, los niveles mads altos de Met-encefalina se
encuentran en el globo palido, nicleo caudal, sustancia negra y en el
putamen. En menor concentracion se localiza en el hipotdlamo, nicleo
periacueductal, sustancia gris, bulbo olfatorio, coliculo superior vy
algunas areas del. taflo cerebral, siendo muy bajos los niveles en el
nucleo amigdalar y en el talamo. Tanto en el cortex cerebral como en el
cerebelo no se detectaron concentraciones significativas. Estos datos
confirman los previamente descritos por Childers y Snyder (31). Los
autores estudiaron pacientes alcohdlicos y drogadictos {(opidceo-dependien-
tes), no observando variaciones importantes frente a los sujetos normales.

Como podemos observar, la distribucién hallada por radioinmunoen-
sayo y por métodos Iinmunohistoquimicos es similar, presentando las
mismas discrepancias respecto a la concentracién de receptores opidceos
y de Met-encefalina en el cortex. La presencia de Met-encefalina en la
zona periacueductal del cerebro medio (30), asi como en el Iiguido

cerebroespinal (32}, apoya la idea dei papel analgésico de las encefali-



Es importante destacar que la glandula hipofisaria humana presen-
-

ta concentraciones muy superiores de Met-encefatina a las encontradas
en cerebro, siendo la parte anterior !a que exhibe la maxima concentra-
cidn; le siguen por orden de importancia el tallo hipofisario v la neuro-
hipdfisis (30). Este hecho confiere a !a Mel-encefalina un posible papel
como requlador de la secrecion de esla glandula endocrina. D

Como veremos mas adelante, la Met-encefalina endbdgena es muy
inestable debido a la accion de proleasas especificas, asi como por la
oxidacidon espontanea del residuo C-termipal a metionina sulfdoxide duran-
te el proceso de almacenamiento, extraccion y determinacién de las
muestras de plasma. Por ello Clement-Jones y cols, (34) desarrollaron un
radioinmunoensayo para el andlogo encefalina metionina sulfoxido nbte-
niendo en conejo anticuerpos frente a este antigeno, tras ligarlo a
tiroglobulina bovina. La inmunoglobulina asi obtenida no posee reaccién
cruzada con ninguno de los otros péptidos optdceos. Por lo que respecta
a las muestras, la extraccién de las mismas se realizé en condiciones
acidas para minimizar la accibn proteolitica y mads tarde se oxidaron a
metionina sulféxide con perdxido de hidrdgeno. Una vez obtenidas las
condiciones idoneas de determinacién, los autores estudiaron el posible
ritmo nictemeral de la encefatina en plasma humano, no observando
variaciones entre muestras recogidas a fas 9 a.m. y a media noche.
Para determinar el origen de la Met-encefalina circulante midieron

muestras recogidas por calelerizacion en distintas zonas del cuerpo en

pacientes con hirsutismo. Aunque a nivel venoso de Met-encefalina enire



fa yugular y la periferia no fueron distintos (aprox. 52 pg/ml), las
muestras tomadas de la vena adrenal izquierda muestran una concentra-
cidon de Met-encefalina, afluyente de la adrenal, doble a la detectada
anteriormente (116 pg/ml). Estos resultados sugieren que la encefalina
es segregada al plasma circulante por la- gtandula adrenal. Datos
previos en rata, muestran niveles detectables por radioinmunocensayao (35)
y estudios histolégicos (36) en la zona medular de dicha glénduia.’
Determinada la concentraciéon por radioinmunocensayo en cortex y zona
medular de gldndulas adrenales humanas, se ha observado que esta
Gltima contiene 40 veces mas encefalina que la zona cortical (34).

Al igual que e! sistema nervioso, el tracto gastrointestinal es
conocido por ser uno de los centros receptores de las acciones de la
morfina, El opio se utilizd durante siglos como remedio frente a la
diarrea y la desenteria sin conocerse su mecanismo de accién. Es sabido
que la morfina causa constipacién, reduce la motilidad estomacal,
favorece la constriccion del esfinter pildérico e inicialmente reduce la
secrecién de Aacido clohidrico. La denervacién del estémago no altera
dichos efectos, lo que indica que la morfina en este caso actia de forma
periférica. Por otra parte, esta droga produce una reduccién de la
secrecidon pancredtica y biliar, y del! peritaltismo de la vesicula biliar,
incrementando el tono del esfinter de 0Oddi (37). Estos datos, junto con
el hallazgo de péptidos opidceos enddgenos, llevaron a Polak y cols.
(38) a estudiar por métodos inmunohistoquimicos la posible distribucién
de wmet-encefalina en el tracto gastrointestinal humano usando un anti-

cuerpo especifico frente a dicho péptido. La zona que presenta mayor



actividad es.la mucosa anlral. Observaciones mas precisas permitieron
ver que la lincion con inmunoperoxidasa se localiza en las células
secretoras de gastrina. Las fibras nerviosas del plexo mientérico de la
vesicula biliar, las paredes del conducto cistico e intestino también
presentan reaccién con el anticuerpo frente a Met-encefalina. Estos
resultados fueron corroborados por determinaciones radioinmunoldgicas
del pentapéptido en extiractos de dichas &areas.

La probable localizacion de Met-encefalina en las células producto-
ras de gastrina de la mucosa antral puede ser la base para la
interpretaciéon de los efectos de los opidceos sobre el estémago.

La amplia distribucion de las encefalinas en el sistema nervioso y
su paraleiismo con la localizaciéon de los receptores opidceos hace
suponer que éstas, junto con las endorfinas, asumen e! pape! descrito
hasta ahora para las sustancias opidceas, dando lugar a investigaciones
sobre sus posibles mecanismos de accién.

Los modelos mas simples para dicho estudio, son los realizados en
neuronas aisladas, aplicando las encefalinas por técnicas microiontoforéti-
cas. Bradley y cols. (39) compararon los efectos de Met-encefalina vy
morfina en neuronas del tallo cerebral de la rata. Ambas producen una
disminucién de la actividad neuronal, siendo dicha accién btoqueada por
la naloxona (antagonista opidceo). Este mismo tipo de ensayo se realizo
en los nicleos reticular gigantecelular y puenle caudal de gatos,
examindndose los efectos de Leu y Met-encefalinas frente a morfina (40}.
Las tres substancias provocan un bloqueo parcial de los potenciates de

accién de la mayoria de las neuronas estudiadas, ltanto si dicha



aclividad era espontanea, causada por acido homocisteico o por estimula-
cién dolorosa. La accién especifica del 4&acido homocisteico sobre las
membranas presindpticas sugiere que los efectos son producidos a nivel
de membrana presindptica; en este caso !a naloxona no bloquea la
acciéon depresiva como sucede en la rata (39). Hill y cols. (29)
observaron una disminucién de la actividad de las neuronas en cortex
cerebral, tdlamo y médula caudal de ratas anestesiadas tras la aplica-
ciéon de Met-encefalina, tanto si los potenciales de accién se producian
espontdneamente como si eran debidos a la administracién de glutamato o
de un estimulo doloroso. La naxolona bloquea, al menos parcialmente, la
accién de la encefalina. Estos efectos han sido descritos en ndcleo
estriado (41), nicleo caudal, substancia gris periacueductal y formacion
reticualar del mensecéfalo de rata (42, 43). Por el contario en felinos
ta morfina y la Met-encefalina producen la estimulacién de tas células
de Renshaw del corddn espinal (44); siendo antagonizada dicha excita-
cion por la naloxona.

Estos resultados sugieren que las encefalinas pueden ser neuro-
transmisores inhibidores en determinadas A&reas cerebrales. De especial
interés son los receptores especificos localizados en la region periacue-
ductal de la sustancia gris, ya que estos juegan un papel importante en
la accién analgésica de los opidceos, tal como se ha comprobado por
microinyeccién de morfina o andlogos’ encefalinas (45, 46).

El mecanismo.de accién de las substancias opidceas y encefalinas
sobre la actividad neuronal no estd claramente definido. E! bloqueo de

los potenciales de acciéon producidos por glutamalo o acido homocisteico



hacen pensar en una acciéon postsinaptica (40, 41, 43). En este sentido,
Ziealgansberger y Baver! (47) observan que los efectos depresivos de |a
actividad neuronal por microinyeccion de opidceos en corddén espinal de
aate, se producen sin hiperpolarizacién celular y sugieren que los
opidceos pueden actuar disminuyendo el influjo de iones sodio en la
membrana postsinaptica producido por el efecto estimulador de glutamate
o acetilfcolina.

Sin embargo, hay datos que abogan también por una accién
presinaptica de las encefalinas y, en general, de las substancias
opiaceas (48).

En ileon de cobaya, tanto la morfina come las encefalinas bloquean

la liberaciéon de acetilcolina producida por estimulacidén etéctrica (3, 4,
6). Esta accion ha sido también observada a nivel central, en cortex
cerebral de rata in-vivo (49, 50). La naloxona antagonizd dichos efec-

tos, aunque soélo de forma parcial cuando se utilizaron altas concentra-
ciones de opiadceos (50). En experiencias in-vitro, se ha comprobado un
efecto similar de las encefalinas sobre la liberacién de noradrenalina en
coértex cerebral de rata tras estimulacién eléctrica o producida por una
elevacion de la concentraciéon extracelular de potasio (52}. En ambos
casos la naloxona bloquea el efeclo inhibidor de tas encefalinas.

Dada la importancia de la lransmisidn dopaminérgica en el sistema
negro-esiriado vy su elevado contenido en encefalinas, Pollard y cols.
(53) estudiaron su posible interrelacién. La degeneracién especifica de
fas terminaciones dopaminérgicas de la sustancia negra, por accién de

la 6-hidroxidopamina (6-OHDA)}, que produce wvna disminucién del B0% en



la actividad de la enzima DOPA-decarboxilasa (cataliza la transformacioén
de DOPA en dopamina), provoca igualmente una reduccién de! 30% en el
nUmero de receptores negro-estriatales para 3‘H—Leu—encefalina sin alterar
la afinidad ligando-receptor. Estos resultados sugieren que una tercera
parte de las neuronas dopaminérgicas son también encefalinérgicas en
este sistema. Datos previos (5” muestran wun efecto inhibidor de los
opidceos sobre la liberacién de dopamina (DA} inducida por potasio en
cortes de nicleo eslriado de rata, indicando el posible papel inhibidor
de las encefalinas sobre las !erminacione§ dopaminérgicas de este
ndcleo. Sin embargo, Moleman y Bruinvels (55), tras producir lesiones
eléctricas unilaterales en la sustancia negra, observaron que la adminis-
tracion de morfina produce una disminucién de DA en dicha zona sin
alterar el lado contralateral del mismo nicleo, cuando se compara con
ratas a las que se les inyectd solucién salina. Los aulores concluyen
que 1a morfina provoca un aumento en ia liberacién de DA en el nicleo
estriado, cuando Ia actividad de las neuronas negro-estriatales es
inferior a la normal, considerando que dicha accidén puede Illevarse a
cabo a través de receptores opidceos presindpticos. Deyo y cols. (56)
comprobaron que l!a morfina y la Leu-encefatina aumentan el recambio
dopaminégico en el ndcleo estriado, disminuyéndolo en cortex cerebral y
eminencia media, o que conlleva una disminucién del tono dopaminérgi-
co, sugiriendo que este puede ser el mecanismo por el cual las
sustancias opidceas favorecen la liberacién de prolactina hipofisaria. La
secrecién de esta hormona se encuentra bajo el control inhibidor de las

neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares (57). En este sentido,



Gudelsky vy Porter (58) observaron que tanto las encefalinas como la
morfina reducen la concentracion plasmdtica de DA en el tallo hipofisa-
rio, siendo éste un reflejo de |a accidon inhibidora de estas sustancias
sobre la liberacién de DA por las neuronas tuberoinfundibutares de la
eminencia media. Estos efectos se producen a través de intleracciéon con

receplores opidceos ya que son antagonizados por la naloxona {56, 58).



I C. Metabolismo

A partir de experiencias de incorporacion de aminodcidos marcados
existe evidencia de que la biosintesis de encefalinas se produce a
través de la sintesis ribosomal de un precursor peptidico de mayor peso
molecular. Esto ha sido comprobado mediante Ia incorporacion de
3 . . . .o .

