UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TESIS DOCTORAL

Papel de las catecolaminas cerebrales, adrenomedulares y
hormonas adrenocorticales en los efectos que acompanan a
la administracion aguda y crénica de morfina

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Carmen Guaza Rodriguez

DIRECTOR:

Sara Borrell Ruiz

Madrid, 2015

© Carmen Guaza Rodriguez, 1977



, UNIVERSIDAD COMPLUTENSE S A28

NRANTRRN R GUA
5310045691

o Da
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID J? ﬁ

Facultad de Ciencias Bioldgicas

PAPEL DE LAS CATECOLAMINAS CEREBRALES,
ADRENOMEDULARES Y HORMONAS ADRENOCORTI-
CALES EN 1LOS EFECTOS QUE ACOMPARAN A
LA ADMINISTRACION AGUDA Y CRONICA DE
MORFINA.

Tesis que presenta CARMEN GUAZA RODRIGUEZ

para optar al Grado de Doctor en Ciencias,



:

El presente estudio ha sido realizado en la Seccidn
de Esteroides del Imstituto "G. Marafién' del C.S.I.C.,
bajo la direeccién de la Dra. Sara Borrell Ruiz, Profesor
de Investigacidén, a quien deseo expresar mi agradecimien

to por su ayuda en la realizacidn de este trabajo.

Asi mismo agradezco al Prof. Dr. A. Fraile Ovejero,
Catedratico de Fisiologfa Animal de la Fpcultad de Cien-

cias de Madrid, por hacerse cargo de esta Tesis,

Quiero agradecer a todos mis compafieros de laborato
rio la ayuda y colaboracidn prestada en la realizacién

de este trabajoe.



INDICE

INTRODUCCION

Consideraciones generales ,

L] L . L] L] L]

Planteamiento del trabajo « « « o o o o

MATERTIALES Y METODOS:

Animales de experimentacidn o« ¢ o o o

Determinacién de corticosterona en glén

dulas adrenales ¥y plasma . ¢« o o o o =

Determinacidn de catecolaminas en glan-

dulas adrenales « o o o o o o o o o o o

Determinacién de dopamina y noradrenali

na en cerebro . . . ® o © o ¢ o o o .0
MétOdO estadistico e o o o o o o ° o o

Estudio del célculo de la velocidad de

TEUrnover! o o o o o o o ¢ » o o o o o

25

29

34

38
42

iy



RESULTADOS

Pa
Animales controles o« o« o o o o « o o o o 48
Administracidén de morfina en dosis Gnica 56
Administracj.én de H l+’+/68 e o & o o o 70
Administracidén de H 44/68 y de morfina
endOSiSﬁniC'ao.oooooooo.oo 79
Administracién crénica de morfina . . . 85
Adninistracidn de nalorfina a animales
tratados con morfina durante seis dias . 91
Administracién de H 44/68 a animales tra
tados cronicamente con morfina « o« o o o 96
Tablas correspondientes a resultados in-
divj.duales..ooonooo...o-o 102
DISCUSION L 3 [ ] [ ] > . [ ] [ 3 [ ] ® [ ] [ ] ® [ ] [ ] ® L 3 [ ] [ ] 1‘+’+
CONCLUSIONES [ [ 2 * [ ] [ ] *® L] L ) L ] L] * [ ] o [ ] [ ] L d 183

BIBIJIOGRAFIA L ] [ ] [ ] [ 3 o L4 L d L 4 L4 L] L) L4 L 4 . L 4 L 189



INTRODUCCION



En los Gltimos afios ha aumentado el interés acerca
de los mecanismos de control que implican la interacibn
del sistema nervioso y endocrino. La interdependencia
funcional entre estos dos sistemas es de vital importan
cia para la integracidn y coordinacién de algunas de las
funciones del organismo y finalmente para el mantenimien

to del equilibrio homeostatico.

El eslabdn entre el sistema nervioso y el endocrino
es, al menos en parte adrenérgico, siendo las catecolami
nas que median la trasmisién en las sinapsis dopaminérgi
cas y noradrenérgicas, la dopamina y la noradrenalina’
respectivamente. Hay una tercera catecolamina fisiologi-
camente importante, la adrenalina, formada fundamentalmen
te en la médula adrenal; las células de este drgano, cé-
lulas cromafines, son en realidad neuronas simpiticas
postganglibénicas que han perdido sus axones y se han es-
pecializado en la secrecién de noradrenalina y adrenali-
na a la circulacidén sistémica. La secreciédn de las hormo
nas de la médula adrenal tiene lugar en respuesta a un
impulso neural, que induce la liberacidén de acetil-coli-

na en las sinapsis de las neuronas preganglionares con

‘las células cromafines; por tanto también los mecanismos



colinérgicos estén implicados en el control neuroendo-

crino.

El camino biosintético de las catecolaminas fué es
tablecido por Gurin y Delluva (1947) quienes vinieron a
confirmar el esquema de Blaschko (1939). En el proceso
metabdlico (ver Figura A), los enzimas necesarios hasta
la formacién de noradrenalina son comunes a las termina
ciones nerviosas adrenérgicas y a las células de la mé-
dula adrenal; estas Gltimas contienen ademis el enzima
fenil-etanolamina-N-metil-transferasa que cataliza la

conversién de noradrenalina a adrenalina.

En 1965 Levitt y col., hallaron gque el enzima tiro
sina-hidroxilasa catalizaba el primer paso limitante en
la biosintesis de catecolaminas; la distribucidén del en
zima coincide con la de estas aminas y al ser especifi-
co para la L-tirosina y L-fenil alanina puede catalizar
dos pasos consecutivos similares, fenil alanina —tiro-
sina - L-dopa. Los inhibidores de este enzima han sido
cuidadosamente estudizdos debido a su actuacién en el
paso limitsnte del proceso biosintético; el més utiliza
do ha sido la L-Q(metil-para-tirosina, que inhibe al en
zima por competiciédn con la tirosina (Nagatsu y col.,
1964). E1 siguiente paso Dopa —> Dopamina esti cataliza-

do por el enzima Dopa-decarboxilasa que no es especifi-
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co para la L-Dopa sino que también decarboxila L-amino=-
dcidos aromdticos. El enzima Dopamina- ﬁ—hidroxilasa ca
taliza la conversién de Dopamina — Noradrenalina; los
inhibidores de este enzima son de mucho interés, ya que
reducen los niveles enddgenos de noradrenalina y no mo-
difican o aumentan los de dopamina; entre los mis utili
zados se encuentra el dietil-ditio-carbamato, y su meta
bolito reducido, el disulfiram. Por iltimo la fenil-eta
nolamina-N-metil~transferasa, de la que ya hemos dicho
que se localiza esencialmente en el médula adrenal y cu
ya actividad se ha sugerido (Wurtman y Axelrod, 1965;
1966) estd bajo control de los esteroides de la corteza
adrenal, aunque existen otros criterios (Fuller y Hunt,
1967; Kitabchi y col., 1968; Ciaranello y Black, 1971;

Rivas y Borrell, 1971) en relacibén con esta hipbtesis.

Las catecolaminas pueden ser metabolizadas a pro-
ductos inactivos a través de dos rutas metabbdlicas, bien
mediante una deanimaciédn oxidativa o por una O-metila-
cién; la primera reaccidn, catalizada por la monoamino-
oxidasa, enzima mitocondrial, permite que las catecola-
minas intracelulares pueden ser metabolizadas a deriva-
dos deaminados, mientras que la segunda reaccibén, cata=-
lizada por el enzima catecol-O-metil-transferasa, tiene
lugar fuera de las células por lo que afecta a las cate

colaminas extracelulares.



Hace ya tiempo que se viene investigando el papel
de las catecolaminas adrenomedulares y hormonas de la
corteza adrenal en los procesos de defensa y adapta-
cién del organismo animal. Los trabajos de Cannon
(1914) sobre la funcibén de emergencia del sistema simpi
tico-adrenal tuvieron especial interés ya que se descri
bia por primera vez un importante mecanismo adaptativo
de naturaleza neuroendocrina. Selye (1936) posteriormen
te, puso de manifiesto que la respuesta y adaptacibédn a
situaciones de stress va asociada a una activacibén del

eje hipb6fisis-adrenal.

Esté generalmente aceptado que el sistema nervioso
central juega un papel esencial en la regulacibén de al-
gunas funciones endocrinas. Observaciones hidbquimicas
(Carlsson y col., 1962; Dahlstrom y Fuxe, 1966; Fuxe y
Hokfelt, 1969) sobre la existencia de una densa acumula
cién de neuronas catecolaminérgicas en la eminencia me-
disna del hipotalamo, ademas de la presencia de numero-
sas fibras monoaminérgicas en el 1l5bulo intermedio de
la hip6fisis, son indicativos de la posible participa-
cibén de los mecanismos adrenérpicos en la regulacién de

la funcién hipofisaria.

De hecho, estudios fisiolbgicos, farmacoldgicos y

bioquimicos, sugieren que diversas aminas del sistema



nervioso central podrian estar implicadas en el control
de la sintesis y/o liberacidén de algunos de los facto-
res hipotaléamicos que regulan la secrecién de hormonas
de la hipéfisis anterior, entre ellos de un posible fagc
tor de liberacibén de hormona adrenocorticotropa que in-
ducirfia en la adenohipdfisis la secrecidn de adrenocor=-
ticotropina (ACTH) y la subsiguiente estimulaciédmn por
esta hormona de la esteroidogénesis en la glandula adre

nal.

Diversos investigadores (Freedman y col., 1962;
Maynert y Levi, 1964; Corrodi y col., 1968) han observa
do que situaciones de "stress'" que van acompafiadas de
una activacién de la corteza adrenal causan una reduccibn
en el contenido de algunas aminas cerebrales. Van Loon
¥y col., (1971a) han podido observar en perros, como la
administraciédn intravenosa de L-Dopa, precursor de la
noradrenalina, inhibe en la vena adrenal el aumento de
17-OH-corticosteroides, como respuesta al "stress" cau-
sado por la laparotomfia. Estos mismos autores (1971b)
han apreciado que la administracién de o{-metil-para-ti-
rosina, droga que hemos dicho inhibe el enzima tirosina-
hidroxilasa y que por tanto produce una disminucién en
los niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro, in-
duce en la rata un aumento en los niveles de corticoste-

rona en plasma, que es en parte prevenido cuando se ad-



ministra simultaneamente el precursor, L-Dopa.

Westerman y col. (1962) encontraron que la admiiis
tracién de reserpina, farmaco capaz de producir descin-
sos en el contenido de monoaminas del cerebro, ya qu:
bloquea los procesos de captacidén de las aminas a su;
vesiculas de almacenamiento e induce la deaminacién »xi
dativa de las mismas dentro del citoplasma liberandose
asi en forma inactiva, causa paralelamente aumentos n
la secrecidn de ACTH. Asi{ mismo De Schaepdryver .y Pr:-
ziosi (1959) trabajahdo con ratones observaron que e.
iproniacid, inhibidor del enzima monoamino-oxidasa, ide
mis de prevenir el descenso de bioaminas que sigue ala
administracién de reserpina, inhibe también la estimla
cibn adrenocortical que se produce por la sola admin.s-

tracibn de este fArmaco.

Desde hace afios se viene postulando que en el con-
trol de la secrecidn de diversas hormonas de la hipé’i-
sis anterior participan, a través de un mecanismo de re
troregulacidn, las hormonas producidas en las glandu.as
periféricas (tiroides, corteza adrennl, gonadas); tan-
bién se ha sugerido la existencia de un segundo mecails
mo de retroregulacién donominado "corto', ya que ahora
la sefial reguladora sobre los receptores hipotalémicis,

la constituyen las hormonas hipofisarias, e incluso ie



ha indicado la posibilidad de un mecanismo de retroregu
lacidn "ultracorto" en el que la informaciédn a los re-
ceptores del hipotalamo es suministrada por las mismas
hormonas hipotaldmicas. Los dos primeros tipos de retro
regulacidn mencionados se han descrito para el control
de la secrecidén de ACTH (Corbin y col., 1965; Motta y
col., 1965), habiendose apuntado la posibilidad de que
neuronas noradrenérgicas del hipotAlamo puedan jugar un
papel importante como mediadoras de alguno de los meca-
nismos de retroregulacién de los glucocorticoides. A fa
vor de esta hipdtesis Dallman y Yates (1968) observaron
que el irponiacid era capaz de potenciar la acciém inhi

bidora de los glucocorticoides en la secrecidn de ACTH.