H-tirosina a ambas encefalinas en plexo mienterico de ileon y en cortes
de nicleo estriado de cobaya, observdndose un aumento lineal del
aminoacido tritiado en las encefalinas después de una o dos horas del
comienzo del experimento (59, 60). La presencia desde el inicio del
ensayo de puromicina o ciclohexamida bloquea por completo la biosinte-
sis; sin embargo, si estos inhibidores de la sintesis proteica se afaden
al cabo de este periodo de tiempo, no afectan dicha sintesis, lo que
hizo suponer que las encefalinas se originan en tas neuronas a partir
de un precursor. Esta hipltesis se ve apoyada por la obtencion de
péptidos mayores (5,000 - 100,000 daltons) en nicleo esiriado de cobaya,
rata y bévidos (61), en cerebro de rata y de cerdo (62), en plexo
mientérico de {leon de cobaya (63) y en médula adrenal! bovina (64, 65);
estos péptidos no poseen actividad opidcea por si mismos, pero tras la
digestiéon con tripsina se originan fragmentos que presentan dicha
actividad. De médula adrenal bovina, se han purificado dos péptidos de
3 y 5,000 daltons; uno de ellos, contiene en su secuencia dos copias de
Met-encefalina y el otro incluye en su estructura la de las dos
encefalinas por lo que, presumiblemente, es un antecesor de ambas (66).

Sin embargo, dado que todavia no se han establecido relaciones cinéticas



entre dichos péplidos y las encefalinas, no existen por el momentn
pruebas concluyentes que confirmen esta hipotesis.

En cuanto al catabolismo de estos pentapéptidos, parece claro que
son degradados rapidamente en sangre y cerebro a metabolilos inactivos.
Las encefalinas son practicamente inoperantes cuando se administran de
forma sistematica. Después de una dosis elevada de Met-encefalina por
via intravenosa sbdlo se observa una ligera analgesia durante 40-80
segundos (41). Urna mayor analgesia se aprecia cuando las encefalinas
se inyectan por via iniracerebral e intraventricular, aunque, una vez
mas, e) efecto es muy corto; por via cerebral es maximo a los 3 minulos
e inapreciable después de los 5 minutos (41, 67). Este hecho contrasta
notablemente con la dilatada accidon de la morfina y de la B-endorfi-
na (68).

La metionina y leucina encefalinas parecen actuar como neurotrans-
misores que interaccionan con receptores opidceos. La mayoria de los
neurotransmisores son inactivados después de la liberacion sinaptica por
un proceso de recaptacion o degradacién enzimatica. En el caso de las
encefalinas no se ha observado el primer mecanismo; sin embargo, se
han determinado en cerebro y plasma de rata y hombre tres actividades
enzimdticas ligadas a membrana responsables de la rdpida degradacion
de ambos pentapéptidos (69-74): 1) ta aminopéptidasa que hidroliza el
enlace peptidico NH2~Tyrj-Gly, 2) 1a encefalinasa A que |ibera
NHZ—Tyr—GW—Gly— vy 3} la encefalinass B que produce e}l fragmento

NH_-Tyr-Gly:

2
Aminopeplidasa Encefalinasa B
i + Le
u
NH2 — Tyr — Gly ~ Gly — Phe — Met

Encefalinasa A



incubando las encefalinas en presencia de muestras de plasma
humano, de rata o de homoger\ados de cerebro de rata, Hambrook y cols.
(69) comprobaron, mediante cromatografia de capa fina y subsiguientle
andlisis de aminodcidos de los produclos obtenidos, que ambos pentapépti-
dos eran hidrolizados perdiendo el resto aminocacidico N-terminal (Tyr).
Lane y cols. (70) observaron el mismo fenémeno en Iliquido cere-
broespinal de rata.

Traficante y cols. {?71) han purificado y caracterizado la enzima
responsable partiendo de nlcleo estriado de cerebro humano. El pH
optimo de esta aminopéptidasa es proximo al neutro (7.5), su peso
molecular aparente es de 61,500 daltons y posee una Km = 64 yM respec-~
to a ta Met-encefalina. Es inhibida por agentes quelantes (O-fenilantroli-
na 85%, EDTA 20%); el Aacido p-cloromercuribenzoico (lO—aM) que se une a
grupos sulhidrilos, inhibe su actividad en un 41% y el 2-B-mercaptoeta-
nol (10_3M) previene la oxidacidn de dicho radical, fa aumenta en un
30%. Presenta un alto grado de especifidad por el enlace NHZ-Tyr-Gly,
ya que ligeras variaciones estructurales de! substrato [Tyr-Gly-
Gly-, Tyr-Gly, a-endorfina vy (D-Alaz)—-Met—encefalina] le hacen insensi-
ble a la enzima.

Por lo que se refiere a la encefalinasa A, durante mucho tiempo se
pensd que era idéntica a la enzima de conversién de la angiotensina
(ECA) debido a que poseen la misma afinidad por varios péptidos,
ambas son inhibidas por agentes quelantes y tienen ademds una distribu-
cién similar (72}. Sin embargo, en ratones morfino-dependientes se obser-

e

vé un aumento de la actividad de la encefalinasa A que no fue



correspondido por- la E.C.A,

estimula por el contrarin la

purificacion de |a encefalinasa

actividad enzimatica dislinta que

Estas tres enzimas parecen

de Jas encefalinas y por tanto

transmision encefalinérgico.

(73).

El sodio, que inhibe a esta ultima,
E.C.A. (74), Durante el proceso de
A se comprobd la existencia de olra

ha sido denominada encefalinasa B.

ser las responsables de la degradacion

son parie importante del mecanismo de



! D. Receptores opidceos

Durante la Gltima década se han ido acumulando datos que
sugieren la existencia de mds de un tipo de receptores opidceos. Las
primeras observaciones se basan en experiencias clinicas y neurofisioldgi-
cas realizadas en espina dorsal de perro, en las que se apreciaron
curvas de dosis-respuesta bifidsicas cuando la morfina era administrada
en presencia de cantidades crecientes de nalorfina (antagonista parcial),
postuidndose que existian receptores distintos para estas dos drogas
{75). Martin vy cols. (76) demostraron la existencia de tres tipos de
receptores opidceos, para morfina, cetociclazocina y SKF-10047, dados los
distintos efectos fisioldgicos de dichos compuestos. Los receptores para
estas substancias fueron denominados v, x y @ respectivamente. Estos
datos fueron confirmados por bioensayos en {leon de cobaya y en vasos
deferentes de ratén (77). Los receplores u se encuentran predominantemen-
te en ileon de cobaya, y median la accion de la morfina, mientras que
los receptores «x son responsables de la accién de otra clase de
narcdticos, cuyo prototipo es la cetozocina, ya que no sustituyen el
efecto de la morfina en experiencias realizadas en monos morfino-depen-
dientes. Estos receptores parecen estar distribuidos tanto en sistema
nervioso central como periférico.

Lord y cols. {78), utilizando cuatro sistemas paralelos, ileon de
cobaya, vasos deferentes de ratén y la inhibicion de la unién ai
receptor en cerebro de cobaya de 3H—naloxona o 3H—naltrexona (antagonis-

3 .
tas) y “H-leu-encefalina (agonista), por distintos derivados de morfina
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"
v péptidos opiaceos (79), concluyen que en cerebro hay al menos dos
tipos de receplores opiaceos: los u, con los que interaccionan esenciai-
mente la naloxona, naltrexoma vy morfina, v los receptores §,
que representan preferencialmente los lugares de unidn para las encefali-
.

nas. Los receptores y se encuentran en ileon de cobaya mientras que los
§ se localizan fundamentalmenie en los vasos deferentes de raton, va
que en este Ultimo sistema los péptidos opidceos son dificilmente
antagonizados por naloxona, requiriéndose una concentracion 10 veces
superior a la utilizada para bloguear e! efecto de la morfina. En el
fleon de cobaya las encefalinas son menos potenles que en vasos
deferentes, necesitdndose menos naloxona que para antagonizar la morfi-
na. Estos datos indican también que las encefalinas pueden interaccionar
con los receptores u, por los que poseen menor afinidad que por los 6.
Este hecho ha sido corroborado por ensayos de radiorreceptores en
preparaciones de cerebro de cobaya (80), observdndose que la capacidad
méaxima de unién de ambas encefalinas es de 6 pmol/g, frente a 4
pmol/g para dihidridomorfina. La amidacién del carbono terminal en
D—A!az—Mel—encefaHna y D—Maz—Leu—encefalina aumenta el nuUmero maximo
de lugares de unién a 13-14 pmol/g, valor simifar al observado para la
etorfina, una de las drogas narcdtico-analgésicas mdas potentes.

Por Ultimo, Wiister vy cols. {(81) han comprobado la existencia de
un nuevo receptor opiaceo en vasos deferenies de rata (receptlor E}, gue
posee una alta selectividad por la B-endorfina. Este hecho ha sido
corroborado por estudios de competicion frente a este péplido opidceo

para inhibir |3 estimulacidén provocada eléctricamente sobre los vasos



deferentes de rata, observdndose que tanto la morfina (receptor u) co-
mo las Leu y Met-encefalinas (receptor -8) son practicamente inactivas

frente a la accion de B-endorfina.



I E. Relacién estructura-actividad de andlogos de encefalinas: carac-

terizacion del derivado FK 33-824

Puesto que las encefalinas endbgenas son muy sensibles a la
accién degradativa de determinadas enzimas, se han realizado intensos
estudios de transformacion de la estructura de estos pentapéplidos para
obtener derivados mas estables. Entre los meétodos para determinar la
actividad de los andlogos se han utitizado: ensayo in-vitro en vasos
deferentes de ratén, f{leon de cobaya, ensayo de radiorreceptores, asi
como pruebas de analgesia in vivo. Los datos obtenidos han revelado la
importancia critica que posee la longitud mdxima de cinco reslos
aminoacidicos en la cadena. Asi, el tripéptido Tyr-Gly-Gly, no posee
actividad alguna (82, 67}). Los tretrapéptidos, a los que les falta la
- metionina, la leucina, o una de las glicinas en posicion 2 o 3 retienen
tan sb6lo un 1% de la actividad del peplapéplido intacto (41, 83, 85,
82). El! tetrapéptide resultante de la eliminacién de metionina o leucina
terminales mantiene una considerable capacidad de unidén al receptor
pero, sin embargo, posee muy poca actividad farmacolbgica (82, B4). La
eliminaci6on de la tirosina N-terminal provoca ta inaclivacién total (69,
84), siendo éste uno de los mecanismos de degradacidén in vivo (69, 71).
El aminodcido terminal es esencial, tanto para la unién al receptor como
para mantener la actividad farmacoldgica de la encefalina (41, 69, B2,
84). La eliminacidon de los grupos amino o hidroxilo de la tirosina
supone la inaclivacion del péptido (69, 82, B5). lgualmente, es necesa-

ria la cadena aromatica de la fenilaianina en posicion & (82, B4), de



forma que su sustitucion por tirosina, D-fenilalanina o ciclohexilos ana-
togos implica ta pérdida de actividad (82, B4). De estos datos se deduce
que las posiciones relativas de los anillos aromaticos de tirosina vy
fenitalanina son criticas, ya que el acortamiento o la extensién de la
distancia entre ambas, por eliminacién de una glicina o la adicién de
una tercera, resulta en una pérdida de la capacidad de unién al
receptor y de la actividad farmacolbégica (82, 84).
. .z 2 3 . P
La sustitucion de Gly o Gly por L-alanina supone pérdida de
. . 2 .2
actividad (B4), mientras que la de Gly por D-alanina’ provoca un gran
aumento de la misma (82, B4). Este hecho es debido a la proteccion del
. 1 2 . .z L
enlace peptidico Tyr -Gly . La sustitlucién de ambas glicinas por
D-alanina es inefectiva, debido probablemente a 1la pérdida de Ila
. . 1
conformacién espacial (82, 84). Al igual! sucede con e! cambio de Tyr
1 5 5 .
por D-Tyr o Met”™ por D-Met™ (B6). Roemer y cols. (87) han estudiado
las propiedades analgésicas de derivados de Met-encefalina en ratdn,
asi como las car‘_acter‘fslicas de unidn a receptores opidceos en
homogenados de cerebro de rata. Tras administrar los andlogos por via
intracerebroventricular (1.C.V.) observaron un aumento de la actividad
nociceptiva al sustituir el grupo carboxilo terminal por carbinol
5 . . . 2 5
(Met“-ol}, el residuo de glicina en posicion 2 por D-Ala (D-Ala”, Met’)
. ces . 2 5 P
y al combinar ambas modificaciones (D-Ala”, Met -ol). Este daltimo
derivado muestra una actividad prolongada, tanto por via subcutanea
PR . . 2 5
como por via intravenosa o |.C.V. Sin embargo, el andlogo (D-Ala"-Met™)

es solamente activo por la Glitima. La oxidacidén del sulfuro a sulféxido

en el resto Met?J [D—Alaz-Met (O)S-OI] y la N-metitacion de la



fenilalanina definen un derivado de Met-encefalina, el FK 33-824
[Tyr-D-Ala~Gly-MePhe_Met) (O)S—OI] figqura 22, que produce analgesia in-
clusive por via oral. El FK 33-B24 es, basado en el cdlculo molar de
las concentraciones, aproximadamente 30,000 y 1,000 veces mas activo
que la Met-encefalina y morfina, respectivamente, tras administracion
1.C.V. y 23 veces mas potente que la B-endorfina. La duracidon de la
accidon analgésica de este derivado de Met-encefalina depende no sdlo de
la especie, sino de la via de administracion (B88). En ratdén, usande un
ensayo de resistencia al calor, el FK 33—82h fue dos veces mds polente
que la morfina cuando se inyectd subcutidneamente, pero 3-4 veces menos
activo que la misma por via oral. En rata, utilizando el ensayo de
estimulacién eléctrica, el FK 33-824 fue 7 veces mas potente que la
morfina inhibiendo la actividad motora y dos veces menos activo
inhibiendo la vocalizacion. Administrado por via rectal produce analge-
sia, mientras que la morfina, en dosis doble (100/Kg}, es inactiva. En
ratén, la naloxomna, en dosis bajas, blogquea parcialmente la accifén de
ambos opiaceos.

En ratones morfino-dependientes, el efecto analgésico del FK 33-824
y de ta morfina frente a la estimulacion calorifica es muy reducido
cuando se compara con el producido en animales no dependientes. Este
hecho presupone una reaccién cruzada entre ambas sustancias.

Los mismos autores observaron que el bloqueo del cuarto ventriculo
cerebral en conejo provoca la abolicion de la accion de dichas drogas
administradas por via 1.C.V., mientras que el bloqueo del tercer

ventriculo no afecta la actividad analgésica de ambas.
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La inyeccion de dosis elevadas de FK 33-824 en el cuario ventricu-
to produce también aquinesia, caracterizada por una marcada rigidez
muscular. En contraste, la morfina no posee dicho efecto, lo que indica
la existencia de distintos sitios de accidon para los dos compuestos. La
rigidez muscular, causada por e} FK 33-824, es similar a la producida
por la 8-endorfina (89). En rata, tras su administracion 1.C.V., esle
derivado de Met-encefalina es 46 veces méas potente que l!a B-endorfi-
na para provocar aquinesia. A dosis bajas, la naloxona bloquea dicho
efecto, mientras que se necesilan cantidades muy elevadas de apomorfina
para revertir dicho efecto; sin embargo, dada la gran dosis utilizada es
dificil indicar si existe o no interacciéon de! FK 33-824 con tas vias
depaminérgicas (90).

Hay otras similitudes entre las acciones farmacoldgicas de la
B-endorfina y las de este péplido opidceo. Ambas drogas causan un
efecto analgésico de ftarga duracion (87, 91), aunque como se indicaba
antes, el FK 33-B24 es mas potente. Las dos sustancias causan dependen-
cia fisica (87, 89, 15) y exhiben reacciéon cruzada con la morfina.
Ademds, estos opidceos producen una marcada estimulacion de ta secre-
ciéon de prolactina y hormona de crecimiento en rata {(92).

Como consecuencia de las transformaciones introducidas en la
molécula de Met-encefalina para la oblencién del FK 33-824, también se
ha alterado su afinidad por los distintos receptores opidceos y por tanto
sus propiedades farmacoldgicas. Estudiada la interaccién con dichos
receptores por ensayos de competicion en preparaciones de cerehro de

rata, Kwen-Jen y cols. (93} observaron que el FK 33-824 se une con
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mayor afinidad al receptor marcado con H-naloxona o “H-dihidromorfina
. . .. 125
que al receptor de encefalinas, determinado por la unidn de |
2 5 . - .
D-Ala”, D-Leu -encefalina. Por olra parte, cuando se utiliza este analo-

125'

go tras incorporacion de en la posicion 'para"™ del anillo de

tirosina, se comprueba que el orden de potencias relativas en el despla-

zamiento de ’ZSI—FK 33-824 es: rru::r*fina>n.:-alc»<or\a>[D-Ala2

5
, Leu ]-encefa-
5 . 5 . . P
tina>{Met™ ]-encefalina>[{Leu”]-encefalina, siendo similar el encontrado pa-
3 3 fes .
ra H-naloxona y ~H-dihidromorfina.

La wunidn al receptor es esteroespecifica, ya que el ligando es
desplazado por lervofono!l mientras que se necesitan concentraciones muy
superiores de dextrofan y es saturable con caracteristicas semejantes a

. 3 . . .
las apreciadas para “H-dihidromorfina. Kream y Zukin (94), observaron

.z " vee s .. 125
también saturacion y esteroespecificidad en ta union del 1-FK 33-B24
al receptor de cerebro de rata. Sin embargo, al representar los datos
por el sistema de Scatchard, comprobaron la existencia de dos receptores
por los que posee gran afinidad. Tras realizar estudios de competicion

125 3 3 . . 3 2 .
con 1-FK 33-824, “H-naloxona, "H-dihidromorfina y "H-D-Ala -encefali-
na como trazadores, llegaron a la conclusiéon de que este derivado de
Met-encefalina reconoce de forma muy similar tanto los receptores u co-
mo los §.

Wiister y Herz (81) bhan estudiado la actividad de diferentes
agentes opidceos por tres bioensayos diferentes: {teon de cobaya (recep-
tor v}, vasos deferentes de ratén (receptor &) y vasos deferentes de

rata {receptor e¢). El FK 33-824 muestira las siguientes potencias relati-

vas respectio a estos tres sistemas: 1/6,1/52.



De los datos expuestos puede deducirse que este andlogo posee
preferencia por los receplores u, sensibles a naloxona, morfina y sus
derivados aunque puede también interaccionar con los §, caracteristi-
cos de las encefalinas.

La distribuciéon de los receptores p y & en cerebro de rata (93)
es tal que: 1) cortex y nicleo estriado, poseen cantidades similares de
ambos; 2) en sistema |imbico la proporcion es de 1:2; y 3) en tatlamo e
hipotadlamo existe una elevada concentracion de receptor p con respecto
a Jos 6 {4:1}). Por d(ltimo, hay que tener en cuenta la existencia de
receptores € en la hipofisis, con los que el FK 33-824 también puede
interaccionar. Estos resultados sugieren una accién reguladora de la
encefalina sobre la secrecién de hormonas pituitlarias bajo control

hipotalamico (57).
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Il MOTIVO DE LA TESIS DOCTORAL

Dada la amplia distribuciéon de receplores opiaceos y encefalinas
en cerebro, hipotdlamo e hipdfisis (18-30), asi como su accién sobre la
transmision neuronal {20, 39-56), puede calificarse a estos pentapéptidos
como neuromoduladores o neurolransmisores putalivos. Estos datos sopor-
tan el posible papel que juegan las encefalinas como reguladores del
sistema endocrino. Para confirmar este hecho en el ser humano se ha
investigado el efecto de un derivado muy estable de la Met-encefalina,
el FK 33-B24 (8B-94), sobre la secrecién de prolactina (PRL}, hormona de
crecimiento (GH), lu!eotr‘ofinAa (LM), adrenocorticotrofina (ACTH) vy cor-
tisol.

Para poder realizar un disefio correcto de los experimentos hay
que lener en cuenta que, en principio y de forma general, pueden
establecerse tres tipos de ritmos secretorios hormonales. E! primero hace
referencia a las variaciones de los niveles hormonales a lo largo de la
vida; un ejemplo tipico, serfan las hormonas sexuales femeninas. En
segundo lugar, también pueden apreciarse en muchos casos ritmos
nictemerales; éste es entre otros, el perfil secretorio de la prolaclina,
que presenta un miximo alrededor de las 3 a.m. para disminuir
lentamente en la mafiana. Este tipo de ritmos es complejo, ya que en
determinados casos estda influenciado por los ciclos de luz-oscuridad vy
en otros, por los de suefio-vigilia, caso este Gltimo de la secrecion de
hormona de crecimiento. Por Ultimo, hay determinadas hormonas en cuyos

perfiles secretorios se puede apreciar el denominado "ultrarritmo”, es



decir que las variaciones diarias de sus niveles circulantes no son conti-
nuas, sino que se producen como una sucesion de cambios bruscos y
répidos, o pulsos. Este Ullimo tipo de perfil secretorio es el definido
para la hormona luteinizante. No se puede terminar esta resefia de los
ritmos secretorios sin hacer referencia a los cambios observados durante
fos ciclos reproductivos de las hembras, en los que, a todos los datos
expuestos, hay que afadir las marcadas variaciones hormonales observa-
das a lo largo de los mismos (95, revision general). Como es ldgico
suponer, todas las oscilaciones citadas se interrelacionan, hecho que
debe ser considerado a la hora de establecer un protocolo de trabajo, y
han de ser tenidas en cuenta para poder determinar el posible papel
regulador que juegan, por ejemplo, las encefalinas sobre la secrecion
hormonat.

Considerando los datos citados, se establecieron dos tipos de
experimentos: 1) diurnos, que comenzaron siempre a las 8 de la mafana
y, 2) de suefio nocturno. Por lo que se refiere a las personas que
tomaron parte en dichas pruebas, se mantuvo en todos los prolocolos de
investigacion la homogeneidad de sexo para evitar interferencias inheren-
tes a ts fisiologia.

Deyo y cols. (56), asi como Gudelsky y Porter (58) han comprobado
que en rata, tanto las encefalinas como fa morfina reducen los niveles
plasmdticos de dopamina (DA) en el tallo hipofisario. Enjalbert y cols.
(96) observaron que la morfina bloquea el efecto inhibidor de la DA
sobre la secrecién de prolactina en cultivos adenohipofisarios de rata.

En el ser humano, Tolis y cols. (97) comprobaron que la morfina



produce un aumento de los niveles plasmaticos de PRL y GH y una
disminucidon del cortisol.

Estos datos nos han llevado a estudiar el efecto del FK 33-824 y
de la naloxona sobre la secrecion de PRL y GH, asi como la paosible
interaccion entre vias de transmision dopaminérgicas y encefalinérgicas,
por estimulacién y bloqueo de las primeras con bromocriptina (agonista
dopaminérgico} y tietilperazina (derivado de la fenotiazina que actia
como antagonista dopaminérgice), tras fa estimulacion o el bloqueo de
las vias encefalinérgicas con FK 33-824 y naloxona, respectivamente.

Para comprobar el posible papel fisiolégico de los receptores
opidceos sensibles a naloxona en el control de 1a secrecién de PRL vy
GH, se realizd un estudio de suefo (nocturno}, situacién en la que se
produce la hipersecrecién de PRL y GH. Durante el mismo se infundid
naloxopa, determindndose las variaciones con respecto al perfil basal de
las concentraciones plasmiticas de dichas hormonas. En este mismo
sentido, se estudiaron también varias pacientes con hiperprolactinemia
tras administracion aguda diurna de naloxona.

Por lo que se refiere a la acciéon del FK 33.824 sobre la secrecion
de LH, existen datos contradictorios. Stubbs y cols. (98}, observaron
que la administracién aguda de este pentapéptido por via intramuscular
provoca !a inhibicién de ta LH y de la hormona foliculo-estimulante
{(FSH). Sin embargo, del Pozo y cols. (99), en condiciones similares, no
apreciaron variaciones significativas en los niveles plasmdticos de
ambas hormonas. Por otra parte, la morfina inhibe la elevacion de la

LH en 1'a rata en proestro (100), sugiriendo un efecto sobre el



hipotdlamo (101, 102). Esta inhibicion fue antagonizada por la naloxona
(103). Estos resultados hacen pensar en una funcion reguladora de los
opiaceos sobre |la secrecion de la LH a través de un mecanismo
supraselar. Para comprobar esta hipbtesis, se realizd un estudio de
competicién entre FK 33-824 y LH-RH. Por otra parte, dado que la
secrecion de LH es pulsatil (95), se ha investigado el efecto de ese
derivado de la Met-encefalina sobre el ritmo secretorio de dicha hormo-
na, tras su infusidon; en el caso de que la infusion de FK 33-824
inhibiese la pulsatividad de LH y a la vez produjera una elevaciéon de
la PRL, habria que estudiar si la inhibicidn no se debe a |la
hiperprolactinemia producida, como se ha comprobado en inviduos norma-
les tras la administracion de la hormona liberadora de la tirotrofina
(TRH) en ta hiperprolactinemia patoldégica (104). Para ello habria que
pretratar con bromocriptina para suprimir la hiperprolactinemia provoca-
da bajo la infusion de FK 33-824.