Parece ser que neuronas noradrenérgicas del cere-
bro y particularmente del hipotalamo podrian ejercer una
influencia inhibidora en la liberacidn del factor de li-
beracidén de hormona adrenocorticotropa en el plexo capi-
lar primario de la eminencia mediana y por tanto en la
secrecibn de ACTH., Esta hipbtesis esti basada en experi-
mentos farmacoldgicos que indican que apgentes qu~ redu-
cen el contenido de algunas aminas cerebrales o que blo-
quean receptores catecolaminérgicos incrementan la secre
cién de ACTH (Bhattacharya y Marks, 1969a; Ganong, 1970;

Scapagnini y col., 1970; Van Loon y col., 1971 a, b)
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mientras que férmacos liberadores de catecolaminas o pre
cursores de las mismas, inhiben en la rata la hipersecre
cién de corticosterona inducida por situaciones de
"stress" (Bhattacharya y Marks, 1969b; Marks y col.,

1970) .

En base a la relacidédn existente entre el sistema
nervioso y el endocrino cabria pensar que la accidn de
ciertos firmacos sobre este iltimo, pudiera ser mediada
a través del sistema nervioso y que la respuesta del or-
ganismo a los mismos, sea la resultante de la coordina-
cién de ambos sistemas. Una droga que puede inducir gran
des cambios en el comportamiento animal, es la morfina.
Algunos autores, han indicado que la administracién de
esta droga produce un descenso en el contenido de nora-
drenalina en cerebro (Vogt, 1954; Freedman y col., 1961;
Maynert y Klingman, 1962; Gunne, 1963) y de catecolami-
nas en glandula adrenal (Elliott, 1912; Maynert y Kling-
man, 1962; Gunne, 1963; Borrell y col., 1975), asi{ como
un aumento en la secrecién de ACTH y por tanto de corti-
costerohdes (Nakao y col., 1966; Nikodijevik y Maickel,
196?7; Kokka y col., 1973; Borrell y col., 1974); sin em-~
bargo actualmente se desconoce si estos efectos son inde
pendientes o si la accibén de la morfina sobre los niveles

de catecolaminas, particularmente del cerebro,esti de alguna
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manera relacionado con la respuesta del eje hipotalamo-

hip6fisis-adrenal.

Bs bien sabido que el efecto de la morfina sobre
el comportamiento es dependiente de la dosis y de la es
pecie animal; mientras que en algunas especies el opioi
de produce mayor o menor grado de sedacidn, en otras su
accidén es fundamentamente excitante (Maynert, 1967). Aun
que en la rata se ha visto que dosis muy pequefias de
morfina pueden tener una accién estimulante (Ayhan y Ran
drup, 1973) la administraciédn aguda del opioide ejerce
una accidn analgésico-sedante y proroa sintomas como
catalepsia y rigidez muscular, que van disminuyendo con
la administracibédn repetida de la droga, para dar paso a
un aumento en la actividad locomotora y roedora del ani
mal, 1o que es un indice del desarrollo de la dependen-
cia fisica a la morfina (Sloan y col., 1963; Kumar y
col., 1971; Ayhan y Randrup, 1972; Kuschinsky y Horny-

kievicz, 1972).

Desde que algunos investigadores observaron que la
morfina producia cambios en los niveles de aminas del
cerebro (Vogt, 1954; Maynert y Klingman, 1962; Gunne,
1963; Takagi y Nakama, 1966; Pazlzow y Paalzow, 1971),
ha aumentado el interés acerca de si estas bioaminas pu
dieran estar implicadas en la accidn anagésica de la

droga.
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Vedernikov y Africanov (1969) observaron en la rata
que la cocaina que inhibe la recaptacién de la noradrena
lina y el pirogalol, inhibidor del enzima catecol-O-me-
til-transferasa y que por tanto aumenta los niveles de
noradrenalina, potencian el efecto analgésico de la mor-
fina; sin embargo el disulfiram, inhibidor del enzima do
pamina-ﬁ-hidroxilasa, disminuye la accibdn analgésica del
opioide debido probablemente a la deficiente formacidnm
de noradrenalina a partir de la dopamina. Segln estos
estudios, drogas que aumentan la concentracibédn de nora-
drenalina en el cerebro, potenciarian el efecto antino-

ceptivo de la morfina.

Maynert y Klingman (1962) estudiando el efecto de
la morfina sobre las hormonas de la médula adrenal en di
ferentes especies animales, observaron una disminucidn
en la concentracién de catecolaminas que diferfia de
unas especies a otras en intensidad e indicaron que la
inyeccién aguda de la droga estimulaba el sistema nervip
so simpatico y causaba una liberacibén de catecolaminas

de la glandula adrenal.

M&s recientemente se ha indicado que en la reta la
morfina puede interferir con la neurokransmisidén dopami-
nérgica en el cerebro ya que sus efectos farmacnldgicos

son potenciados no solo por el haloperidol,bloqueador
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de receptores dopaminérgicos, sino también por um inhibi
dor de la biosf{ntesis de catecolaminas, el X -metil-pa-
ra-tirosina y que algunos efectos de la droga, incluyen-
do la analgesia son antagonizados por el pretratamiento
con L-Dopa, precursor de la dopamina (Eidelberg y Erspar

mer, 1975; Dahlstrom y col., 1975; Tulunay y col., 1976).

Las hormonas adrenocorticales en dosis farmacolbgi-
cas también se ha visto son capaces de modificar el efec
to analgésico de la morfina, pero se desconoce si la Bo-
la liberaciédn de corticosteroides por la droga, afecta
significativamente las acciones del opioide (VWinter y
Flataker, 1951; Zimmerman y Pang, 1975); sin embargo un
cierto papel de las hormonas de la médula y/o corteza
adrenal en los procesos que participan en la induccidn
de analgesia por la morfina no ha sido desechado, toda
vez que la adrenalectomia potencia este efecto de la drg
ga (Lewis, 1923; McKay y McKay, 1929; Miller y col.,

1955; Gebhart y Mitchell, 1972; Wei, 1973).

La morfina fue uno de los estf{mulos estresontes que
1levd a Selye (1936) al descubrimiento de que la secre-
cién de ACTH aumentaba en situaciones de alarma, este in
vestigador observl que después de altas dosis de morfina
se producia una disminucién en el peso del timo y un

aum>nto en el de la corteza adrenal de la rata y que es=
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tos efectos endocrinos desaparecian con la hipofisecto-
mia, llegando a la conclusién de que situaciones de
"stress" provocan un incremento en la secrecién de ACTH
y por tanto de corticosteroides; esta accidn estimulan-
te de la morfina en la secrecibén de hormonas cortico -
adrenales ha sido posteriormente confirmada por otros au-
tores (George y Way, 1955; Nikodijevic y Maickel, 1967;
Kokka y col., 1972); en estos estudios se indica que la
droga no actfia directamente en la glandula adrenal, pues
to que en los animales hipofisectomizados no se observa
este efecto. Ademés Briggs y Munson (1955) observaron
que la morfina administrada a ratas anestesiadas con pen

tobarbital podfa bloquear la secrecibn de ACTH,

Segln ciertos autores (McKay y McKay, 1929; George
y Way, 1955; Tanabe y Cafruny, 1958; Simon y col., 1975a)
la administracidn crénica de morfina causa hipertrofia
adrenal; por otro lado, Kokka y col. (1973) trabajando
con ratas, han observado que la tolerancia al efecto esti
mul~nte de la morfina sobre la secrecibén de corticostero
na se adquiere rapidamente y que la administracibén conti
nuada del opioide produce una disminucién en los niveles
plasmiticos de esta hormona; teambién oiros estudios (FEi=-
senman y col., 1958; 1961) indican gque en el hombre la
eliminscidén diaria de 17-hidroxicorticosteroides y 17-ce

tosteroides en orina esté disminuida por el tratamiento
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crénico con el opioide; asf mismo Borrell y col., (I975)
encuentran que en el gato la inyeccidn repetida de morfi
na causa un descenso en el contenido de corticosteroides
en glandula suprarrenal, si bien esta accidn supresora
de la droga no afecta la respuesta de la gléndula adre-
nal d1 ACTH exbgeno (Nakao y col., 1966; Kokka y col.,
1973).

Sin embargo Paroli y Melchiorri (1961) observaron
"in vitro" que muestras de tejido adrenal obtenidas de
ratas morfinizadas, cuando se afiadia ACTH al medio de
cultivo, producian corticosteroides en mucho menor grado
que los controles y sugirieron una influencia directa de
la morfina en el metabolismo hormonal del tejido adreno-

cortical.

La posibilidad de que los procesos adantativos a la
morfina pudieran esfar mediados por el eje hiplfisis-adre
nal, fue primeramente considerado por McKay (1931) y por
Sung y col., (1953); recientemente Wei (1973) observd
que la adrenalectomia, a diferencia de lo indicado para
el efecto analgésico, no impide el desarrollo de toleran
cia y dependencia fisica a la droga, ni modifica la in-
tensidad del sindrome de abstinencia y concluye quec es-
tos fendmenos no parecen ser mediados por el ~je hipbfi-

sis-adrenal.
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Los mecanismos responsables del desarrollo de la de
pendencia fisica y tolerancia durante la administracién
crénica de morfina todavia permanecen sin aclarar. Desde
que se encontrd que la droga induce cambios en el metabo
lismo de las monoaminas del cerebro (Vogt, 1954; Gunne y
col., 1969; Way, 1972; Sugrue, 1974; Theiss y col., 1975)
se ha sugerido que los efectos del opioide pudieran ser
debidos a una alteracién de los mecanismos transmisores
del sistema nervioso central. En los Qiltimos afios se ha
destacado también el importante papel que parecen tener
las catecolaminas del cerebro en la expresién del sindrg
me de abstinencia en animales tolerantes a la morfina
(Schwartz y Eidelberg, 1970; Herz y col., 1974; Blasig y

col., 1975; Way y col., 1976).

También se han hecho estudios sobre la actividad de
algunos de los enzimas que intervienen en el metabolismo
de las catecolaminas, durante el tratamiento crénico con
morfina. Reiss y col. (1970) encontraron que en animales
tolerantes a la droga, hay un sumento en la actividad del
enzima tirosina-hidroxilasa en glandula adrenal y cerebro,

que tiende a disminuir durante el sindrome de sbstinenciae.

El aumento en la concentracidn de noradrenalina en
el cerebro, observado por varios autores (Freedman y col.,

1961; Maynert y Klingman, 1962; Gunne, 1963; Sloan y col.,
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1963; Akera y Brody, 1968) en animales tratados croni-
camente con morfina, ha sugerido un aumento en la velo
cidad de sintesis de esta amina. Estudios del efecto de
la administracidn repetida de morfina, sobre el metabo-
lismo de las catecolaminas del cerebro reflejan resulta
dos conflictivos; Clouet y Ratner (1970) hallan que la
velocidad de conversidn de 1b’C—tiro:sina a 1uc-d§pamina
y 1b’C-noradremalina en el cerebro de la rata esté incre
mentada después de repetidas inyecciones del opioide
mientras que otros investigadores (Neal, 1968; Gunne y
col., 1969; Papeschi y col., 1975) no encuentran dife-
rencias entre ratas cronicamente morfinizadas y contro-
les, respecto a variaciones en el '"turnover" de estas

aminas.

Trabajos recientes reflejan un gran interés en los
mecanismos de transmisién dopaminérgica en el cerebro
en los efectos de la morfina. Puri y Lal (1974) han su-
gerido que el tratamiento crdnico de morfina, induce una
hiperactividad en los receptores dopaminérgicos postsi-
népticos como consecuencia de la disminucién en la neurg
transmisidén dopaminérgica y que este hecho puede estar
relacionado con el desarrollo de la tolerancia y depen=-

dencia al opioide.
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La elevada concentracidén de determinadas monoami-
nas en el hipoté&lamo y el que una de las funciones méas
importantes de é&ste sea la regulacién de la funcién hipo
fisaria hace patente el interés de todos aquellos estu-
dios en los que se trata de relacionar el papei de di-
chas aminas en el control de los mecanismos reguladores
de la liberacibén de los denominados factores hipofisio-
trépicos que a su vez intervienen en la secrecibédn de hor

monas de la hipbfisis.

Se sabe que modificaciones en el sistema hipofisa-
rio~-adrenal se relacionan con cambios en el comportamien
to (Cannon, 1914; Selye, 1936), indicandose en trabajos
recientes que variaciones en el metabolismo de catecola=
minas podrian ser responsables ademis de cambios en la
actividad adrenocortical (Ganong, 1970; Van Loon y col.,

1971a,b; Scapagnini y Preziosi, 1973).

Los trabajos clisicos en los que se ha estudiado en
diferentes especies animales la accidn de la morfina sobre
las aminas del cerebro se refieren fundamentalmocnte al me
tabolismo de la noradrenalina;.en ellos se indica que el

opioide, administrado en dosis Unica, causa uns disminu-
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cién de los niveles de esta amina (Vogt, 1954; Maynert y
Klingman, 1962; Gunne, 1963); ms recientemente y en ba-
se al posible papel que otro neurotransmisor del sisiema
nervioso central, la dopamina, precursor a su vez enla

biosintesis de la noradrenalina, parece tener en las mo-
dificaciones del comportamiento animal, ha aumentado el

interés acerca del estudio del efecto due la morfina pue
den tener sobre el metabolismo de esta bioamina y su po-

sible relacidn con la accidn de la droga.

Es conocido gque la accidén de la morfina varia segln
las especies animales; alin cuando la rata viene sienio
la especie animal mis comunmente utilizada, las diferen-
cias entre las condiciones experimentales, sobre todo en
cuanto a dosis, tiempo de sacrificio, via de adminis:ra-
cién del compuesto, y otras variesntes de cada labora:o-
rio, posiblemente sean la razbdn de las discrepancias de
los resultadns y de la interpretacibén de los mismos ror
distintos autores y por tanto de que en la actuzlidal es
té lejos de estar claramente establecido cuanles son _os

mecanismos de accibn y los efectos de la morfinn.

Hace tiempo. se viene estudiando el papel de las ca
tecolaminas en los procesos de analgesia, tolerrnciany
dependenciz fisica a la morfina asi como en las manifes-

taciones del sindrome de abstinencia en animales tol:ran



21

tes a la misma. Sin embargo son escasos los trabajos en
los que se haga un estudio paralelo de la accidén de la
morfina sobre las hormonas de la médula y corteza adre-
nal (Borrell y col., 1974) y que sepamos ninguno en que
se hayan estudiado ademas simultaneamente variaciones en

los niveles de catecolaminas del cerebro.

Por todo ello consideramos interesante estudiar las
variaciones de catecolaminas en cerebro y glandula adre-
nal asf como de corticosteroides, en animales sometidos
a la administracibén aguda y crbnica de morfina para tra-
tar de correlacioner estos parametros con los efectos que

acompafian a la administracién del opioide.

AGn cuando diversos trabajos apuntan la posibilidad
de que uno de los mecanismos de accién de la morfina po-
dria ser la alteracibén de los mecanismos transmisores del
sistema nervioso central, el tema permanece afin sin resol
verse. Uno de los caminos que pensamos podria contribuir
al esclarecimiento de esta cuestién serfa el estudiar co
mo la morfina puede modificar el "turnover" de las cate-

colaminas,

Es sabido que se pueden estimar cembios en el "tur-
nover" de las monoaminas del cerebro, determinando el gra
do de reduccibdn del contenido endbégeno de las mismas des

pués de la inhibiéidén de su sintesis (Anden y col., 1966;
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Corrodi y Hamssonm, 1966; Costa y Neff, 1966) por lo que
decidimos utilizar este método para estudiar posibles
cambios del mismo por la administracidén de morfina. Co-
mo inhibidor de la biosintesis empleariamos el ester me
tflico de la o(~metil-p-tirosina (H 44/68), bloqueador
del enzima tirosina hidroxilasa, paso limitante en la bio
sintesis de catecolaminas. Elegimos este compuesto porque
se ha observado que la disminucidn de catecolaminas que
tiene lugar no cambia esencialmente la liberacién de las
mismas (Persson y Waldeck, 1970; Nyback, 1971); ademés

el H 44/68 mantiene intactos los mecanismos de recapta-
cién de las aminas y no inhibe el enzima monoamino-oxida=-
sa 1o que hace improbable que tenga lugar una redistribu-
cibén de aminas intraneuralmente (Jomsson y col., 1969;

Sachs, 1970).

En primer término estudiariamos la respuesta a la
administracién aguda de diferentes dosis de morfina, asi
como distintos tiempos de sacrificio de los animales para
conocer la dosis y el tiempo adecuados en el que fuera
observada una variacibén de dopamina y noradrennliina en

¢erebro asf como de hormonas de la glandula adrenal.

A continuacidn determinariamos, a distintos tiempos,
el grado de deplecidn de catecolaminas que sigue a la admi
nistracién de la alfa-metil-p-tirosina para scguidamente

estudiar la respuesta a la administraciédn aguda de morfi-
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na en animales con una sintesis deficiente de catecolami-
nas lograda mediante la previa administracidén del inhibi-

dor mencionado.

Dado el tan discutido papel de las biocaminas del sisg
kema nervioso central en el desarrollo de la tolerancia
y dependencia fisica a los narcdéticos, consideramos inte=-
resante estudiar tambien cambios en el "turnover" de la
dopamina y noradrenalina de animales cronicamente morfini
zados y asi al comparar los resultados de las distintas
experiencias determinar si el desarrollo de la tolerancia
al efecto de la morfina induce variaciones en el metabo-
lismo de estos neurotransmisores, que pudieran relacionar

se con el fendmeno de la adicidn.

En otro grupo de experiencias estudiariamos el efec="
to que la administracién continuada de la droga puede te-
ner simultaneamente sobre los parametros de nuestro estu-
dio, es decir, dopamina y noradrenalina en cerebro y hor-
monas de la corteza y médula adrenal. Para ello una vez
determinado el esquema de morfinizacibén inducirfiamos el
sfindrome de abstinencia mediante la administracidn de un

antagonista de la morfina, concretamente la nalorfina,



MATERIALES Y METODOS
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Se han utilizado ratas hembra de la cepa Wistadr con
un peso comprendido entre 200 y 300 gramos. Los animales
fueron colocados en numero de cuatro por jaula una sema-
na antes de cualquier tratamiento, estando sometidos a
idénticas condiciones de alimentacibén, temperatura
(% 259C) y ciclo de luz diario (7:00 - 19:00 horas). Los
animales son privados de la comida el dia anterior al sa

crificio aproximadamente a las 17:30 horas.

El sacrificio se realizd mediante decapitacidén por
guillotina, sangrando a los animales inmediatamente. La
sangre se recoge sobre heparina y sin pérdida de tiempo
se centrifuga para la separacidn del plasma. Seguidamen-
te se extirpan el cerebro y las glandulas adrenales del
animal, procediéndose a continuacibén al peso de dichos Or

ganos.

Todo el material bioldgico a utilizar es mantenido
en hielo dursnte su manipulacibén o conservado en congela-
dor (-20°C) no més de cuarenta y ochn horas hasta su homo
geneizacidén. Una vez homogeneizadns los teJidns pueden

conservarse en congelador (-20°C) durante dos scmanas.

Administracibn de compuestos:

Los compuestos fueron inyectados intraperitonezlmente
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en un volumen de 0,5 ml.

- Morfina clorhidrato (UQUIFA, S.A.E., Barcelona).
- Ester metilico de la D-L alfa-metil-para-tirosina,
H 44/68 (SIGMA).

- Nalorfina (UQUIFA, S.A.E., Barcelona).

En la administracidén de morfina en dosis tnica se
utilizaron las siguientes dosis: 10,30, 50 y 100 mg/kg
y los animales se sacrificaron una hora y tres horas des

pués de la inyeccién.

La dosis empleada en el tratamiento con {-metil-p-
tirosina (H 44/68) fue de 250 mg/kg y se sacrificaron
los animales a tres tiempos diferentes: cuatro, dieci-

seis y diecinueve horas después de la inyeccibn.

La administracién de compuestos se realizbd de tal
manera que los animales fueran siempre sacrificados en-
tre las 12:00 y 13:00 horas, con el fin de evitar posi-
bles variaciones debidas al ritmo circadiano de los pa-

rémetros de nuestro estudio.

En el tratamiento conjunto con H 44/68 y morfina en
dosis Gnica se administrd el H 44/68 a las 17:00 horas y
transcurrido un periodo de tiempo de diecises horas se
inyecto 50 mg/kg de morfina y los animales se sacrifica-

ron tres horas después.
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En el tratamiento crénico de morfina, empleamos dos
esquemas de morfinizacién, con un periodo de duracidn de

seis y doce dfias.

Morfinizacidén durante seis dfas consecutivos: el
primer dia se comienza con una dosis de 25 mg/kg, el se-
gundo y tercer dia se inyecta esta misma dosis dos veces
al dfa, el cuarto y quinto dia se inyectan 50 mg/kg dos
veces al dia y el sexto dfa se inyecta la dosis anterior
y se sacrifican los animales tres horas despuds de esta

Giltima inyeccién.

Morfinizaciédn durante doce dias consecutivos: el pri
mer y segundo dia se administra 25 mg/kg de morfina, los
dias tercero y cuarto esta misma dosis. dos veces al dia,
el quinto dia se duplica la dosis a 50 mg/kg, inyectindo-
se dos veces diarias y se mantiene el tratamiento asi has
ta el dia doceavo en que se inyecta 50 mg/kg y se sacrifi -

ca a los animales pasadas tres horas de la inyeccién.

La administracidén de nalorfina (10 mg/kg) a animales
morfinizados durante seis dias se realiza el sexto dia inme
diatamente después de la iltima inyecciédn de morfina y se
sacrifican los animales tres horas después de la inyec-

cién de nalorfina.

La administracidén de H 44/68 a animales tratados con

morfina durante doce dias se realizb el undécimo dia a las



28

17:00 horas; al dia siguiente se inyecté 50 mg/kg de mor
fina a las 9:00 horas y los animales se sacrificaror tres

horas después de la inyeccidn del opioide.

Los animales controles son sometidos a la admiris-

tracién de solucidn salina al 0,9%.



29

DETERMINACION DE CORTICOSTERONA EN GLANDULAS ADRE-

NALES Y PLASMA.

Hemos utilizado el método de Matsumura y cole. (1967).
En esencia el método consiste en: extraccibén de los este-
roides con dicloruro de metileno; separacibén de compuestos
ceténicos y no cetdnicos con el reactivo T de Girard; hi-
dr6lisis, extraccidédn y purificacidn de las hidrazonas;
formacidén del compuesto fluorescente mediante reactivo
sulflrico/etanol y lectura de la intensidad de fluores-
cencia, exactamente a los 30 minutos de haber adicionado
este reactivo, tiempo en el que el desarrollo de la fluo-

rescencia es maximo para la corticosterona.

Técnica seguida:

Homogeneizacidén del tejido: Las glandulas adrenales

se homogeneizan en agua bidestilada al 1% (peso/volumen).

-1 ml de plasma § 0,5 ml del homogeneizado de adrenales
se completan con agua bidestilada hasta un volumen total
de 7,5 ml y se extraen durante 10 minutos con 15 ml de di
cloruro de metileno por agita€ién circular lenta en ex-

tractor rotatorio.
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- Pasar a tubos y centrifugar para separar las dos feses;

eliminar la fase acuosa.

- Lavar el extracto con 2 ml de OHNa 0,1 N agitando suave
mente durante 20 segundas; centrifugar y por aspiracién

separar y desechar la fase alcalina.

- Lavar de nuevo con 2 ml de HZO bidestilada agitandc co-
mo antes; centrifugar y eliminar la fase acuosa; desecar

el extracto con Naz.‘.':ol+ anhidro.

- Evaporar a sequedad una parte alicuota del extractc

(10 ml) a 37°C y en corriente de nitrdgeno.