Para terminar este apartado, se ha analizado la accién de los
receptores opidceos sensibles a naloxona sobre la secrecidén pulsatil de
LH durante el suefio nocturno.

La dlitima seccion de esta tesis doctoral se refiere al efecto del FK
33-824 sobre la secrecion de ACTH vy cortisol. Los datos de que se
dispone, muestran una accion inhibidora de esta encefalina sobre dichas
hormonas (98, 99), pero no permiten localizar su centro de accién, es
decir, si ésta tiene lugar a nivel hipofisario o supraselar; ademds no
se puede descartar un efecto concomil:\ante sobre la glandula adrenal.

Para caracterizar el mecanismo de accion del FK 33-824 sobre el eje



ACTH-adrenal, se propuso un estudio en sujetos normales wusando la
lisina-vasopresina (LVP) como agente liberador del ACTH (105). La
arginina-vasopresina, péptido enddgeno, posee propiedades liberadoras
de ACTH (CRF, corticotropin releasing factor) (106, 107) y ta LVP
produce e! mismo efecto que el péptido endbégeno (107). En una segunda
parte del experimento, se estimuld {a produccién de cortisol adrenal
mediante la administracion de ACTH 51_26, andlogo sintético de la ACTH
endbgena, que sbélo contiene los 24 primeros aminoacidos, que son los
indispensables para su accidon.

Antes de pasar a desarrollar tos protocolos establecidos, es
necesario hacer una serie de consideraciones generales. Puesto que los
estudios se realizaron en seres humanos, se han observado una serie de
normas éticas y profesionales'. Los disefos experimentales fueron someti-
dos a las critica de una comision cientifica, de O.os Laboratorios Sandoz,
S.A. (Basilea, Suiza), lugar de la investigacién y revisados por el
Prof. U.C. Dubach de ta Facultad de Medicina de la Universidad de
Basilea. Los estudios fueron realizados de acuerdo con las normas
establecidas en la declaracion de Helsinki (Registro Federa! 40:16056,
1975).

En todos los casos, las suslancias placebo y las dislintas d.rogas
se administraron de forma aleatoria, distancidndose dichas administracio-
nes en, al menos, una semana. Cuando los estudios se realizaron en

mujeres, se esperd hasta el mismo dia del siguiente ciclo menstrual.
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Il A, Sustancias

Ir A1, FK 33-824

Es wun pentapéptlido sintético, muy estable, derivado de la
Met-encefalina enddgena (figura 2), producido por los Laboratorios
Sandoz S.A. (Basilea, Suiza), que posee una gran afinidad por recepto-
res opidceos (B86-94). El FK 33-824 se encuentra preparado en ampollas
de 2 ml de una solucién Manitol (52 mg/mi) en agua destitada. E}
contenido en péptido es de ' mg/ml. La solucién de manitol sdlo es la

empleada como placebo de la encefalina.
tit A.2. Naloxona

La Naloxona (Narca:@, Winthrop S.A., Basitea, Suiza) es el ciorohi-
drato de N-alilnoroximorfano. Este fdrmaco posee propiedades antagonis-
tas de la morfina a través de una gran afinidad por receptores opidceos
{93, 94). La naloxona no produce dependencia, teniendo una accion muy
rdpida y de corta duracién (108), no habiéndose descrito efectos
secundarios. Todas estas caracteristicas hacen que se utilice como un
antidoto frente a agentes opidceos (109). Esta sustancia viene envasada

en ampollas de ¥ m! que contienen 0.4 mg de principio activo.

111 A.3. Bromocriptina

LLa bromocriptina (Parlode'®, Sandoz S.A., Basilea, Suiza) es el

mesilato de la 2-bromo-a-ergocriptina. Este farmaco es un potente



agonista de la dopamina, lo que le confiere una gran utilidad como
agente inhibidor de la prolactina (57). En este trabajo se han empleado

tabtetas que contienen | mg de producto activo.

111 A4, Tietilperazina

La tietilperazina (Torecan®, Sandoz S.A., Basilea, Suiza) es un
derivado de la fenotiazina, antagonista de la dopamina (57). Este

producto viene envasado en ampolias que contienen 6.5 mg.

It A.5. Lisina-vasopresina (LVP)

Es un nonapéptido sintético (Vasopresina®, Sandoz S.A., Basilea,
Suiza), derivado de la arginina-vasopresina (péptido enddgeno} en el
que la arginina en posicion 8 ha sido sustituida por lisina. La LVP
viene envasada en ampollas de 1| mil, que contienen 5 Ul (unidades
internacionales).

11 A.6. ACTH g'~2

Es un derivado sintético (Sinacten®, Ciba Geigy S.A., Basilea,
Suiza) de 1a hormona adrenocorticotropa (ACTH). Contiene solamente los
primeros 24 aminodcidos de la secuencia total de 39 de la hormona
enddégena, ya que los restantes no son necesarios para su actividad
bioldgica. €1 sinacten se presenta en ampollas de 1 ml que contienen

0.25 mg de ACTH o' 2%,



1ME A7, LH-RH

Es un undecapéptido de sintesis {LH-R\-@§ Roche, Basilea, Suiza),
similar al péptido endogeno hipotatamico, liberador de la hormona
luteinizante. El contenido de la solucién acuosa de ampollas de 2 mi es

100 mg.



tt1 B. Metodologia

11l B.1. Estudios diurnos:

1Y B.l.a. Efecto del FK 33-824 y de lta naloxona sobre la

secrecion de prolactina y hormona de crecimiento

En el estudio participaron catorce varones normales, cuya medida
de edad era de 30 afos. Tras doce horas de ayuno se les colocd un
catéter en ta vena cubital (8 de la mafana). Los voluntarios permanecie-
ron acostados durante el experimento, no permitiéndoles ingerir alimento.
Con una distribucién aleatoria, cada uno de ellos fue sometido, con una
semana de intervalo, a los siguientes tratamientos: a) inyeccién intrave-
nosa (i.v.) 10 mi e intramuscutar (i.m.) 0.5 ml de suero salino; b) &
mg de naloxona por via i.v. y 0.5 ml de suero salino por via i.m.; c)
administracion de 10 ml de suero salino (i.v.) seguida de 0.5 mg de FK
33-824 (i.m.); y, d)} inyecciéon de 4 mg de naloxona (i.v.) y 0.5 mg de
FK 33-824 (i.m.).

El momento de la administracion (i.m.) del suero salino o de la
encefatina fue considerado como tiempo cero minutos (9 de la mafana).
La inyeccién de naloxona precedié en 5 min. a la de FK 33-824.

Se realizaron tomas de sangre (6 ml por toma) por medio del
catéter a -15, 0, 15, 30, 45, 60, 120 y 180 min. (ver esquema 12), se
centrifugaron (1.500 x g a 4°C durante 15 min.), separandose a continua-
ciéon el plasma que se mantuvo congelado a -20°C hasta el momento de la
determinacién radioinmunolbégica de PRL y GH.

La evaluacion estadistica de los resultados se efectud por integra-
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cién del drea bajo los perfiles hormonales, comparidndose los valores

obtenidos para los distintos tratamientos por medio detl test de Wilcoxon.



11l B.1.b. Estudio del efecto de la interaccion entre vias de
transmisidon dopaminérgicas y encefalinérgicas sobre la

secrecion de protactina y hormona de crecimiento

Para evaluar esta interaccion en el ser humano ocho varones
normales se sometieron, con al menos una semana de intervalo, a los
siguientes tratamientos en wun orden alealorio: a) control basal; b}
administraciéon oral 1 mg de bromocriptina tres veces el dia precedente,
tomando la Ullima dosis a las 7 de la mafRana, 2 horas antes de la
inyeccién por via i.m. de 0.5 mg de FK 33-8B24 (tiempo "cero"). A las 8
se canuld a los voluntarios en la vena cubital, después de lo cual
permanecieron acostados hasta e! final de la prueba. Se tomaron
muestras de sangre {6 ml por toma) en tubos heparinizados a -5, 30,
60, 90, 120, 180 y 240 min., (esquema 22).

En una segunda parte de este proyecto estos ocho individuos,
siguiendo las directrices ya expuestas, recibieron: a) 0.5 mgA de FK
33-824 por via i.m.; b) se repitid el protocolo anterior (a), 5 min.
después de |a administracién por via i.v. de 4 mg de naloxona; c)
inyeccion i.v. de 3.25 mg _de tietilperazina; d) el mismo tratamiento
anterior (c) precedido en 5 min. de una inyeccién i.v. de 4 mg de
naloxona. La administracion de FK 33-824 y de tietilperazina marcaron
el tiempo ‘'cero" de la prueba. Se tomaron muestras de sangre a 0, 15,
30, 60, 90 y 120 min. (ver esquema 32).

Los plasmas se obtuvieron tras centrifugacién de fas muestras y se
conservaron a -20°C hasta el momento de la determinacién radiocinmunolé-

gica de PRL o GH.
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Los resultados se analizaron estadisticamente por medio de un tes!
de Student para pares, usando los valores acumulativos basales y los
derivados de l!a integracion de las Aareas descritas por los perfiles

hormonates.

111 B.1.c. Efecto del bloqueo de receptores opidceos sensibles a naloxona

sobre la hipersecrecién patoldgica de prolactina

A cuatro enfermas con hiperprolactinemia, dos de ellas afectadas
de un tumor hipofisario productor de prolactina se les administro por
via i.v. 4 mg de naloxona a cero minutos, tomandose muestras de

sangre a -15, 0, 15, 30, 45 y 60 min., determindndose a continuacion

las concentraciones plasméticas de PRL.

It1 B.1.d. Estudio del efecto de la interaccién entre LH-RH y FK 33-824

sobre la secrecion de hormona tuteinizante

Ocho individuos normales tomaron parte en este estudio. Tras
recogerse dos muestras basales a -15 y 0 min., se inyectaron por via
i.m. 200 mg de LH-RH en condiciones basales o, tras la administracion
i.m. de 0.5 mg de FK 33-824, con una semana de intervalo, haciéndose
tomas de sangre (6 ml) a 15, 30 y 60 min. después de la inyeccién del
opidceo. Los plasmas que se obtuvieron tras la centrifugacion de las
muestras, se guardaron a -20°C hasta Ia determinacidn radioinmunolégica

de las concentraciones de LH (esquema n?2 4).
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111 B.1.e. Efecto det FK 33-824 sobre la secrecion pulsatil de la hormona

luteinizante

En este estudio tomaron parte ocho mujeres, que se encontraban en
perfecto esta»do de salud, no habiendo recibido en las cuatro semanas
precedentes al! mismo ninguna medicacién. Dichas personas estaban en
edad reproductiva (20-40 afos; 50-80 Kg de peso). Los diversos experi-
mentos que compusieron el estudio se realizaron durante la fase folicular
de ciclo menstrual (uno por ciclo) con una distribucién aleatoria: a)
control basal; b) infusién de FK 33-824 (0.01 mg / Kg / h x & horas);
y, €} se repitid el apartado anterior (b}, infundiende simultineamente
natoxona (1 mg / h x 4 horas) (n=6) (esquema n2 5).

En otro ensayo, se investigl si el efecto del FK 33-824 sobre la
secrecién pulsatil de LH, era mediado por la hiperprolactinemia produci-
da por este péptido opidceo. Para ello, se repitio la infusién en siete
personas pretratadas con bromocriptina (3 x 1 mg / dia) (esquema n2 6).

Puesto que en esta fase del! ciclo menstrual se produce un pico
pulsdtil completo cada 2.5 - 3 horas, se tomaron muestras de sangre
cada 20 min. durante 6 horas, determinidndose por radicinmuncensayo las
concentraciones plasmdticas de LH y PRL.