- Afiadir al extracto seco, 0,5 ml de reactivo T de Girard
de jAndolo resbalar por las paredes del tubo e incubar du-

rante 30 minutos a 37°C en bafio de agua.

- Enfriar rapidamente en hielo y afiadir 3 ml de Na,CC, 0,4 M.

2773
- Extraer la mezcla por agitacidn con 3 ml de éter etilico

durante 1 minuto; centrifugar y eliminar la capa etérea.

- Afiadir 0,5 ml de HCl 6 N; mezcler suavemente y dejer 30

minutos a la temperatura del laboratorio.

- Extraer por agitacidn durante 1 minuto con 3 ml de éter

de petrbleo y eliminar la fase organica.

- Extraer una parte alicuota (3,5 ml) del extrscto acuoso

con 15 ml de dicloruro de metileno por agitacidn intensa
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durante 2 minutos; centrifugar y eliminar la fase acuosa.

- Desecar con Na.SO, anhidro.

2>y

- Tomar una parte alicuota del extracto (10 ml) a la que
se adicionan 2 ml del réactivo acido sulffirico/etanol re-
cientemente preparado; agitar 20 segundos y eliminar lue-

go la capa organica.

- La intensidad de fluorescencia se determina exactamente
a los 30 minutos de haber afiadido el reactivo sulffirico/eta
nol en un espectrofotofluorimetro Aminco-Bowman a una acti

vaciédn de 470 mp y una fluorescencia de 525 mpL.

- Paralelamente se lleva a 1o largo de todo el método
un blanco y un patrén de 0,5 pg de corticosterona. Se rea-
liza igualmente en cada determinacidn la medida directa de
la fluorescencia de un blanco y un patrdn de 0,5 pg de cor
ticosterona. En funciédn de estos datos se clacula el tanto
por €iento de recuperaciédn del método y la concentracién

de corticosterona en la muestra problema,

Reactivos
- Dicloruro de metileno (D'Homio); recdestilado.
- Hidréxido sbdico (Merck); solucién 0,1 N.

- Sulfato s8dico anhidro (BDH).
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- Reactivo de Girard T (cloruro de trimetilaminoacético
hidrazida); 100 mg se disuelven en 0,5 ml de 4cido acéti
co glacial y se completan con etanol redestilado hasta

un volumen final de 5 ml,

- Eter etflico (Abelld, para anestesia); recientemente

redestilado sobre sulfato ferroso.
- Carbonato sddico (Mgrck); solucién 0,4 M,
- Acido clorhidrico (May & Baker); solucidn 6 N.

- Eter de petrdleo (BDH); redestilado y recogiendo sola-

mente la fraccidn que destila de 30°C a 40°C.
- Acido sulflirico (Merck); 4 = 1,84.

- Alcohol etflico (Compafiia de Alcoholes); previamente
purificado (hervir a reflujo con OHK durante 8 horas y
destilar; adicionar a este alcohol una mezcla de AgNO3 Yy
OHK, agitar varias veces y pasadas 24 horas redestilar de

nuevo.

- Solucién acido sulfirico/etanocl al 75% (v/v).

- Solucién patrén de.corticosterona (q-Pregnen—ll/Z,
21-diol-3,20-diona) (Schwarz/Mann, New York). T.a solucidn
"stock" en etanol (100 pg/l ml), preparando a partir de
ella una solucién dilufida de concentracién 10 pg/l ml y

a partir de esta, una segunda solucidn de concentracibdn



1 pg/l ml, ambas en agua bidestilada.

-~ Agua bidestilada.

33
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DETERMINACION DE CATECOLAMINAS EN GLANDULAS ADRENALES

Para la determinacibén de catecolaminas en glandula
adrenal hemos empleado el procedimiento de Shore y Olin

(1958) modificado por Callingham y Cass (1963).

Fundamentalmente el método consiste en una extraccién
de las catecolaminas del homogeneizado de tejido adrenal,
con butanol-clorhidrico-saturado de cloruro sbédico; una
parte alicuota de esta fase organica es extrafda con n-hepta
no y acido clorhidrico, pasando las catecolaminas ahora a la
fase acida, que se separa y se utiliza para la reaccién fluo

rimétrica.

Determinamos catecolaminas totales refiriendo los resul
tados a adrenalina debido a que la glandula adrenal de la ra
ta posee muy pequefia proporcién de noradrenalina (West,
1955). Para la formacidn de los correspondientes compuestos
fluorescentes se utiliza la reacciédn de trihidroxiindol a
pl 5, ya que a este pH se oxidan tanto la adrenalina como
la noradrenalina mientras qﬁe a pH 3 solamente la adrenalina.
En partes alficuotas del extracto tamponadas a pH 5, se for-

man los cromocompuestos mediante la adicidén de solucién de
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iodo; el exceso de reactivo iodado es neutralizado con tio-
sulfato sédico; por adicibén de solucién alcalina de ascorba
to, los cromocompuestos son transformados en los correspon-
dientes trihidroxiindol luteinas que se determinan a conti-
nuacibédn, Bajo luz ultravioleta se activa la fluorescencia y
se determina la intensidad en un espectrofotofluorimetro

Aminco-Bowman.

Técnica seguida:

Homogenelzacidén del tejido: las glandulas adrenales se
homogeneizan en &cido clorhidrico 0,01 N, en una concentra-

cibén al 3% (peso/volumen).

Extraccidén y purificacién: 0,1 ml del homogeneizado es
llevado hasta un volumen final de 1,5 ml con HC1 0,01 Ny
se extrae por agitacibén intensa durante una hora con 15 ml
de butanol saturado y 2,5 g de NaCl en agitador mecénico.
Después de centrifugar durante 10 minutos a 2.000 r.p.m.,
10 ml del extracto en butanol (que contiene las aminas) se
agita de nuevo durante 5 minutos con 20 ml de heptano y
3,5 ml de HC1l 0,01 N, Las aminas pasan ahora a 1n fase aci-
da, sirviéndo el heptano para su desrlazamlento a ella. Con
este extracto Acido se realizarid la valoracibén cuantitativa

de las biozminas medisnte la reacciédn del trihidroxiindol.
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Valoracidn cuantitativa:

- A una serie de tubos que contenian 0,25 ml de buffer pH 5

se afiade 0,75 ml del extracto Acido.

- Adicionar 0,025 ml de solucién alcohblica de iodo y dejar

reaccionar durante 5 minutos y medio.

- El1 exceso de iodo es neutralizado con 0,025 ml de solucidén
de NaZSZOB Yy a continuacibén se adiciona 0,25 ml de solucdn

alcalina de ascorbato, recientemente preparada.

~ Paralelamente y por cada muestra oxidada, se hace el co-
rrespondiente blanco de la reaccidn impidiendo la formacidn
del cromocompuesto al adicionar una mezcla de iodo-tiosulfa-

to sbdico en la misma proporcidn que en las muestras problema.

- Una vez terminada la reaccibdn, se activa la fluorescencia

poniendo los tubos bajo luz ultravioleta durante 15 minutos.

- La intensidad de la fluorescencia se determina a una acti-

vaciédn de 410 mp y una emisidn de 520 mpu.

- A 1o largo del método se lleva un "internal standard"
adicionando al problema 1 mg de adrenalina (aunque determi-
namoe catecolaminas totales lo referimos a adranalina, toda
vez que la glandula adrenal de la rata contiene fundamental-
mente esta amina y solo una pequefifsima proporcién de nora-
drenalina). Se hace siempre la reaccidn con un patrdén di-

recto en igual concentracién que la del'internal standard",
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lo cual permite calcular la recuperacibén del método y hallar

la concentraciédn de catecolaminas en las muestras problema.

Reactivos:
- Acido clorhidrico (May & Baker); solucién 0,01 N.

- n-Butanol (May & Baker) saturado de NaCl (Merck) y HCl 0,01 N
(1 1itro de n-butanol se agita con 175 ml de HC1l 0,01 N hasta
que el &cido se haya disuelto; afiadir luego 125 g de NaCl y

volver a agitar).
- Heptano (May & Baker); redestilado.
- Buffer acetato de pH 5.

- Solucién de iodo (May & Baker) 0,1 N en alcohol etflico del
95%.
- Solucibdn de tiosulfato sbdico (Merck) 0,1 M.

- Solucibn alcalina de acido ascorbico (British Drug House);

10 mg de acido ascdrbico/1 ml de Hao bidestilada/2 m1 OHNa 5 N.

-~ Soluciones patrones: L-adrenalina (British Drupg House) en la

concentracién de 1 mg/1 ml en HCl 0,01 N (conscrvar en nevera).

- Apus bidestilsda.
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DETERMINACION DE DOPAMINA Y NORADRENALINA EN CERE=-

BRO.

Para la determinacién de dopamina y noradrenalina
en cerebro hemos seguido en esencia el método descrito
por Shellenberger y Gordon (1971), con ligeras modifica-

ciones,

El método se basa fundamentalmente en una primera
extraccién de las catecolaminas del cerebro en acido per
clérico; de una parte alicuota de este extracto &cido se
extraen las bioaminas mediante adsorcidn en alimina a un
pH alcalino adecuado; las monoaminas son luego desplaza-
das de la alfimina con acido perclérico dilufdo, de forma
que pasan de nuevo a la fase &cida de la que se toman

partes alicuotas para la reaccibédn fluorimétrica.

Técnica seguida:

Homogencizacibédn del tejido: La homogeneizncidn del

cerebro se realiza en 3 volfimenes (g/ml) de Acido perclbrico
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O,4 N. Se centrifuga a 15.000 r.pm. a 4°C durante 30 minu
tos en ultracentrifuga SOrvail. Se separa el sobrenadante
y se rehomogeneiza el sedimento en 2,5 vollmenes del mis-
mo Acido; se centrifuga de nuevo a la misma velocidad y
temperatura, se reunen los dos sobrenadantes y se lleva
a un volumen final de 6 volflimenes, completando con &cido

perclérico O,4 N,

Extraccidén: Se separan 6 ml del extracto acido y se
aflade solucién de tricina en cantidad adecuada para obte=-
ner un pH de 9-9,2. Se adicionan 350 mg de alfimina activa

da y se agita durante 20 minutos en un agitador mecénicoe.

Se centrifuga 5 minutos a 2,000 r.p.m. desechandose
el sobrenadante y se lava la alfinina con 20 ml de agua bi
destilada agitando 1 minuto, centrifugando y eliminando

el agua de la locidn; este lavado se repite dos veces mas.

Se #iaden 3 ml de acido perclérico 0,05 N a la alfimina
y se agita de nuevo durante 20 minutos. Se centrifuga 5Ami
nutos a 2.000 r.p.m, y del sobrenadante se toman dos par-
tes alicuotas de 1 ml, para blanco y nroblema sobre las

que se realiza la reaccidn fluorimétrica.

Valoracién cuantitativa: A vna serie de tubos gque con
tienen 1,5 ml de solucidén buffer fosfato-EDTA pH 7 se afia-
de 1 ml del extracto &cido y 0,2 ml de solucién de jodo dg

jando proceder la reaccidn durante 2 minutos; pssado este
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tiempo se adiciona 0,5 ml de solucidn alcalina de sulfito.
A los 2 minutos de la adicidn de sulfito se acidifica con
O,k ml de &cido acético glacial, con lo que se alcanza un

pH de 4,4-L4,8.

En los blancos se invierte el orden de adicidn de los

reactivos.

Se calienta en estufa a 100°C durante 3-4 minutos, en
friadndose luego los tubos en hielo durante 5 minutos. La
intensidad relativa de fluorescencia de la noradrenalina
se lee a2 temperatura smbiente a una activacidn de 390 mp y
una emisién de 490 mp. Se llevan de nuevo las muestras a
la estufa de 100°C y pasados 35-40 minutos se enfrian los
tubos en hielo, leyéndose la fluorescencia correspondiente
a la dopamina seguidamente sin dejar que las muestras al-

cancen la tempebtatura del laboratorio.

A lo largo del método son llevados patrones de 4LOO ng
de dopamina y de noradrenalina, haciéndose siempre la deter
minacién de patrones directos de igual concentracibn; es-
tos datos permiten calcular la recuperacidn del método y

1a concentracidn de dopamina y nor~drennlina en la mucstra.