Para estimar las variaciones de la secrecién de base de LH, se
calculd la linea de regresién de los puntos que forman las bases de los
picos secretorios, integrandose a continuacion las J4reas comprendidas
entre los perfiles hormonales y las lineas de regresiéon. Las diferencias
se estimaron estadisticamente por medio de un test de Student para

pares, tomando como pardmetro el valor de la tangente de la linea de
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regresiéon formada por los valores de base.

il B.1.f. Estudio de la accion inhibidora del FK 33-824 sobre ta

secrecion de ACTH y cortisol

Para tratar de elucidar el mecanismo de accién del FK 33-824
sobre el eje ACTH-adrenal, se ha realizado el presente estudio que
puede dividirse en dos apartados. El primero consiste en una prueba de
estimulacion directa sobre la hipofisis, utilizando la lisina-vasopresina
(LVP}) como agente estimulador de la iiberacién de ACTH,., Este péptido es
un andlogo sintético de la arginina-vasopresina, péptido enddgeno, que
ha demostrado poseer propiedades como factor liberador de ACTH (C.R.F.)
(106, 107). Por otra parte, Brownell y cols. (110) han demostrado que
la administracién de FK 33-B24 disminuye a !imites indetectables los
niveles en orina de la vasopresina enddgena, de forma que la exogena
administrada es la responsable del efecto estimulador sobre ACTH. En
una segunda fase del experimento se ha realizado adicjonaimente una
prueba directa de estimulacién adrenal administrando un andlogo sintéti-
co de ACTH, ACTH g!-2% (Sinacten®).

Krieger y Zimmermann (105) han comprobado que ia inyeccion por
via i.v. o i.m. de 5 U.l. de LVP produce, en individuos normales, un
aumento de los niveles plasmiticos de ACTH vy cortisol al cabo de 15 vy
30 min. Por otra parte, se ha observado que la inyecciéon por via i.m.
de 0.5 mg de FK 33-824 produce una disminucion continua de las tasas
circulantes de, cortisol entre 30 y 180 min. tras la administracion de la

encefalina.



Teniendo en cuenta estos datos se han llevado a cabo los
siguientes estudios en ocho varones normales con edad media de 2B afios.
Después de 12 horas de ayuno, se les colocé un catéter en la vena
cubital a las 8 de [a mafana, permaneciendo acostados y sin ingerir
alimentos durante el desarrollo de las pruebas a tas que fueron
sometidos con al menos una semana de intervalo, recibiendo con una
distribucién aleatoria: a) wuna inyecciéon por via i.m. de 0.5 m! de suero
salino a tiempo cero (8 de la mafana), seguida a los 60 min. de la
administracién i.m. de 5 U.l. de L.V.P.; b) se repiti6 el mismo
protocolo sustituyendo el suero salino por 0.5 mg de Fk 33-824; y, ¢)
una inyeccion de 0.25 mg de ACTH B8 -24 por via i.m, 60 min. después
de la administraciéon i.m. de 0.5 mi de suero salino a tiempo cero, o
(d} de 0.5 mg de FK 33-824. Estos dos Ultimos apartados se realizaron
en seis de los ocho voluntarios citados. Se recogieron muestras de
sangre a O, 30, 60, 75, 90, 120, 1B0 y 240 min., extrayéndose los
plasmas por centrifugacion, conservdndose a -20%¢ hasta la determina-
cién radioinmunoldgica de las concentraciones de ACTH y cortisol (esque-

mas n® 7 y B).

11l B.2, Estudic durante el suefo nocturno: Efecto del bloqueo de
receptores opidceos sensibles a naloxona sobre la secre-
cion de prolactina, hormona de crecimiento y hormona

futeinizante

En este experimento tomaron parte diez voluntarios masculinos

normales cuyas edades oscilaban entre los 22 y 32 afios. El estudio
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comprendio tres ensayos, separados por intervalos de una semana: a)
una noche de adaptacién; b) un control basal bajo infusidén de suero
salino; y, ¢) una noche con infusidn naloxona. La droga y el suero
‘salino fueron inyectados en orden aleatorio por via intravenosa a una
velocidad correspondiente a 0.8 mg/h x &4h de naloxona y el periodo de
investigacion se extendié a 6 horas.

Durante los tres periodos cilados se tomaron registros encefalografi-
cos occipitales y precentrales por medio de un electrbgrafo
Elema-Schonander, y se clasificaron los distintos periodos de suefio de
acuerdo con las normas establecidas por Rechtschaffen y Kales (111),

La iniciacion del estado 22 del suefo fue considerado ;:omo el
punto de partida para la toma de muestras de sangre (4ml por toma) a
intervalos de 20 min., por medio de un catéter colocado en la vena
cubital de los voluntarios y conectado con una sala contigua desde
donde se controlé el experimento. Los plasmas fueron separados por
centrifugaciéon y conservados a -20°C hasta la determin?cién radioinmu-~
nolégica de PRL, GH y LH.

Se utilizd un programa de computadora (DORMA) para calcular la
duraciéon de los distintos estadi‘os del suefic en los tres periodos de 2
horas en que fue dividido el tiempo total examinado (6 horas). La
evaluacion estadistica de las diferencias observadas en los perfiles
hormonales entre la infusién salina y la de naloxona se realizé por
medio de un test de Student, usando como parametro el &rea integrada
bajo las curvas descritas por las wvariaciones hormonales (PRL y GH).

En el caso de la LH se considerd el drea comprendida en los picos de la



L. P . . L
secrecion pulsatil por encima de ta linea de rearesién calculada para

las bases de dichos picos.



- 60 -

111 C. Determimaciones hormonales por radioinmunoensayo

E1l método ulilizado para ta determinaciéon de las concentraciones
hormonales de las muestras recogidas fue el radioinmunoensayo. Este
método se basa en la reaccién de un antigeno (hormona) marcado

radioisotopicamente (Ag*) con el anticuerpo correspondiente:

Ag* + Ac — Ag* + Ac

Si a una cantidad constante de antigeno marcado (Ag*) y de
anticuerpo (Ac) se afade un antigeno no marcado (Ag), se produce una
competion de ambos antigenos por el anticuerpo desplazdndo este UGltimo

al trazador (Ag*):

Ag + Ag* + Ac :_—*_Ag—Ac+Ag'—Ac

Realizando una curva de talonamiento con concentraciones cre-
cientes de Ag, de la serie estandard o del suero problema se ird
produciendo una disminuclién progresiva de Ag*-Ac, de manera que pue-
de establecerse una relaciéon entre la concentracidn de Ag en la mezcla
de reaccién y la cantidad de complejo Ag*-Ac formado, determinado
por el contaje del radioisotopo. La especificidad de los anticuerpos
usados en este estudio y ta dilucién 6ptima para el ensayo se mencionan

en los apartados correspondientes.

i1t C.1. Prolactina

E! método utilizado fue el descrito por Hwang y cols. {112). Es un



radioinmunoensayo homdlogo, en el que el anlicuerpo frente a h-PRL se
obtuvo en conejo, uti'izér;dose a una dilucion 1:20.000, concentracidon a
la cual une un 50% de! trazador (125I-hPRL, 10.000 cpm), no presentan-
do reaccidon cruzada con otras hormonas. La separacion del complejo anti-
geno-anticuerpo de fa hormona libre, se realizé por inmunoprecipitacion
tras !'a adicion de un suero anti-conejo obtenido en carnero (SAR) a una
dilucidén 1:20, concen.lracién a la cual une un 90% del complejo. Estos
reactivos, junto con !ta hormona purificada, que sirve como Irazador tras
ta yodinizaciéon, asi como de palrén para ja curva de talonamiento,
fueron donados por el Prof. H.Friesen del Dplto. de Fisiologia de la
Universidad de Manitoba (Canada).

El desarrollo experimental se Hev.é a cabo por duplicado, de
acuerdo con el esquema n? 9. E) método posee una sensibilidad capaz de
detectar 0.2 ng/mi! de h-PRL, Las variaciones intra- e inter-ensayo no

excedieron en ninglin caso 10 y 20%, respectivamente.

11 C.2. Hormona de crecimiento

El método empleado ha sido desarrollado en los Laboratorios Sandoz

S.A. (Basilea, Suiza) por P. Marbach y R. Haller (113), utilizando como

patrén y trazador un preparado de h-GH muy purificado de los Laborato-

rios Kabi (Estocolmo, Suecia). FEl primer anticuerpo frente a h-GH ce

obtuvo en conejo y se utilizd a wuna dilucién 1:7000, condicion en la que
125 .,

une un 50% del trazador empleado ( I-hGH, 10.000 cpm), sin presentar

reaccién cruzada con otras hormonas.

La separacion del complejo hormona-anticuerpo de la hormona libre
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se hizo por inmunoprecipitacion tras la adicion de un segundo antlicuer-
po, obtenido frente a suero de conejo en asno (DSAR), que a wuna
dilucién 1;20 une un 90% del complejo antigeno-anlicuerpo.

El desarrollo experimental se Illevd a cabo por duplicado de
acuerdo con el esquema n? 10. El método posee una sensibilidad capaz
de detectar 0.2 ng/ml de h-GH. Las variaciones intra- e inter-ensayo

fueron 8 y 15%, respectivamente.

111 C.3. Hormona luteinizante

Este radioinmunoensayo fue realizadn con reaclivos preparados por
el Instituto Nacional de Radiocelementos (Fleurus, Bélgica). Es un sistema
homélogo en el que el anticuerpo frente a la hormona se obtuvo en
conejo y, en las condiciones empleadas, wune un 30% de! trazador

125 : P . .
I-hLH). La separacion del complejo hormona-anticuerpo de la hormona

(
libre se efeclud por imnmunoprecipitacion tras lta adiciéon de un segundo
anticuerpo, obtenido en carnero (frente a suero de conejo) v unido a
celulosa. En la disolucion utilizada el 22 Ac unidé la casi totalidad del
complejo h-LH-12Ac.

Las delerminaciones se hicieron por duplicado siguiendo el esquema
de trabajo n? 1. La sensibitidad del método es de

1.1 mUE(MRC 68/40)/mi. Las variaciones intra- e inter-ensayo fueron de

5 v 8%, respectivamente.

111 C.4. Hormona adrenocorticotropa

El metodo para la determinaciéon radioinmonolégica de esta hormona

.
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ha sido desarrollado por el Prof. J. Girard y cols. (114)., Es un
radioinmunoensayo homdlogo, en el que el anticuerpo frente a la ACTH
humana se obtuvo en conejo, utilizdndose a wuna dilucién 1:240.000,
concentracién a la cual une un 50% del trazador (125|~ACTH, 1000 cpm)
y no presenta reaccion cruzada con otras hormonas. La separacion del
complejo antigeno-anticuerpo de ta hormona libre se realizé por absor-
cién en charcoal-dextrano (1.0% charcoal Norit A, 0.1% dextrano T70 en
tampén Barbital 60 mM pH 8.6), condiciones en las que une un B80% del
ligando libre. La ACTH utilizada como patréon y trazador (tras incorpora-

. 125 . . . e ez
cion de 21 por el método de lta cloramina T) es un analogo sintético

de ACTH 8'"2* (Ciba Geigy, Basilea, Suiza).

El desarrollo experimental se llevd a cabo por triplicado en el
taboratorio del Prof. J. Girard (Hospital Infantil de la Universidad de
Basilea, Suiza), de acuerdo con el esquema n? 12. El metodo posee una

sensibilidad de 17 pg/ml. Las variaciones intra e inter-ensayo fueron

6.8% y 15.2%, respectivamente.

fit C.5. Cortisol

Al igual que e! radioinmonuensayo de ACTH, éste también ha sido
desarrollado por e! Prof. J. Girard y cols. (114). El ensayo se realizd
en un medio tamponado con Glicina (50 mM pH 3.0), condicién en la que
la wunién a la proteina transportadora queda inhibida, pero no la
reaccién con el anticuerpo que a una dilucién de 1/200.000 une e! B0%
del trazador (2000 cpm, 'zsl-Cortisol, New England Nuclear). 1Inmediata-

mente antes de comenzar el experimento se prepara una solucién que
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contiene el trazador junto con el anticuerpo y Y-globulina humana:

2.0 mi 'zsl-Cor‘tisol (N.E.N. 1.3 uCi/25 ml)

!

100 16% v-globulina humana

—~ 10 ul Anticuerpo (1/100)

16 mi de tampén

de ta cual, se afade 200 il a cada tubo. La separacién de! complejo
antigeno-anticuerpo de !a hormona libre, se realizd por absorciéon a
charcoal-dextrano (0.3% y 0.03% respectivamente en tampédn Glicina/HC!
50 mM pH 3.0). E! desarrollo experimental se ilevd a cabo en el laborato-
rio del Prof. J. Girard de acuerdo con el esquema n? 1'3. EI método
posee una sensibilidad capaz de detectar 40 pg/ml. Las variaciones

intra e inter-ensayo fueron 3.2% y 9.8% respectivamente.