Reactivos:

- Acido perclérico (BDH); solucidn 0,4 N; afi~dir a 1000 ml
de esta solucidn 1 g de metabisulfito sddico y 0,5 g de

EDTA (BDH).
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- Oxido de aluminio (Merck, neutro gradd 1) activado;
200 g de alfimina se hierven en 1 litro de Acido clorhi-
drico 2 N durante 20 minutos. Lavar con 1 litro del mig
mo dcido y después con agua bidestilada hasta que el pH
del agua esté comprendido entre 3 y 3,5. La alGmina asi
lavada se mantiene durante 2 horas en estufa a 200°C

conservandola luego en desecador.

- Solucidén de Tricina (Merck); disolver 17,9 g de trici
na (N- tris-(hidroximetil)-metil -glicina) y 25 g de

EDTA en 1 1litro de OHNg 0,525 N.

-~ Solucibén acuosa de iodo (May & Baker) 0,1 N; disolver
1,25 g de iodo y 5 g de ioduro potasico (Mayg Baker) en

100 ml de agua bidestilada.

- Solucidn alcalina de sulfito sédico (Merck); tomar 1 ml

de una solucién que contiene 250 mg de sulfito sddico/1l ml

de agua bidestilada y diluirlo a 10 ml con hidroxido sb-
dico 5 N.

- Solucibén buffer fosfato-EDTA de pH 7.

-~ Acido perclédrico (BDH); solucibén 0,05 N.

- Soluciones patrones; L-noradrenalina y dopamina (BDH) en

concentracién de 1 mg/l ml de acido clorhidrico 0,0) N

(conservar en nevera).

- Agua bidestilada.
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METODO ESTADISTICO

Para el analisis estadistico hemos determinado la me
dia aritmética y el error standard de los resultados de

cada grupo de experiencias de la siguiente manera:

Sean Xy los valores individuales obtenidos para cada
parametro de nuestro estudio en un grupo de experiencias

de n animales.

£x
_ i
Media aritmética: x = —

(f_x.)2
ﬁxi-——l—-

n

Error standard de la media: E.S. =
n(n-1)
Para conocer si la media aritmética de un grupo de
experiencias es significativamente diferente de la encontfg
da en otro relacionable, hemos empleado el parametro "t" de

Student (Snedecor, 1956).

Sean ia y ib las medias aritméticas encontradas para
un determinado paridmetro de nuestro estudio en dos rrupos
de experiencias a y b, de na y ny nfinero de animales respec

tivamente, siendo X, ¥ Xy, los valores individuales de cada

E£Trupo:
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n_ ny (na +n, - 2)
na * nb
t = (xa - Xb) 2 2
. (Zx)) (=x,)
L2 2, 2 b
a % ~
n, n,

Obteniendo el valor de "t" se determina en las tablas
correspondientes el grado de significancia para N =
(na +n - 2) grados de confianza que viene dado por el va

lor de P.

En este estudio, se ha estimado que la diferencia en-
tre dos medias aritméticas es significativa cuando encon-
tramos para P un valor menor a 0,05, reflejandose en las

correspondientes ‘tablas y figuras.
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ESTUDIO DEL CALCULO DE LA VELOCIDAD DE '"TURNOVER"

La determinacidn de la velocidad de "“turnover" por
el método de la inhibicibn de la sintesis de catecolami-
nas (Brodie y col., 1966) estid basada en el hecho de que
la concentracién de catecolaminas desciende siguiendo
una curva exponencial, después de la administracién de
o -metil-p~-tirosina, inhibidor del enzima tirosina-hidro

xilasa.

Puesto que después de la inhibicidn de la sintesis
de catecolaminas, la concentracibén de dopamina y noradre
nalina en cerebro disminuye exponencialmente, Bpe puede
obtener la fraccidn del total de dopamina o noradrenali-
na que se forma o se libera por unidad de tiempo (k) me-
diante la transformacidn logaritmica de los niveles de
estas bioaminas para la construccidn de las rectas de re
gresidén por el método de los minimos cuadrados; obtenido
el valor k, el producto de éste por los niveles basales
de la amina en cuestibédn nos daria la velocidad de "turng

ver" de la misma.

Fn condiciones de equilibrio dinimico, la velocidad

de sfintesis es igual a la velocidad de liberacidn.

Podemos expresar que la velocidad de sintesis o

"turnover" (V) para estas catecolaminas, por ejemplo pa-
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ra la noradrenalina viene dada por:
V=k (NA]O

siendo k = constante (porcentaje de noradrenalina que se

renueva por unidad de tiempo).
[NA]O = concentracidn inicial de noradrenalina,

Al bloquear la sintesis la concentracibdn de noradre
nalina descience a una velocidad que es proporcional a la

concentracién:
- d (NA)/dt = k. (Na)
integrando esta expresidn:
(NA]t = CNA)O.e'-kt (ecuacién de la curva exponencial)

convirtiéndolo a loglo, tenemos que:

log (NA]t log [NA}O - kt log e

i

log (NA), = log (‘_Np;)o - 0,434 kt

log (W), - log (NA),

0,434 t

log (NA) 0/(NA) £

Oyli3h t
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siendo T% = vida media (tiempo necesario para que la con=-
centracién inicial de noradrenalina se haya
reducido a la mitad; este valor se obtiene

de la recta de regresidn).
1 1
tendremos que en el tiempo T5: [NA]t =3 (NA)O

log 2 1l
por tanto: k = T =
0,434 TE 1,44

x
[
N.-ﬁ—‘

¥ la velocidad de turnover V = k (NA]O (el producto del va
lor k, por la concentracibn

inicial de noradrenalina),



RESULTADOS
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ANIMALES CORTROLES

Hemos hecho determinaciones de los niveles de cor-
ticosterona y catecolaminas en glandula adrenal y de do
pamina y noradrenalina en cerebro de animales no someti
dos a ningfin tratamiento y de animales control a los
que se les inyect6 solucibén salina; estos filtimos se sa
crificaron media hora, una hors y tres horas después de
ser inyectados con salino una sola vez (Tablas I, II y
III). También realizamos otro grupo de animales control
a los que se administrd solucibén salina dur-nte seis
dias consecutivos (Tabla IV) a las mismas horas y el
mismo nlimero de inyecciones que cuando se administra
morfina durante este periodo de tiempo; estos controles
fueron sacrificacos tres horas después de la Giltima in-

yeccidn de solucibn salina.

En la Figura l podemos observar como en los anima-
les sacrificados media hora después de la inyeccibdn de
salino, los niveles de corticosterona en rlAndnla adre-
nal esten significativamente elevados (P¢0,001) respec-
to a los animales no sometidos a tratamiento alpuno y
respecto al resto de los difercntes grupos de ~nimales

control; en el grupo de animales sacrificades una hora
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después de la inyeccidn los niveles de esta hormona ya
han retornado al de los animales normales. En el resto
de los parémetros determinados, es decir, catecolaminas
en glandula adrenal (Figura 1) y dopamina y noradrenali
na en cerebro (Figura 2), no ébservamos diferencias por
la administraciédn de solucidn salina (dosis finica) a
ninguno de los diferentes tiempos de sacrificio de los
animales, ni cuando estos son sometidos a la adminis-
tracidén repetida de salino y sacrificados tres horas

después de la Gltima inyeccidn.

El hecho de que el grupo de animales control sacri
ficados media hora después de la inyeccién de solucidn
salina tenga los niveles de corticosterona significati-
vamente elevados, pudiera ser atribuido al ''stress" de
sacar al animal de la Jjaula y ser inyectado; vor ello

este lapso de tiempo fué desestimado para nuestro estudio.

Toda vez que como hemos podido apreclar los niveles
de dopamina y noradrenalina en cercbro y de catecolaminas
en glandula adrenal son scmejantes en todos los gprupos de
animales controles estudiados y que la concentrncidn de
corticosterona en glandula solo experimenta la variaé¢ién
mencionada a los treinta minutos de inyectada la solucidn

fisioldpgica no realizzmos otros grupos de anim2les controle.



*SeTCLTUB g=/ °S°H = SOTpouwcdj

+

‘stu 8 3 I8¢ Te 7 26¢ EUTTTUSJIPRION

*s*u 26 3 6¢d 12 7 Ll eutuedoq
(8/8u) 0aqaxap

*g°u 04 7 OHHT %8 7 0¢HT SEUTLET02938)

T00°0 = . 9 116 % 1 €6 BUOJI23900T].I00
(8/34) TTnpuyiD

udu CUTTeg sopejed) ON

*ug9To9sLuT B 9p sondgsp seaoy S*Q SOPeOTITIORS SeTewluy

°01qaJ99 U2 BUFTeuUaJpeIou £ eurtwedop £ Teuaape eInpuURTd US SBUTWETOI33ed 4

PUOJP3SOOT3I0D 3p SITSATU SOT 3J0OS BUTTES UQTONTOS 8P UQTORIJSTUTWpe e[ 9p 039987

I ®eTqel



sl ) o= [ 4 "y 3 - -
gsaTEWTUR =/ 8P "g°J + scoTIvauCcij

‘s°u L 3 89¢ T2 7 2o¢ BUTTBUSIPEION
‘stu 9T 7 118 Te 7 4Ll rutuedoq
(8/3u) ocageasp
‘stu L2T7 83ST 78 7 0gH1 SBUTWET008318)
egey P H Om +~ H mm BUOJIDJSOITIIO0D
(8/387) TTnvupld
udu ouTTes sopej}ed} ON

*UQTO034UT el op syndssp BIOY T SOPEITJITJIOES SITeUTUY

*0JQqeJI50 Ud eUTTRUSJIpeJou £ vutwedop £ Teusape eTnpupld us gcuTueyods93evd £

BUOJIS3SO0OT3I00 QP SI[2ATU SOT 9J00S BUTTES UQTIONTOS 8p UQTOBIISTUTWPe BT 3p 030335

II =19ml



*goTeutur {I=, 9P “S°H e SOTpotoag

*s°u 9 37 T9¢ Te 7 2o¢ BUTTBUSIPEION
*s°u LT 5 8LL 12 7 LLL rutwzdoq
(2/8u) oayzaep
sgeu ¢h 7 OLHT 78 T 0EHT gxuTweT09938)
*s*u ¢ T o o3 ¢q BUOJ93S00T3ICH
(8/31) eInpugTd
HMH outtes sopejed3 ON

*UQT0934UT T Op gyndsep Seloy ¢ SOPROTITJOES SaTPuTUY

~

*0xqeJs0 uUo wUTTeUSJIpeIOU A euturdop ap £ TrusaIpe eTNPURTI U8 seuTue[od93rd £

BUOJIS3S0DTI0D 3P SOTSATU SOT 9JIQOS BUTITRS UQTONTOS 9p UQTOBIFSTUTWPR el 8p 03093

IIT ¥1q®=lL



*s’°u

‘s’u

‘g°u

‘g’°u

udu

T 7 T8¢
¢¢ 7 094
¢e 7 GSHT
¢ 3 0s
outtes

*geTewWTUE 9=/ 8P °S°F 7 sOTpawoag

T2 7 cok
1e 3 Ll
®8 7 O¢HT
h 7 €S

sopeiedy ON

BUTTEU3IPRIOY

eutwedo(q

(3/8u) oaqaxa)

SeuUTwWeT09938)

PUOJO3SODTFI0D

(8/8d) ernpugpTH

*UQT098AUT ewF3Ty el ap sgndsap SBIOY ¢ SOPEOTJIJIOES SITLWIUY

*0Jq8J30 US BUIT

-eusapesou £ eutwedop £ TeUSJIpE® ETNPUPTS U SEUTWTLTO933€d £ BUOIN}SOOT3JI0D 3P SSTSATU

SO0T 2Xq0s *S0AT3NO8SUO0D SeTP 9 93UBITD BUTTES UQTONTOS 9p UQTOvJIISTUTWpPE e 9p 039917

erqel



GLANDULA ADRENAL
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Figura 1

Niveles de corticosterona y catecolaminas en glédndula adrenal
de animales no tratados y sometidos a la administracién de solucibn
salina, Promedios 2 E.S,

D no tratados; @ salino 0,5 horasj salino 1 hora;
Hﬂlsalino 3 horas; [ salino 6 dias, *p <0,001



CEREBRO

aaoo~ I Z) % = ;:
§eoo~ % \ | :
§4oo~ é § —
\
T 400 I 7, .
g N =
;t% 300 6 §
gzoo— é ‘ §
& 100 \
] L N

Figura 2

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro de
animales no tratados y sometidos a la administracién de
solucibén salina, Promedios : E.S,

D no tratados; salino 0,5 horas; salino 1 hora
lﬂn salino 3 horas; Ega salino 6 dfas



ADMINISTRACION DE MORFINA EN DOSIS UNICA

En primer lugar hicimos unos grupos de experiencias
para determinar dosis y tiempo de sacrificio adecuados
para obtener una respuesta en los distintos parametros
de nuestro trabajo, que nos permitiera estudiar las posi
bles interrelaciones entre ellos por el efecto de la dro
ga. Las dosis utilizadas fueron 10, 30, 50 y 100 mg/kg,
de morfina,sacrificando a los animales, una hora y tres

horas después de la inyecciédn.