En todos loé radioinmunoensayos los valores obtenidos en el

teletipo tras el contaje de los tubos en el contador Yy, fueron analiza-
*

dos en un computador Hewlett-Packard 21005 por medio de tres programas
{115): el primero, llamado RIA, permite calcular la curva de calibracién
en términos de cpm/concentracion; el programa WERTE que aparece
inmediatamente después de finalizar el RIA, determina la concentraciéon
de las muestras por interpolacién en la curva estandard de los valores
de cpm obtenidos en el contador; por uUltimo puede utilizarse el tercero,

TEST, incluido a continuacién de los anteriores en la banda magnética,

si se desea realizar evalucaciones estadisticas de los resultados.
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IV t. Estudios diurnos

IV 1.a. Efecto de! FK 33-824 y de la naloxona sobre la secrecion

de prolactina y hormona de crecimiento

Los resultados obtenidos aparecen resumidos en la figura 32, donde
se hallan representados los perfites de GH % PRL
(media * E.S.M. ,n= 14). Como puede apreciarse en la parte superior, la
administracién de naloxona (4mg, i.v.) no ejerce ningdn efecto sobre la
secrecion de ambas hormonas, ya que los valores obtenidos son practica-
menle superponibles a los observados tras infusion salina {control). La
administraciéon de FK 33-824 (0.5mg, i.m.} provoca una elevacion signifi-
cativa (p<0.001),con respecto a los controles, de GH y PRL (parte
inferior de la figura)l. En la respuesta a la encefalina existen
diferencias entre 1las dos. La GH aumenta rapidamente, teniendo su
maximo a los 60 min. y volviendo a los niveles basales a las 2 horas,
mientras que la elevacion de PRL es mas lenta, con un méaximo a los 90
min., no regresando a los valores anteriores al (ratamiento hasta 4
horas después de la inyeccion de FK 33-824. La administracidn previa de
naloxona bloquea por completo el efecto que sobre dichas hérmonas posee
esta encefalina, obteniéndose unos perfiles de respuesta similares a los

obervados mediante la inyeccion de suero salino.
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Figura 3°

suera salino, FK 33-824 y naloxona sobre FRL v GH en

normales. La significacién estadistica de las diferencias

distintos

tratamientos, se determind por un test de Student

considerando los valores de las areas integradas bajo los



IV 1.b. Estudio del efecto de la interaccién entre vias de transmi-
sion dopaminérgicas y encefalinérgicas sobre la secrecidn

de prolactina y hormona de crecimiento

En primer tugar se estudid el efecto de la estimulacién de ambas
vias de Ltransmisién sobre la secrecién de PRL y GH. Los resultados
aparecen representados en la figura 42 (media ¥ E.S.M., n= 8). La par-
te superior de fa misma, referida a PRL, muestra que el FK 33-824
(0.5mg, i.m.) provoca un aumento significativo de la misma (p<0.05),
respecto al control. El! pretramiento con bromocriptina (3 x 1 mg/dia por
via oral) reduce significativamente (p<0.01) los valores de PRL respecto
a los basales y bloquea el efecto estimulador de la encefalina. Por 1o
que se refiere a ta GH (parte inferior de Is figura), la inyeccion de
FK 33-824 induce una elevacion significativa de la misma {p<0.05)
respecto al control. El pico hormonal! no fue modificado por el tratamien-
to previo con bromocriptina; sin embargo, el declive de los niveles
plasméticos de la hormona fue menos pronunciado, observédndose diferen-
cias significativas (p<0.05) a los 120 min. respecto a los valores
determinados tras la administracion de la encefalina sola.

A continuacidon se analizé el efecto que produce el blogqueo de
ambas vias de neurotransmision sobre la secrecion de prolactina.

En la figura 52 se resumen los resultados obtenidos
(media * E.5.M., n= 8). La parte superior muestra la hiperprolactine-
mia, ya apreciada en los estudios precedentes, consecuencia de la
inyeccion de FK 33-824 (0.5mg, i.m.) y la aboliciéon de dicha hipersecre-

cién cuando los individuos son pretratados con naloxona (4mg, i.v.).
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Figura 42

Efecto del FK 33-B24 solo y previo tratamiento con bromocriptina
sobre PRL y GH, figuras superior e inferior, respectivamente. La
significacion estadistica de las diferencias entre los distintos tralamien-
tos se determiné por un test de Student para pares, conciderando las

areas integradas bajo los perfiles hormonales (media * E.S5.M.).
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Figura 52
Efecto de! FK 33-824 solo y previo tratamiento con naloxona (panel

superior) y, de! Torecan ({Tietilperazina) solo y junto con naloxona

sobre la secrecion de PRL (media * E.S.M.).



Como puede verse en ta parte inferior, el tratamiento con un antagonista
dopaminérgico, Torecan® {(Tietilperazina, 3.25mg, i.v.}, produce una ra-
pida elevacion de los niveles circulantes de PRL, que tiene su maximo a
los 60 min., manteniéndose muy por encima de los valores normafes (5 -
20 ng/ml) al cabo de tos 120 min. de la administracién de la droga. El
pretratamiento con naloxona (4mg, i.v.), antagonista opidceo, no modifi-
ca sustancialmente la respuesta de PRL, aunque el mdximo se onbliene a
los 30 min. del comienzo de! ensayo. En este caso no se estudié la
respuesta de la GH, ya que el blogueo de los receptcres dopaminérgicos
con tietilperazina en individuos normales no afecta la secrecién de esta

hormona (57).

1V 1.c. Efecto del blogueo de receplores opiaceos sensibles a

naloxona sobre la hipersecreciéon patoldgica de prolactina

Puesto que la elevacion producida por el FK 33-8B24 en la secrecidn
de PRL, fue bloqueada por la naloxona, se estudid la accién de este
antagonisia opidceo sobre la hipersecrecion patoldégica de esta hormona.
En ia tabla | se recogen los resultados de la administracion de
naloxona (4mg, i.v.). Las dos primeras pacientes padecian wun tumor
hipofisario productor de PRL, identificado por lnrpograh’a axial computeri-
zada. Las dos dultimas presentaban una hipersecrecién de la hormona
desconociéndose el origen primario de 1a misma. En ninguno de los
casos, el bloqueo de los receptores opidceos con naloxona consiguid

disminuir la hiperprolactinemia.
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IV 1.d. Estudio de la interaccion entre LH-RH y FK 33-824 sobre la

secrecidén de LH

En ta figura 62 se recogen los resultados obtenidns en esle ensayo
(media * E.S.M,, n= 8). La respuesta tipica de LH a la estimulacién
producida por 200 pg i.v. de LH-RH (linea punteada), que alcanza el
maximo a los 30 min., después de ta administracion de la hormona
hipotalamica, no fue modificada sustancialmente por el tratamiento previo
con FK 33-B24 (0.5mg, i.m.); a estas dosis, la encefalina provoca un
aumento en los niveles plasmaticos de GH y PRL.

IV T.e. Efecto de! FK 33-824 sobre la secrecion pulsatil de la

hormona luteinizante

En primer término se calculd la tinea de regresién formada por las
bases de los picos de secrecién pulsatil para Jas experiencias control y
tras la infusiéon de FK 33-824 (0.0! mg/Kg/h x &4h). Los resultados se
recogen en la figura 7?. Estudiadas las pendientes de las Iineas de
regresion por un test de Student para pares, no se apreciaron diferen-
cias significativas.

Comparando los perfiles de secreciédn hormonal entre el control tras
la infusién de la encefalina, se observa que el FK 33-824 inhibe los
pulsos de LH. La administracién simultidnea de naloxoma {(1mg/h, n= 6}
antagoniza este efecto, aprecidndose una tendencia hacia una mayor
amplitud de los picos con respecio a los observados tras infusion salina
(figura 82). La integracion de las &reas comprendidas entre las lineas
de base calculadas (Iineas de regresiéon} y los perfiles descrilos por la

hormona aparecen recogidos en la tabla !l. Se delermind la significacidon
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Figura 6?2

Efecto del LH-RH solo (linea punteada) y tras la administracién de

FK 33-824 (Iinea continua) sobre la secrecién de LH (media * E.S.M.).
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Cdlculo de las lineas de regresiéon sobre las bases de los picos de
secrecion pulsatil en el control basal y tras ta infusién de FK 33-824,
La significacion estadistica de las diferencias enlre ambos, se delermind

por un test de Studenl! para pares.
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Figura 82

Perfiles pulsdtiles de LH en l|a fase folicular de cuatro de las
mujeres estudiadas bajo infusiones de: suero salino, FK 33-824 (n= 8) vy,
naloxona + FK 33-B24 (n= 6). Las lineas punteadas delimitan los perio-

dos de infusidn.
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estadistica de las diferencias a_preciadas entre los distintos tratamientos
por un test de Student para pares. Como se indicaba anteriormente, el
FK 33-824 inhibe significativamente la pulsatitidad de LH (p<0.01) y
1a infusién simultidnea de naloxona bloguea dicha accion (p<0.05),
no observandose diferencias respecto al control.

La encefalina en estas condiciones produce wna clara hiper—
prolactinemia en siete de las personas investigadas, efecto que puede
ser abolido por pretratamiento con bromocriptina (3 x 1 mg/dfa) (figura
92), sin alterar el efecto inhibidor del FK 33-824 sobre la secrec?én

pulsatil de LH (Tabla 111).

IV 1.f, Estudio de la accién inhibidora del FK 33-824 sobre la

secreciéon de ACTH y cortisol

Los resultados que se recogen en la figura 102 {media * E.S.M.)
fueron analizados por un test de Student para pares. En 1a parte
superior de la misma, puede apreciarse que la inyeccién de 5 Ul de LVP
a los 60 min. del placebo (0) fue sequida de una elevacidon significativa
de ACTH (p<0.05, comparado con Ia linea de base 0-60 min., h= 8)
obteniéndose el maximo después de 15 min. de ta administracion del
péptido. En el panel intermedio se muestra la estimulaciéon de los
niveles plasmdticos de cortisol (p<0.001, comparado con ta Iinea de
base 0-60 min., n= 8).

El FK 33-824 inyectado a tiempo 'cero", y la LVP a los 60 min.
resulta en la abolicion de la estimulacién de ACTH y cortisol (paneles

superior e intermedio).
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Figura 92

Efecto de la infusion de FK 33-824 solo v tras pretralamientn ccn
bromocriptina sobre la secrecidn de PRL. La linea punteada representa
el limite superior de los valores normales {media * E.S.M.).
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Figura 10?2

Efecto inhibidor del FX 33-824 sobre la estimutacion de los niveles
plasmdticos de ACTH v cortisol provocado por la LLVP (paneles =uperior y
medio). Esta Met-encefalina no medifica la elevacién de cortisol provoca-

1-24
da por la ACTH 8 2 (panetl inferior).



En la Oltima parte del experimento se estudid el posible efecto
directo de esta encefalina sobre la corteza adrenal, inyectandose
1-24 R .
ACTH 8 a los 60 min. del placebo 0 min., se produce un aumento
significativo de las concentraciones plasmdticas de cortisol (p<0.001,
comparando con la linea de base 0-60 min.), que alcanza su maximo al
cabo de tos 120 min. de la inyeccion del péptido. La administracion de

FK 33-824 a tiempo O min., no modifica la accion de la ACTH,

confirmando el efecto central del opiaceo.

IV 2. Estudio durante el suefio nocturno: Efecto del biogueo de
receptores opiaceos, sensibles a naloxona, sobre la secrecion

de prolactina, hormona de crecimiento y hormona luteinizante

Et perfil de la secreciéon nocturna de PRL no fue modificado por la
infusion de naloxona (0.8mg/h x 4h) como puede observarse en la figura
112 {media * E.S.M., n= 10). Sin embargo, en el caso de la GH, el
bloqueo de receptores opidceos, sensibles a naloxona, produce una
disminucion significativa (p<0.01) en e! perfodo de hipersecrecion, las
dos primeras horas, cuando- - se compara con la experiencia control,
figura 122 (media * E.S.M,, n= 10). La apariciéon del pico de GH duran-
te 1a noche, ha sido asociado a los estadios 3 y & del suefio
(95, 116, 118). En este estudio, se realizdé un control encefalogrdfico de
los niveles de suvefio. La figura 132 recoge los valores acumulados de los
estados 3 y 4 del suefo en los tres periodos en que se dividio el tiempo
total analizado kﬁ horas). Es en el primer periodo de 2 horas donde se

produce la elevacién de GH durante e! ensayo con infusion salina.
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Figura 112
Efecto de la infusién de naloxona comparadc con el producido por
una infusién salina (placebo), sobre la secrecion de PRL durante el

suefto nocturno.
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Figura 12¢

Efecto de la infusién de naloxona comparado con el producido por
una infusién salina (placebo), sobre la secrecién de GH durante el

suefio nccturno.
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Valores acumnulados de los periodes (3 + 4) del suefio
(media ¢ E.S.M., n= 10) para e! basal (B) y naloxona (N}, en las tres

partes (2 horas) en las que se dividio el estudio realizada (6 horas).