En las Tablas V, VI, VII y VIII, damos los resulta-
dos del efecto de la administracién de 10, 30, 50 y 100
mg/kg de morfina, cuando los animales son sacrificados

una hora después de la inyeccidn.

Vemos que, excepto con la dosis menor (10 mg/kg),
que resulta inefectiva, se producen aumentos altamente
significativos (P < 0,001) en los niveles de corticoste-
rona en gléndula adrenal. No observamos varincidn en la
concentraciédn de catecolaminas en rlAndula adrenal con
ninguna de las dosis empleadas. Los resultsdos en cerebro
también muestran escasa variacidn frente a los respecti-
vos controles y s6lo el contenido de noradren-alina, re-

sulta afectado, encontrando descensos con 30 y 100 mg/kg
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que aunque significativos (P € 0,05) los tantos por ciento

de variacidén son respectivamente de solo um 13% y un 9%.

En las Tablas IX, X y XI vemos los resultados obteni-
dos por la administracidén de morfina, cuando los animales
son sacrificados tres horas después de la inyeccidén. Pode-
mos observar que los niveles de corticosterona en glandula
adrenal persisten elevados con 30, 50 y 100 mg/kg, aunque
las diferencias significativas (P £ 0,02, P £ 0,01 y PLO,01
respectivamente) son ahora de menor grado que cuando los
animales se sacrificaban una hora después de administrada
la droga (Figura 3). Los niveles de catecolaminas en glan-
dula adrenal tampoco a este tiempo resultan significativa-
mente modificados con ninguna de las dosis empleadas, no
obteniendo por tanto variaciones en catecolaminas adrena-
les ni una hora, ni tres horas después de la inyeccidn del
opioide (Figura 4). Tres horas después de la inyeccién de
50 y 100 mg/kg de morfina se observan descensos altamente
significativos de dopamina (P « 0,001) y de noradrenalina
(p <0,001) en cerebro, es decir, este tiempo c¢s efectivo
para producir una deplecidén de ambas bioaminas, puesto que
en los animnles sacrificados una hora después de la inyec-

cidn no obtuvimas variaciones de dopamina (Firuras 5y 6)e.

La elevacidén observada en los niveles de corticosterg

na en glandula adrenal por la administracién aguda de mor-
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fina pudiera ser reflejo de una estimulacién del eje hipé
fisis-adrenal, que segln nuestros resultados es maxima
una hora después de administrada la droga. Un descenso

en los niveles de dopamins y noradrenalina en cerebro lo
encontramos tres horas después de la inyeccidn del opioi-
de, cuando los niveles de corticosterona tienden a recupe
rarse; por tanto no observamos que los niveles méas altos
de corticosterona en glandula coincidan con la bajada de

catecolamina en cerebro.

Ya a los quince minutos de adminisfrada la droga se
observa en los animales una actitud que podriamos denomi-
nar cataléptica, con rigidez muscular, depresidén respira-
toria y a veces con posturas anormales. La menor dosis
utilizada (19 mg/kg) produce este mismo efecto en el com-
portamiento aunque aproximadamente una hora después de la
inyeccidn los animales muestran ya una cierta actividad
locomotora; con el resto de las dosis podemos decir que
la duracibén del efecto es mayor, puesto que tres horas
después de la inyeccidén, cuando los animales van a ser sa

crificrdos, todavia muesitran sintomas de catalepsia.
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GLANDULA ADRENAL
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Niveles de cofticosterona en gléndula adrenal de anima
les tratados con diferentes dosis de morfina y sacrificados
una o tres horés después de la inyeccibdn, Promedios X E,S,

[] control; morfina 30 mg/ke; N morfina 50 mg/kg;
EJ morfina 100 mg/kg; * 1 P<£0,001; “*P<£0,01; *P<0,02
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Niveles de catecolaminas eh gléndula adrenal en animales . .

tratados con diferentes dosis de morfina y sacrificados una o
tres horas después de la inyeccién. Promedios I E.S,

[] control; pg morfina 30 mg/kg; morfina 50 mg/kg;

E§ morfina 100 mg/kg
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Figura 5

Niveles de dopamina en cerebro de animales tratados con

diferentes dosis de morfina y sacrificados una o tres horas
desﬁués de la inyeccibén, Promedios : E,s,

[1 control; ppmorfina 30 mg/kg; morfina 50 mg/kg;

g morfina 100 mg/kgj P<0,001
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ADMINISTRACION DE H 44/68

Con el fin de estudiar el efecto del tratamiento con-
junto del metil ester de (-metil-p-tirosina (H 44/68) ¥y
morfina sobre el contenido de dopamina y noradrenalina en
cerebro y de catecolaminas y corticosterona en glindula
adrenal, realizamos primero un grupo de experiencias para
conocer la accibén del inhibidor sobre los paraémetros de
nuestro estudio. Conocido por la literatura la dosis efec-
tiva comunmente empleada para disminuir los niveles de ca-
tecolaminas en la rata, inyectamos 250 mg/kg de H 44/68 y
sacrificamos a los animales a tres tiempos distintos, cua-
tro, diez y seis y diez y nueve horas para determinar la
velocidad de "turnover" de la dopamina y noradrenalina en
cerebro y para selecionar el intervalo de tiempo que consi
deraramos mas- adecuado para la posterior administracibn
del inhibidor y el opiloide. Para el anadlisis estadistico,
gomparamos estos resultados con los de los animales sacri=-
ficados a las tres horas de la administracibn de solucién
salina, puesto que no se observan diferencias (ver Tablas
IT1 y ITI) entre los animales control sacrifi - ados una hora
y tres horas después'de la administracién de solucién sali-

na en ninguno de los parametros determinados.
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Los animales sacrificados cuatro horas después de la
inyeccibén del inhibidor (Tabla XII) muestran una elevacidn
significativa (P £ 0,001) en la concentracidn de corticos-
terona en glandula adrengl; no se obtienen variaciones en
el contenido de catecolaminas en glindula adrenal y Be ob=-
servan descensos significativos en los niveles de dopamina
(P £ 0,001) y de noradrenalina (P < 0,001) en cérebro, sien
do el tanto por ciento de variacidn de un 59% y de un 38%

respectivamente.

En la Tabla XIII, vemos los resultados de la adminis-
tracidén de H 44/68 en amimales sacrificados diez y seis ho-
ras después de la inyeccidn; los niveles de corticosterona
en glandula adrenal estadn significativamente elevados
(P < 0,0]1) respecto a los de los animales control; tampoco
en este grupo se observa variacién en la concentracién de
catecolaminas en glandula adrenal, miestras que la disminu-
cién de bioaminas en cerebro se intensifica‘a este tiempo,
siendo ahora los descensos de un 9075 para la dop»smina y de

un 82% para la noradrenalina.

Cuando los animales se sacrifican diez y nuecve horas
después de administrado el inhibidor (Tabla ¥IV), los nive
les de corticosterona en glandula adrenal también se en-
cuentran significativamente (P < 0,01) aumentados; la con-

centracidn de catecolaminas en glandula adrennl experimen-



72

ta un descenso altamente significativo (P<0,001) a este
intervalo de tiempo y el contenido de bioaminas en cere-
bro todavia continfia significativamente (P <0,001) dismi
nuido, si bien parece iniciarse una recuperacidn, toda

vez que existe una diférencia significativa (P<0,02) en
tre los niveles de dopamina en los animales sacrificados
diez y seis o diez y nueve horas después de la adminis-

tracidn del compuesto.

En la2 Figura 7 representamos las variaciones en los
niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro, Jjuntamen
te con los de corticosterona en glandula adrenal por la
administracidn de H 44/68. Vemos que, aunque la mixima
deplecidén de catecolaminas en cerebro ocurre a las diez
y seis horas de administrado el inhibidor, a este tiempo
no se observa una mayor elevacidn en los niveles de cor=-

ticosterona en glindula adrenzl que a las cuatro horas.

La accibn observada del H 44/68 sobre los niveles
de corticosterona en glandula adrenzl podria estar rela-
cionrda con el descenso de dopamina y noradrcnalina en
cerchbro. ®1 hecho de que las catecolaminas en glardula
adrenal no muestren respuesta al inhibidor hastn prsadas
diez y nucve horas de su administracibén, puwiiera ser de-
bido a la larga vida media de la adrenalina en dicha gl3

dula.
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La Figura 8 muestra las rectas de regresion corres-
pondientes a los descensos de las concentraciones de do-
pamina y noradrenalina en cerebro después de la adminis-

tracién de H 44/68, en funcidén del tiempo.

Los niveles de estas bloaminas descienden exponen-
cialmente en proporcién a una constante, k (ver célculo,
Pag. L4) que para la dopamina resulta ser k = 0,19 hr~t
Y para la noradrenalina, k = 0,12 hr Y., La vida media de
estas bioaminas, halladas directamente a partir de las
lineas de regresidén es para la dopamina Tpp = 3»7 bre y
para la noradrenalina TNA = 5,9 hr. Las velocidades de
séntesis o "turnover" (producto de la constante, k, por
la concentracidn inicial de la amina en cuestidn) son

Vpy = 05146 Je/h/hr para la dopamina y Vi = 0,046}\5/g/hr.

para la noradrenalina.
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Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro & distintos
tiempos después de la administracién de H 44/€8, Las pendientes
de las rectas de regresibn se han calculado por el método de los

minimos cuadrados.
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ADMINISTRACION DE H 44/68 Y DE MORFINA EN DOSIS UNI-

Determinada la respuesta a la administracién de

H 44/68 o de morfina independientemente, estudiamos la
accibén que el tratamiento conjunto de ambos compuestos po
dfa tener sobre el contenido de dopamina y noradrenalina
en cerebro y sobre la concentracidn de cétecolaminas y
corticosterona en glandula adrenzl. Para ello, inyectamos
250 mg/kg de H 44/68 y transcurridas diez y seis horas se
administré 50 mg/kg de morfina, siendo sacrificados los
animales tres horas después de esta Qltima inyeccidn. Pa-
ra el anilisis estadi{stico, los resultados obtenidos con
este grupo de experiencias se compararin con los de los
animales que reciben la misma dosis de H 44/68 y pasadas
diez y seis horas se les administra solucibén salina, sien

do sacrificados horas después.

En 1a tabla XV podemos ver como los niveles de dopa=-
mina y noradrenalina en cerebro y de catecol-minas y corti
costerona en glandula adrenal de los animales inyectados
con salino a las diez y seis horas de la administracidn de
H 44/68 y sacrificados tres horas después de der el inhibi

dor, no difieren de los observados en los animales inyecta
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dos con H 44/68 y sacrificados diez y nueve horas después.
Al comparar los resultados de los animales tratados con

H 44/68 y morfina (Tabla XV) con los obtenidos por el
tratamiento con H 44/68 o con morfina, vemos (Fige. 9)

que el aumento en los niveles de corticosterona en glandu-
la adrenal observado por la administracidén aguda de morfi-
na o por el tratamiento finico con H 44/68 no es significa-
tivamente modificado por la administracién conjunta de es-
tos firmacos, siendo los niveles de corticosterona del mis
mo orden que los hallados en los tratamientos independien-~
tes. Respecto a catecolaminas en glandula adrenal, aunque
la sola administracidn de morfina como ya se ha indicado,
no produce variaciones, la administraciédn de esta droga a
animales pretratados con H 44/68 induce un descenso alta=-
mente significativo (P<0,001) al comparar estos resulta-
dos con los obtenidos en animales tratados con el inhibi-

dor y salino.

El contenido de dopamina y noradrenalina en cerebro,
dl jimos desciende significativamente por la administra-
cién aguda de morfina y también al administrar H 44/68
se producenintensos descensos en los niveles de estas
bioaminas; pues bien, la inyeccidén de morfina a animales
previamente tratados con el inhibidor causa una reduccidn

significativa (P <0,05) para ambas bioaminas que es de un
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51% para la dopamina y de un 22% para la noradrenalina,
al comparar los resultados con los obtenidos en anima-

les tratados con H 44/68 y salino (Tabla XV; Figura 10).

El tratamiento con morfina posterior a la adminis-
tracibén de H 44/68 intensifica el descenso de dopamina
¥y noradrenalina en cerebro y de catecolaminas en glandu-
la adrenal causado por la administracién del inhibidor,
posiblemente por un aumento en la liberacidn de los mis=-
mos por acciédn del opioide, si bien no modifica la accidn
del H 44/68 sobre los niveles de corticosterona en gléandu

la adrenale.
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Niveles de corticosterona y catecolaminas en gléndula adre=-
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ADMINISTRACION CRONICA DE MORFINA

Al conocer ya el efecto de la administracibén aguda
de morfina sobre los parametros de nuestro estudio, pro-
seguimos nuestra investigacidén estudiando simultAneamen=
te la accién que sohre las hormonas de la mbdula y corte
za adrenal y catefolaminas del cerebro pudiera tener la
administracidén crdnica de morfina. Realizamos dos grupos
de experiencias en que la droga era administrada durante
seis y doce dias segin los esquemas de morfinizacidn ya

descritos en materiales y métodos.

La administracidén continuada de morfina durante seis
dfas (Tabla ¥XVI) produce un descenso significativo en los
niveles de corticosterona en gléndulaz adrenal (P« 0,01)

y plasma (P<0,02) resnecto a los animales controles, ob
servandose un efecto semejante al prolongar el tratamien
to hasta doce dias (Tabla XVIT), va gue los niveles de
esta hormona son aproximadeaente del mismo orden (Fipura
11) aue lor de los antmales trs tados durante ceis dias

y 1a diferencia significativa respecto a controles es a

los doce dfas P< 0,01 en glandula y P<0,01l en plasma.

No encontramos diferencies significativas respecto a los
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anima2les controles en el contenido de dopamina y noradre
nalina en cerebro, ni tampoco en la concentracidn de ca-
tecolaminas en glandula adrenal después de seis (Tabla X¥I)
y doce (Tabla XVII) dias de tratamiento continuado con mor

fina (Figuras 11 y 12).

Respecto al comportamiento, podemos decir que ya a los
seis dias de administracidn disria de morfina, se aprecia
un marcado descenso en la intensidad y duracibén de los sin
tomas observados por el tratamiento agudo; al prolongar el
periodo de morfinizacidn, los animales muestran una notable
actividad roedora, ademés de comportemicnto agresivo cuando

sc les intenta coger.

El descenso en los niveles de corticosterona en glan-
dula adrenal y plasma, observado con los dos csquemas de
morfinizacidn crénica estudiados, parece indcar que la ad-
ministracidn repetida de morfina poziblemente e jerza un
efecto inhibidor sobre el eje hip6fisis-adrenal. El no en=-
contrar ahora variaciones en el contenido de dor~mina y no
radrenalina en cerebro parece indicar que se denarrolla to
lereoncin al cfecto derletivo aue 1n droga ticne nobre es-

tas monoa2ninas al ser administrada en cdo-is {inicn,
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Niveles de corticosterona y catecolaminas en gléndu
la adrenal de animales sacrificados después de la administra
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ADMINISTRACION DE NAIORFINA A ANIMALES TRATADOS CON

MORFINA DURANTE SEIS DIAS

Con el fin de conocer si después de seis dias conse
cutivos de administrar morfina, se podia haber desarro-
llado en los animales un cierto grado de dependencia a
la droga, realizamos un grupo de experiencias en las que
se estudibé el efecto de la administracidn de nalorfina,
antagonista de la morfina, sobre los niveles de corticos
terona en glandula adrenal y plasma; as{ mismo se deter-
minaron los niveles de dopamina y noradrenalina en cere-
bro y de catecolaminas en glandula adrenal. En estas ex=-
periencias los animales fueron inyectados con morfina du
rante seis dias, segln el esquema de morfinizacibdn ya men
cionado e inmediatamente después de la iltima inyeccién
del opioide se les administrd nalorfina (10 mg/kg) sien=-

do sacrificados tres horas después.

Como puede observarse en la Tabla XVIII y Figura 13,
la administracidn de nalorfina a los animales morfiniza-
dos produce un aumento altamente significativo ¢n los ni-
veles de corticosterona en glandula adrenal (Pc¢ 0,001) ¥y
plasma (P£0,001) respecto a los animales tratados solo

con el opioidee La concentracidén de catecolaminns en glén



dula adrensal no es modificada significativamente por la

inyeccidén de nalorfina.

Respecto a las catecolaminas en cerebro el conteni
do de noradrenalina no presente variacidn, mientras que
se aprecia un incremento significativo (P<0,001) en

los niveles de dovamina (Tabla XVIII; Figura 14).

Aproximadamente a los quince minutos de administrar
nzlorfins, los animzles muestran marcada hiperactividad,
destacandose la gran tendencia a mascar o0 roer los peles
e incluso las ufias y la punta dd los dedos; también ob-
servamos intensa excitacidn y mayor comportamiento agre-
sivo que durante los Qltimos dfas del tratamiento créni-
co con morfina, Este comportamiento es debido problable-
mente al fendmeno de la abstine ncia inducido por la in-

yeccidén del antagonista del narcdtico.

El aumento ebservado en los niveles de corticostero
na en glindula adrenal y plasma es muy posible sea conse
cuencia del "stress" de abstinencia provocado, en los
animnles hrbituados a la morfina, por 1la inycccidn de na
lorfinn, lo que indicarin que clertamente estos animalen
presentan ya un determinado grado de decvendencin/toleran
cia a 12 morfina. La elevacibén cn el contenido d-~ dopami
na en cerebro, podria estar relacionsda con los sintomas

de hiperactividad observados en los animales tratedos con el

antagonista,
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Figura 1%

" Niveles de corticosterona y cateéolaminas en glén-
dula adrenal de animales sometidos a la administracibn de
solucién saline, 6 dfas (A); morfina, 6 dfas (B); morfina,
6 dfas + nalorfina (C), Promedios ¥ E.s,

Yp<0,01 B vs, A; *P<0,001 C vs, B
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" Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro de ani

males sacrificados deSpdés de la administracidédn de solucidn
salina, 6 dfas (A); morfina, 6 dfas (B); morfina, 6 dfas +

nalorfina (G), Promedios & E.S.

*¥p£0,001 C vs, B
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ADMINISTRACION DR H 44/68 A ANIMALTS TRATADOS CRONI-

CEMTNTE CON MORFINA.

Conocido el efecto de la administracién de morfina
en dosis inica sobre los niveles de hormoras de la médula
y corteza adrenal y sobre el contenido de dopamina y nora
drenalina en cerebro en animales a los que previamente se
les habia administrado H L44/68, estudiamos la accidn del
inhibidor en animales tratados crbénicamente con morfina.
Para ello realizamos un grupo de exneriencias en que los
animales fueron som=tidos al ciclo de morfinizacibn de do
ce dias; el dfa undécimo se administrd 25" ng/kg del inhi
bidor y pasadas diez y seis horas se inyectd la {(ltima do
sis de morfina, siendo sacrificados los animales tres ho-
ras después. Para el anidlisis estadistico, 1los resultados
se comparan frente a animales tratados con el inhibidor y

diez y seis horas después con salino.

En la Tabla XIX vemos gque la concentracibén de cateco
laminns en glandula adrenal y los niveles de corticnstero
na en rlindula y plrsmn en loc aniwnles morfinirnndos e in
yectados con H‘qq/68 no varia resvecto a loz ‘rrtados con

el inhibidor y salino.

Aln cuando la administracidn crénica de morfins (Ta-



bla XVII) hemos dicho causa un descenso en los niveles dg
corticosterona en glandula adrenal y plasma, no impide la
respuesta corticoadrenal a la administracibén de H 44/68,
observandose un aumento altamente significativo (P<0,001)
en la corticosterona adrenal respecto a los animales sola
mente'morfinizados. Tampoco la inyeccidn continuada de
morfina modifica la respuesta de los animales al tratamien
to con H 44/68 en cuanto a hormonas de la médula adrenal

se refiere (Figura 15).

En los animales tratados crdénicamente con morfina,
la zdministracidén de H 44/68 no produce el mismo grado de
deplecidn en el contenido de dopamina y noradrenalina en
cerebro que cuando se administra el inhibidor a animales
no morfinizados, estando los niveles de dopamina y nora-
drenalina significativasente elevados (P« 0,001 y P<0,02
respectivamente) en los animales inyectados diariamente

con el opioide (Tabla XIX; Fignra 16).

El que los animales cronicamente tratados con morfi-
na presenten los niveles de dopamina y noradren~lins en ce
rebro mhs altos que los animrles gue nolo reciben el inhi
bidor pudicra scr debido a que ahora lé libernrifin de di-
chas bioaminas esta disminuida, al contrario de lo que ocu
rria cuando inyectébamos el opinide en dosis (nica. E1 he=-

cho de que el tratamiento crdnico con morfins no varfe la
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respuesta de las catecolaminas adrenales al H 44/68, pu-
diers atribuirse a que se ha desarrollado tolerancia al
aumento en la liberacidn de las mismas producido por la

administracién aguda de la droga.
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Figura 15

Niveles de corticosterona y catecolaminas en gléndula adre
nal de animales sacrificados después de la aiministracibén de so-

lucibn salina, 6 dfas (A); morfina, 12 dfas (B); H 44/68 (C);

" morfina, 12 dfas + H 44/68 (D). Promedios ¥ E.S.

*P<0,01 B vs. A; ®®P<0,001 C vs. A; “P<0,001 D vs. B;
©9p 40,001 C vs. A
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Figura 16

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro de animales
sacrificados después de la administracién de solucién salina, 6
dias (A); morfina, 12 dfas (B); H 44/68 (C); morfina, 12 dfas +
. H 44/68 (D), promedios ¥ E.s, |
**p<0,001 ¢ vs, 4; *P<0,01 D vs. C; °°P<0,001 C vs. 4;
4P<0,01 D vs. C



Tabla 1

Niveles de corticosterona y catecolaminas en glandula adre

nal y peso par de glandulas de animales normales.

Corticosterona Catecolaminas Peso glandulas

(ne/e) (pe/e) (mg/par)

56 1250 L7

36 1281 49

Ly 1250 56

63 1469 48

61 1750 41

55 1563 43

1438 52

Promedios 53 1430 . 48

: EoSo "'Lf -70 "2



Tabla 2

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso ce-

rebros de animales normales.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(ng/g) (ng/g) (8)
684 372 1,46
772 356 1,50
772 328 1,50
728 Skl 1,50
812 472 1,52
812 456 1,43
856 416 1,77
Promedios 777 392 1,53
+ + +

! E.s. Ia Iaa Lo,04



Tabla 3

Niveles de corticosterona y catecolsminas en gléndula adre-
nal y peso par de gléndulas de animales sacrificados 0,5 h.

después de la inyeccién de solucibdn salina.

Corticosterona Catecolaminas Peso glandulas
(he/e) (he/e) (mg/par)

115 1432 48

98 1625 53

97 1375 73

73 1625 61

98 1450 63

81 1208 61

73 1375 56

Promedios 91 1440 59

! E.s. te =70

N



Tabla 4

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bro de animales sacrificados 0,5 horas después de la in-

vyeccidn de solucidn salina.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(neg/g) (ng/eg) (e)
662 360 1,70
662 412 1,64
662 372 1,76
%44 360 1,76
827 400 1,80
786 388 1,65
827 _ 373 1,60
Promedios 739 381 1,70
+ +

Ig.s. 292 Is 20,03



Tabla 5

Niveles de corticosterona y catecolaminas en gléndula adre-
nal y peso par de glandulas de animales sacrificados 1 hora

después de la inyeccibébn de solucidn salina.