Examinando los resultados por un test de Student para pares, no se
aprecian diferencias significativas entre los valores obtenidos por. infu-
siébn salina y de naloxona, aunque se constata una tendencia a ta
disminucién de la duracion de los estados 3 y 4 del suefio bajo la
influencia de este antagonista opiaceo.

Por lo que se refiere a- la secreciéon pulsdtil de LH, los valores
integrados de las &dreas comprendidas entre los picos y las Iineas de
regresion finear calculadas para las bases de los mismos, no muestran
diferencias significativas tras ser analizados los datos por un test de
Student para pares (tabla 1V),

1V 3. Efectos secundarios de las drogas empleadas

Tanto la administracion intramuscular como la infusidén intravenosa
de FK 33-B24, no produjo cambios notables en la frecuencia respiratoria,
tensién arterial, temperatura corporal y pulso, que fueron controlados
hasta seis horas después de la inyeccién de este andlogo sintético de la
Met-encefalina. Tampoco se registraron variaciones en el tamaifo de la
pupila, tests hematoldégicos, urea, electrolitos, pruebas funcionales hepd-
ticas, calcio, fosfato; electroencefalograma (30 min., 2h) también fue
normal.

Sin embargo, se apreciaron una serie de efecios secundarios subjeti-
vos y objetivos. El sintoma mas llamativo y constante fue una sensacidon
de fatiga muscular, particularmente acentuada en las piernas; aparecia
en el espacio de 3-5 min. y duraba de 15 a 30 min.; iba acompafiada
frecuentemente por wuna impresiéon de opresién en el pecho o en la

garganta, que inducfa ansiedad.
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Otros sintomas, presentes en el 50-60% de los sujetos, fueron: un
aumento de la motilidad intestinal (sin producir diarrea), eritema facial
ligero e inyeccion de ta conjuntiva. En algunos individuos se observd
un enrojecimiento de todo el cuerpo, ataques de rinitis, sequedad en la
boca, picores y dolor de cabeza. No aparecieron sintomas semejantes a
los provocados por la morfina (cambios del comportamiento, nduseas,
etc.).

Todos estos efectos secundarios pudieron ser antagonizados por la
naloxona vy, en ningin caso dieron lugar a wuna interrupcién del

tratamiento.

La naloxona sola, al igual que la bromocriptina y LH-RH, no
desencadenaron efectos secundarios; la administraciéon de Torean®, sin

embargo, en un caso, fue seguida de un corto episodio de nerviosismo e

hiperactividad, efecto caracteristico de las fenotiazinas.
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Con la intencion de dar una idea mas completa del papel
regulador que juegan los receptores opidceos sobre la secrecion de las
hormonas estudiadas, el andlisis de Jlos resultados obtenidos se ha

agrupado en tres grandes apartados, referentes a: 12 prolactina vy

hormona de crecimiento; 22 hormona luteinizante; y, 32 ACTH y cortisol.

V A. Regulacion de la secrecion de prolactina y hormona de crecimiento

por sustancias opiadceas

Los datos representados en la figura 12 muestran una elevacidon
significativa de ambas hormonas tras Jla administracion aguda de
FK 33-824 (0.5 mg, i.m.), confirmando los resultados obtenidos por von
Graffenried y cols. (119) y Stubbs y cols. (98). La infusiéon de la
encefalina (0.0 mg / Kg / h x 4h) provoca también un aumento de los
niveles plasmdticos de prolactina por encima de los valores normales
durante 6 horas (figura 62)}; Grossman vy cols. (120) observaron una
respuesta similar de las dos hormonas tras fa infusion de FK 33-824
{img/30min.}). Por el contrario, Rolandi y cols. (121) no apreciaron
alteracion en los niveles séricos de prolactina y hormona de crecimiento
después de la inyeccion i.v. de 250 ug de Met-encefalina. Sin duda es-
te hecho es debido a 1a rdpida degradacién enzimdtica del péptido
natural (69-74). Es interesante destacar que la morfina provoca un
aumento significa.!i\m de protactina sin modificar los valores basales de
la hormona de crecimiento (97).

El efecto producido por el FK 33-824 puede ser contrarrestado por

la administracién previa de naloxona (4 mg, i.v.), demosirando asi el



mecanismo de acciébn  opidceo de esta  encefalina. Sin embargo, un
antagonista parcial, como la naloerfina, nro es active (119), La naloxona
sola (& mg, i.v.) no modificé la secrecion basal de dichas hormonas,

hecho que concuerda con los dalos de Stubbs y cols. (98). En este
sentido, la literatura examinada muestra resultados contradictorios;
Barreca y cols. {122), administrando 0.8 mg de naloxona por via i.m. a
individuos normales, no aprecian variaciones significativas de prolactina

v hormona de crecimiento respecto a los controtes; Morley y cols. (123),

.

empleando dosis muy superiores (10 mg, i.v.), tampoco observan diferen-
cias en relacion - al suero salino, v los resultados obtenidos por
Grossman y cols. (120), tras intusiobn de este antagonista opiaceo
(16 mg i.v./5min), se expresan también en esta direccién. Por el

contrario, Rubin y cols. (124) observan una disminucion significativa de
los niveles plasmaticaos de prolactina (a concentraciones de 0.2 mg/Kg) vy
Gold y cols. (125), utilizando dosis simitlares en Macaca arctoide, liegan
a las mismas conclusiones.

Para clarificar esla situaciéon y poder delinir el papel que juegan
los receptores opidceos en la regulacién de la secrecion de prolactina y
hormona de crecimiento, se analizd el efecto aqiie podia tener el bloqueo
de los receptores, sensibles a naloxona, sobre la elevacion fisiologica
de ambas hormonas, quwe se produce durante el suefio (95). Como es
sabido, el aumento de los niveles plasmaticos de hormona de crecimiento
se halla {ntimamente asociado a ta duracién de los estadios 111 y 1V
del =uefo, de forma que la supresidon de estos, supone la abolicién del

pico secrelorio (95, 116-118). E! de prolactina, se produce mds tarde y



se ha relacionado vagamente con los periodos de movimiento rapido de
ojos (REM).

Las figuras 112 y 122 resumen los resultados obtenidos y, como
puede apreciarse, mientras que ta infusién de naloxona
(0.8 mg / h x 4h) no altera el perfil secretorio de prolactina Inhibe
significativamente (p< 0.01) el de hormona de crecimiento. Esta disminu-~
cion, no puede achacarse al efecto producido por este antagonista
opidceo sobre el suefo, ya que la duracién total del mismo no fue
alterada (311 * 14.5 min. frente a 331.6 £ 13.4 min. bajo infusidn
satina) y, aunque durante las dos primeras horas de! suefio, periodo en
el que se produce l!a elevacién de hormona de crecimiento, se observa
una disminucién de! tiempo Invertido en los estadios Ill y IV respecto
al basal, las diferencias no son significativas. En este sentido, Davis y
cols. (126) empleando dosis de 0.4 mg / h de naloxona, no aprecian
efecto alguno sobre los distintos estadios del suefo. Martin y cols. (127)
tampoco observan ninguna alteracion del suefo tras infusiéon de naloxona
(0.8 mg / Kg / h), aunque, en contraste con los resultados aqui expues-
tos (figuras 112 y 122}, no encuentran ningin cambio en los niveles
hormonales. Sin embargo, los datos obtenidos por estos autores son
discutibles, ya que la elevaciéon de la hormona de crecimiento estd
intimamente relacionada con la duracién de los estadios [|!I+IV del
suefio, que en su trabajo representan tan sbélo alrededor de! 5% del total
de! mismo para ambos tratamientos (5.6% basal y 5.1% naloxona), mien-
tras que en este estudio son t;-es veces superiores (20% y 16% respectiva-

mente)., Esta es quizds ta razdon por la cual, Martin y cols. no aprecian



variaciones significativas en los niveles hormonales al administrar este
antagonista opidaceo respecio al control,

Estos resultados bacen pensar en el papel fisioldgico que tlienen
los receplores opidceos sensibles a naloxona sobre Jla  secrecién de
hormona de crecimiento. Es esle sentido, Morley vy cols. (123) comprueban
que 1a estimulacion provocada por arginina es inhibida por la adminis-
tracion de este antagonista opidcea.

Por lo que se refiere a la prolactina, los datos recogidos hasta el
momento sobre la accién de los opidceos endbégenos en su regulacién son
negativos. La naloxona (4 mg, i.v.) tampoco logrdé reducir ta hipersecre-
cibén patolégica de la hormona, confirmandn las observaciomes previas de
Tolis (128).

Estudios realizados en cultivos hipofisarios de rala, en presencia
de morfina y diversos derivados de Met-encefalina (129-131), demuestran
que las sustancias opidceas no alteran la liberacion esponidnea de estas
hormonas por las céltutas de piluitaria, suagiriendo un efeclo central
para estos compuestos. Sin embargo, eslos datos no implican la falta de
accién directa de los opidcenos sobre la hipéfisis, donde se ha descrito
la existencia de receptores para estas sustancias (132). Enjalbert vy
cols. (96, 131) observaron que la morfina disminuye significalivamente
el efecto inhibidor de la dopamina cuando ambos compuestos se hallan
presentes en cultivos pituitarios de rata, sin allerar las caracleristicas
de unidén al receptor para andlaogos dopaminérgicos, lo que implicaria un
mecanismo de regulacién intracelular. Estos resuitados no descartan una

acciéon a niveles superiores; asi Gudelsky y Porter (58) comprobaron que



ta morfina, B-endorfina y Met-encefalinamida reducen en 85-95% la
concentracion de dopamina en el tallo hipofisario; Ferland y cols. (133)
mostraron que fta administracion de Met-encefalina reduce la activvidad
dopaminérgica en la eminencia media provocando, como la morfina {(58),
una elevacion de prolactina. Tolis y cols. (134) comprobaron que la
estimulacién de la secrecién de prolactina producida por morfina vy
metadona puede ser bloqueada por la administracién previa de bromocrip-
tina, apomorfina o levodopa. Los resultados representados en la figura
42 (panel superior) confirman esos datos, ya que la estimulacion de
receptores opidceos con FK 33-824 (0.5 mg, i.m.) supone la elevaciéon de
los niveles plasmdticos de esta hormona, efecto que puede ser ampliamen-
te contrarrestado por la activacién dopaminérgica con bromocriptina.
Ambos experimentos abogan por una regulacion de la sercrecién de
prolactina a través de la interaccién entre estas dos vias de neurotrans-
misién, que, de acuerdo con los estudios in vitro e in vivo realizados
en rata, podria suceder tanto a nivel intracelular, en las células
lactotropas de la hipéfisis (96, 131), como por reduccién de la actividad
dopaminérgica en‘el tallo pituitario (58) y eminencia media (133).

De acuerdo con esta hipétesis, el efecto estimulador de la secrecion
de prolactina provocado por la administracion de un antagonista dopami-
nérgico podria ser contrarrestado por la naloxona, que al bloquear los
receptores opidceos, eliminaria la inhibicién que éstos producen sobre la
transmisién dopaminérgica. Los resultados recogides en la figura 52
muestran que la naloxona antagoniza la estimulacién de la prolactina

por el FK 33-824 (0.5 mg, i.m.) vy,, sin embargo, no compensa la
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alevacion de esta bormona producida por el bloqueo de Ja transmision
dopaminérgica por TOrecar@

Estos datos, aunque no asumen las premisas establecidas sobre la
interaccion entre vias dopaminéragicas v encelalinérgicas en la regula-
cion de la secrecidn de protactina, no las contradicen, va que si bien
fa naloxona antagoniza l!a estimulacién provocada por el FK 23.824
(figuras 32 y 5?), no altera los niveles basales de !a hormona (figura
32); tampoco refuerza la accidn inhibidora de la bromocriptina sobre
prolactina, como han observado Agnati y cols. (135) v, comn se indica
en la figura 52, no contrarresta el aumento de prolactina producide por
el Tor‘ecan®. Hay por tanto dos posibles alternalivas en la interpretacion
de los datos recogidos hasta al momento: una seria la de que las
encefalinas enddgenas tienen un papel muy limitado en la regulacion de
esla hormona, por lo que el bloaqueo de sus receptores con naloxona no
afectaria su secrecidn; la otra se basa en la especificidad de los
receplores opidceos, los u son sensibles a la naloxona, morfina v sus
derivados, mientras que los § lo son para fas encefalinas y en menor
escala, para la naloxona (81);: por ello podria pensarse que a las dosis
empteadas (4 mg, i.v.}, fa naloxona no antaaoniza la accion de las
encefalinas enddgenas. Sin embarge, esta explicacién parece poco proba-
ble si tenemos en cuenta la bibliografia anteriormente citada (123-125}).

Aungue la regulacion de la secrecién de prolactina es debida
esencialmente a la accién inhibidora de la dopamina, no debe olvidarse
que hay olros neurotransmisores que juegan también un papel regutador,

Los precursores de serolonina, inducen un aumento de los niveles
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plasmdticos de la hormona (57). Diversos grupos de investigadores han
dado cuenta del aumento en el recambio cerebral y en la liberacidn
neuronal de este neurotransmisor en rata tras la administracion aguda
de morfina y B-endorfina (136, 137), acumuldndose evidencias que
sugieren que los opidceos pueden promover la liberacién de prolactina a
través de un mecanismo serotoninérgico. Antagonistas taies como metergo-
lina, metisergide y ciproheptadina reducen significativamente el aumento
plasmatico de 1a hormona producido por las encefalinas, al igual que la
5, 6-dihidroxitriptamina, droga neurotdxica, que destruye las terminacio-
nes serotoninérgicas (138-140). La Iinhibicién de la sintesis det- neuro-
transmisor por medio de la paraclorofenil-alanina ha sido considerada
como potenciadora (139, 141) e inhibidora (140, 142) del efecto estimula-
dor de los péptidos opidceos sobre la liberacion de prolactina. De todo
ello podria concluirse que la accidén de los opidceos sobre l!a secrecidn
de esta hormona es dual: por un lado inhiben la tramsmjsién dopaminér-
gica y, por otro, estimulan la serotoninérgica.

Por lo que se refiere a la hormona de crecimiento existen
evidencias de! papel estimulador de norepinefrina, dopamina y serotonina
sobre esta hormona (57). ElI control dopaminérgico de la secrecién de
hormona de crecimiento puede ser mediada, sl menos en parte, por las
interacciones axénicas entre las terminaciones de este neurotransmisor vy
fa hormona inhibidora de la Iliberacién de GH (GIH), a nivel de la
eminencia media (143, 144). Por otra parte, el FK 33-824 (0.5 mg, i.m.)
provoca una elevacién significativa de la hormona de crecimiento, que

se ve polenciada en su duraciéon (p<0.05 respecto al! FK 33-824 sélo, a
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los 120 min.) por el tratamiento previo con bromocriptina (figura 52) lo
que indicaria una cierta interaccion entre ambas vias de transmisién.
Eslos dalos se ven corrohorados por los estudios realizados en perros
por Casanueva y cols. (145, 146}, donde comprueban que el aumento de
hormona de crecimiento inducido por esta encelalina, puecde ser parcial-
mente bloqueado por pimocide {antagonista dopaminérgice). Sin embargo,
no parecer ser éste el mecanismo fundamental de esta accidon opidcea, ya
que tan sélo el bloqueo de los receptores muscarinicos con atropina o el

de los histaminicos H, con difenilthidramina y clemastina son capaces de

1
antagonizar el efeclo estimulador del FK 33-824 sobre la hormona de

crecimiento (145, 146).
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V B. Papel de los opidceos en la regulacion de la secrecién de la

hormona luteinizante

Existen evidencias experimentales que muestran un efecto inhibidor
de los opidceos sobre los mecanismos de ovulacion. La morfina previene
en la rata la elevacion de la LH en el proestro y la consiguiente
ruptura folicular, accién que puede ser antagonizada por la naloxona
{100, 103). Este efecto parece llevarse a cabo a través de un mecanismo
supraselar, ya que en rata la administraciéon de morfina inhibe la
liberacién de LH-RH (147), mientras que no altera el contenido hipofisa-
rio de LH, ni la estimulacién producida por LH-RH in vivo e in vitro,
aunque reduce la elevacion hormonal en animales castrados (101)}; por
su parte la naloxona no modifica los niveles basales ni la accion de
LH-RH en cultivos de pituitaria (102).

Los resultados obtenidos en el ser humano son semejantes y, como
se observa en la figura 62, el FK 33-824 (0.5 mg, i.m.) no afecta la
elevacion de la LH producida por la subsiguiente administraciéon de
LH-RH (200 pg, i.v.). Tampoco la naloxona altera la respuesta hormonal
frente al péptido hipotlaltamico {148, 149), confirmando en el hombre los
datos obtenidos en rata sobre el mecanismo regulador de los opiaceos a
nivel supraselar. V

La infusion de FK 33-824 (0.0t mg / Kg / h x 4h}) provoca la
abolicion de la secrecion pulsatil de LH (figura B2, tabla Il), siendo
dicho efecto inhibido por !a administracién concomitante de naloxona
(! mg / h x 4h). Sin embargo, la encefalina no modifica la pendiente

de la l!inea de regresion calculada para las bases de los picos
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secretorios (figura 72), hecho que: concuerda con el ohservado por del
Pozo y cols. (99) y difiere del apreciado por Stubbs y enls. (98).

Dado que la infusion de FK 33-824 proveoca una situacién de
hiperpreolactinemia (figura 9?), podria pensarse que la inhibiciéon de la
pulsatibilidad de LH es mediada por este efeclo, tal y como se ha
descrito en casos de hipersecrecién patoldgica de esa hormaona {104). Sin
embargo, el lratamiento previo con bromocriptina inhibe la elevacion de
prolactina producida por la encefalina (figura 92), sin modificar t|a
respuesta de la LH (tabla 111), lo que prueba una accién directa de los
opidccos sobre la regulaciéon de la secreciéon de esta hormena.

Aunque no se muestran fos resultades, ltambhién se analizd la
respuesta de la hormona foliculo-estimulante a 1a infusiéon de FK 33-824,
no aprecidndoze efecto atgumo respecto al control =salino, lo que confirma
los datos obervados por del Pozo y cols. (99), y difiere de los de
Stubbs y cols. (98), que aprecian una ligera disminucién de lns niveles
hormonates 8 los 180 min. de la inyeccion i.m., de 250 wg de FK 33-824
Fslos resullados indican una accidon selectiva de los opidceos sobre la
LH (100).

Para definir el papel de las encefalinas enddgenas sobre 1a libera-
cion de la hormona luteinizante, se administrd una infusién de naloxona
(0.8 mg / h x &h) durante el sueido nocturno. Calculando las  &reas
entre los picos secretorios y la lnea de regresion formada por la hase
de los mismos, comr; puede apreciarse en la tabhla 1V, se ha visto que,
aunque existe una paraddjica tendencia a ta disminucién de los niveles

hormonates por  accien  de la naloxona, no se ohservan dilerencias
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significativas respecto al control. Sin embargo Moult y cols. (150),
administrando 4 mg i.v. segﬁidos de una infusién de 2.8 mg / h x Bh
de naloxona, observan un aumento significativo (p<0.05) en la frecuen-
cia de los pulsos. Blankstein y cols. (148), wutilizando una dosis de
10 mg. i.v., no aprecian variaciones en la fase folicular temprana (al
igual que ocurre en este estudio), pero si en los casos estudiados en la
fase folicular tardia, donde existe un aumento en los niveles plasmati-
cos. En el mismo sentido se expresan los datos obtenidos por Grossman y
cols. (149} inyectando 16 mg naloxona por vn’a'i.v. De todo lo expuesto
puede deducirse que los receptores opidceos juegan un papel en la
regulaciéon de la secreciéon de LH y que la falta de respuesta que se
aprecia en la tabla IV puede ser debida a las bajas concentraciones de
naloxona empleadas, aunque teniendo en cuentra los datos de Blankstein
y cols. (148) podria especularse con variaciones en la sensibilidad a la
modulacién por las encefalinas enddgenas a lto largo del ciclo menstrual.
Por lo que se refiere a la FSH, ninguno de los tres grupos anteriormente
citados aprecia grandes oscilaciones de esta hormona bajo la acciéon de
la naloxona.

Las evidencias acumuladas indican que los opidceos ejercen un
control negativo en la secrecion de LH, mientras que no parecen jugar
un papel importante en la regulacién de FSH. Sin embargo, es dificil
explicar el mecanismo bdsico, responsable de la accién éelectiva de esta
Met-encefalina sobre LH. Los estrégenos podrian ser importantes en tal
sentido, ya que existe una correlacion entre los niveles basales de estos

y los aumentos de LH tras la administracién cde naloxona (148, 151); por
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el contrario los andrbégenos no parecen intervenir {152). Ademas, la
acciéon moduladora de los opidceos sobre la liberacién de dopamina por
ltas neuronas tuberoinfundibulares en los vasos portales (58) puede
influenciar ta funcién pituitaria, peosiblemente por mediacién de los
catecol-estrogenos (153) y, esle puede ser el punloe de unién con el

conltrol que los esteroides ejercen sobre el sistema reproductivo.
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V C. Regulacién de la secrecion de ACTH y cortisol por sustancias

opidceas

Existen evidencias previas (98, 99) de que la administracién de
FK 33-824 a individuos normales provoca una disminucién de las concen-
traciones plasmdticas de ACTH y cortisol. Los resultados representados
en la figura 102 (paneles superior y medio) muestran que la encefalina
inhibe claramente la liberaciéon de ambas hormonas aumentada por la
estimulacion hipofisaria con LVP. Aunque hay discrepancias sobre la
identificacion de la actividad CRF {(no aislada todavia) con la vasopresi-
na (154-156), se puede asumir en base a los datos experimentales vy
clinicos (105-107} que este nonapépiido (AVP) y su andlogo sintético
actian directamente sobre la pituitaria anterior favoreciendo la libera-
cion de ACTH y, a través de ésta, la de cortisol.

El hecho de que el FK 33-824 inhiba la vasopresina endbégena (110)
y a la vez la ACTH tras su estimulacidon con LVP, hace suponer que el
efecto de ta encefalina se produce en este UOltimo caso a nivel
hipofisario. Esta hipitesis se ve reforzada por las apreciables cantida-
des de Met-encefalina en esta gldndula (30). Ademas, Lamberts y cols,
(157) han observado en hipdfisis de rata, in vitro, que el FK 33-824,
aunque no altera la secrecién basal de ACTH, inhibe la estimulacion
producigja por LVP. De cualquier forma todos estos datos no excluyen la
modulaciéon a niveles superiores y, por lo que se refiere al cortisol, no
permiten deducir si fa inhibiciéon por FK 33-824 es un reflejo fisioldgico
debido a la accién sobre la hipofisis o si también afecta directamente

su sintesis adrenal. Sin embargo, dado que este pentapéptido no altera
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la elevacion de cortisol producida por la administracion de ACTH (figura
102, panel inferior), la O{ltima posibilidad mencionada puede descartar-
se; ademds, Neher y Podesta {comunicacion pesonal) no aprecian ninguna
modificacion en la sintesis de cortiéns!erona en incubaciones de células
dispersas de la capa fasciculada de la corteza adrenal de rata, cuando
se afade al medio simultidneamente ACTH y FK 33-824 en comparacion con
la adiciéon de la hormona hipofisaria sola.

Este derivado de Met-encefatina eleva los niveles ptasmdticos de
hormona de crecimiento, prolactina y reduce la ACTH y {a vasopresina
(110) en voluntarios normales. Ese efecto estimulador puede ser antagoni-

.
zado por naloxona (98, 99). Sin embargo, su accién sobre el eje hipd-
fiso-adrenal y la vasopresina es resistente a este agente (98, 110).
Como se indicaba en 1a inlroduccion, se han descrito diversos lipos de
receptores opidceos (75-81). Esencialmente los u son responsables de
las percepcién del dolor y los efectos de ta morfina pudiendo ser
antagonizados por ta morfina, mientras que los § interaccionan fundamen-
talmente con las encefalinas, y aunque Kream y Zukin (94) muestran que
el FK 33-824 posee la misma afinidad por amhos receplores en cerebro de
rata, los resultados obtenidos hacen pensar en una accion a lravées de
los 8, ya que el efecto no es antaaonizado por la naloxona. Ademas, el
FK 33-824 exhibe propiedades endocrinas distintas a la morfina, asi
Tolis y cols. (97) prueban que este prototipo de opidceo administrado atl
ser humano, aumenta la secrecion de prolactina sin alterar los niveles

de hormona de crecimiento y cartisol.
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