Corticosterona Catecolaminas Peso gléandulas
(he/8) (he/e) (mg/par)

54 2050 55

51 1850 23

49 1640 51

Ly - 2050 55

57 1412 50

45 1294 oe

23 1235 58

1176 21

Promedios 50 1588 53
+ + +

Z E.S. I 29 1



Tabla 6

Nivéles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales sacrificados 1 hora después de la in-

yeccidn de solucidn salina.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(ng/g) (ng/g) (&)
800 340 1,60
852 384 1,40
752 372 1,80
752 356 1,75
816 384 1,67
816 354 1,57
880 400 1,62
816 354 1,42
Promedios 811 268 1,60
+ + +

* R.S. *16 7 10,05



Tabla 7

Niveles de corticosterona y catecolaminas en gllndula adrenal
Yy peso par de gléndulas de animales sacrificados 3 horas des=~

puds de la inyeccidn de solucidn salina.

Corticosterona Catecolaminas Peso glandulas
(he/e) (he/e) (mg/par)
53 1400 52
1 1500 53
43 1550 56
27 1810 70
L7 1350 55
47 1550 69
55 1900 48
45 1300 50
65 1400 48
27 1575 65
45 1450 S4
52 1535 45
51 1400 53
47 » 1450 53
Promedios 46 1470 55

t E.s. i3 Iy3 b



Tabla 8

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales sacrificados 3 horas después de la in-

yeccidn de solucidn salina,

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(ng/g) (ng/g) (g)
760 328 1,36
800 356 1,59
8140 368 1,56
880 356 1,60 °
628 324 1,50
44 352 1,48
684 400 1,50
760 372 1,50
800 366 1,51
776 ‘ 345 1,72
840 386 1,50
800 372 1,48
800 372 1,50
776 360 : 1,50
Promedios 778 361 1,52
+ +

I E.s. 217 - %6 10,02



Tabla 9

Niveles de corticosterona y catecolaminas en glandula adrenal
¥y peso par de gléndulas de animales sacrificados 1 hora des-

pués de la administracién de 10 mg/kg de morfina.

Corticosterona Catecolaminas Peso gléndulas
(Jig/8) (he/8) (mg/par)

46 1445 L5
45 1465 69
55 1500 5?
81 1630 46
62 1400 54
77 1530 51
64 1345 60

Promedios 61 1474 55
pa ¥

: E.SI -5 :35

N



Tabla 10

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales sacrificados 1 hora después de la adminig

tracién de 10 mg/kg de morfina.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(ne/g) (ng/g) (g)
667 358 1,55
624 276 1,53
800 358 1,70
712 345 ‘ 1,56
756 386 1,63
844 358 1,56
712 317 1,69
Promedios 731 343 1,60
+ + +

! E.s. I29 iy 10,03



Tabla 11

Niveles de corticosterona y catecolaminas en gl&ndula adre=-
nal y peso par de gléndulas de animales sacrificados 1 hora

después de la administracibédn de 30 mg/kg de morfina.

Corticosterona Catecolaminas Peso gléndulas
(/) (he/g) (mg/par)
118 1070 L7
103 1070 53
124 1070 64
112 1105 4l
117 1570 L7
103 1500 49
1ny 1500 43
123 1465 51
Promedios 118 1294 49

! E.s. Is fa2

i+
N



Tabla 12

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales sacrificados 1 hora después de la adminig

tracidn de 30 mg/kg de morfina,

Dopamina Noradrenalina Peso ceredbros
(ng/g) (ng/g) (&)
704 372 1,37
992 372 1,40
960 336 1,57
712 372 1,38
624 264 1,55
800 208 1,57
806 292 1,57
292 1,46
Promedios 800 321 1,48
+ +

I E.s. Is2 fie 10,03



Tabla 13

Niveles de corticosterona y catecolaminas en glandula adrenal
Y peso par de gléndulas de animales sacrificados 1 hora des=-

pués de la administracidn de 50 mg/kg de morfina,

Corticosterona Catecolaminas Peso gléﬁdulas
(Le/g) (Lie/8) (mg/par)

57 1875 49

68 1925 46

76 1821 47

62 1554 51

82 1000 43

81 1450 L7

76 1800 46

89 1550 41

93 1600 L5

100 1800 L1

90 1700 Ll

96 1800 43

Promedios 81 1656 L6
I E.s. Yy 173 s



Tabla 14

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales sacrificados 1 hora después de la adminig

tracién de 50 mg/kg de morfinae.

Dopamina Noradrenalina Peéo cerebros
(ng/g) (ng/g) (g)
720 427 1,62
720 386 1,43
752 372 1,53
752 372’ 1,63
736 340 1,44
780 372 1,43
736 340 1,48
716 352 1,44
672 352 1,58
756 L6Y 1,53
940 464 1,63
912 436 1,56
Promedios 766 389 1,53

t E.s. Is 113 0,02



Tabls 15

Niveles de corticosterona & catecolaminas en gléndula adrenal
Y peso par de glandulas de animales sacrificados 1 hora des-

pubs de la administracién de 100 mg/kg de morfina.

Corticosterona Catecolaminas Peso gléndulas
(he/e) (Le/8) (mg/par)

89 1800 50

104 1500 L8

89 1550 L2

97 1875 Ly

132 1675 67

97 1500 50

104 1800 46

118 1500 43

Promedios 104 1650 49
! E.s. 5 256 i3



Tabla 16

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales sacrificados 1 hora después de la adminig

tracidén de 100 mg/kg de morfina.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(ng/g) (ng/g) (g)
800 386 1,34
768 360 1,46
868 320 1,47
800 386 1,69
776 320 1,62
776 320 1,48
800 292 1,66
732 308 1,64
Promedios 790 ‘ 336 1,55
+ + +

IE.s. Z1y 213 Zo,04



Tabla 17

Niveles de corticosterona y catecoleminas en gléndula adre-
nal y peso par de glindulas de animales sacrificados 3 horas

después de la administracidn de 30 mg/kg de morfina.

Corticosterona Catecolaminas Peso gléndulas
(h&/8) (&g} (mg/par)
6L 1285 Le
43 1145 36
52 1000 37
77 1583 85
42 1335 85
76 1445 71
75 1347 63
Promedios 61 1306 56

t E.s. 6 172 te



Tabla 18

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro Y peso cere
bros de animales sacrificados 3 horas después de la adminig

tracibdn de 30 mg/kg de morfina.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(ng/g) (ng/g) (8)
828 392 1,64
828 384 1,57
788 400 1,38
704 276 1,54
914 33e 1,63
914 313 1,69
857 365 1,59
857 313 1,69
Promedios 836 347 1,59

! E.s. oy 16 Zo,04



Tabla 19

Niveles de corticosterona y catecolaminas en glandula adrenal
Y peso par de glandulas de animales sacrificados 3 horas des-

pués de la administracidn de 50 mg/kg de morfina.

Corticosterona Catecolaminas Peso glandulas
(pe/e) - (pe/g) (mg/par)
77 2135 52
104 1300 , 65
61 1635 S5
57 2035 53
29 1500 55
55 1550 58
80 1200 45
78 1550 L7
64 1500 47
57 1600 52
78 1775 L7
6l 2000 40
59 1207 by
82 1467 47
25 1565 56
64 1500 52
L6 , Sk
Promedios 64 1594 49
I E.s. i5 o8 MR



Tabla 20

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales sacrificados 3 horas después de la admi-

nistracidn de 50 mg/kg de morfina.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(ng/g) (ng/g) (8)
440 220 1,58
584 293 1,63
540 266 1,64
600 253 - 1,51
600 280 1,57
440 220 1,65
560 290 1,50
624 340 1,60
624 336 1,62
552 336 1,62
576 303 1,63
620 248 1,43'
660 300 | 1,44
684 290 1,45
664 317 1,47
708 276 1,40
684 317 1,50
Promedios 598 288 1,54
+ + +

! E.s. 119 9 20,02



Tabla 21

Niveles de corticosterona y catecolaminas en glindula adre-
nal y peso par de gléandulas de animales sacrificados 3 ho-

ras después de la administracién de 100 mg/kg de morfina.

Corticosterona Catecolaminas Peso gléndulas
(he/g) (L&/g) (mg/par)
75 1530 47
5k 1095 o4
64 1405 57
68 1630 45
55 1500 48
46 1700 ‘ 51
59 1550 49
54 1050 57?7
Promedios 59 1432 51

L E.s. =3 s -2



Tabla 22

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales sacrificados 3 horas después de la admi-

nistracién de 100 mg/kg de morfina.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(ng/g) (ne/g) (g)
684 303 1,54
640 331 ' 1,55
557 276 1,37
728 358 1,54
684 358 1,57
640 303 1,45
684 290 1,55
728 248 1,42
Promedios 668 308 1,50

! E.S. *20 1y 20,03



Tabla 23

Niveles de corticosterona y catecolaminas en glfindula adre-
nal y peso par de glandulas de animales sacrificados 4 ho-

ras después de la administradidn de H 44/68.

Corticosterona Catecolaminas Peso gl&ndulas
(he/g) (ne/g) (mg/par)
41 1600 41
71 1700 28
73 1500 50
73 1600 51
58 1700 52
79 1530 64
70 1500 53
Promedios 66 1590 49

* E.s,. =5 Iz 2y



Tabla 24

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales sacrificados 4 horas después de la admi-

nistracién de H 44/68.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(ng/g) (ng/g) (g)
aky 180 1,50
28y 200 1,60
320 240 1,55
386 22y 1,51
352 252 1,60
304 220 1,50
304 240 1,63
332 220 1,64
Promedios 315 222 1,56
I E.s. f15 I8 20,02



Tabla 25

Niveles de corticosterona y catecolaminas en gléndula adre-
nal y peso par de glindulas de animales sacrificados 16 ho-
ras después de la administracién de H 44/68.

Corticosterona Catecolaminas  Peso gléndulas
(Le/e) (he/e) (mg/par)
58 1335 Ll
46 1610 50
48 1280 55
64 1835 57
53 1445 33
67 1625 48
67 1375 58
69 1250 48
69 1400 62
77 1050 67
52 1300 L9
Promedios 61 1410 50

! E.s. iz N iz



Tabla 26

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales sacrificados 16 horas después de la admi-

nistracién de H 44/68.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros

(ng/g) (ng/g) ()

148 88 1,57

" (L 1,55

Ly 57 1,65

30 62 1,63

% 23 1,61

112 6l 1,53

80 61 1,66

72 56 1,62

88 61 1,44

80 64 1,46

72 61 i ST

Promedios 79 64 1,56

* E.s. ty t3 20,03



Tabla 27

Niveles de corticosterona y catecolaminas en gléndula adre-
nal y peso par de gléndulas de animales sacrificados 19 ho-

ras después de la administracidn de H 44/68.

Corticosterona Catecolaminas Peso gléndulas
(ne/E) (ae/g) (mg/par)
62 790 49
62 1125 58
69 935 79
62 1050 60
47 1280 63
57 1370 53
Promedios 60 1091 60

t g.s. Iz tss Iy



Tabla 28

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
brosde animales sacrificados 19 horas después de la admi-

nistracibédn de H 44/68.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(ng/g) (ng/g) (8
160 77 1,20
120 41 1,54
96 61 1,58
168 69 1,55
88 50 1,39
96 L1 1,45
Promedios 121 57 1,45

I E.s. I 6 0,06



Tabla 29

Niveles de corticosterona y catecolaminas en glindula adre-
nal y peso par de glandulas de animales sacrificados 3 ho-
ras después de la administracién de solucién salina y pre-

viamente tratados con H 44/68.

‘Corticosterona Catecolaminas Peso glandulas
(ne/g) (ne/g) (mg/par)
57 835 _ 48
91 880 61
60 815 69
85 915 29
91 ' 835 57
51 835 52
62 855 69
60 835 63
63 1000 | 53
65 900 48
7?7 1150 23
62 1200 59
56 1000 61
51 1050 58
Promedios 67 936 58

Z E.s. Iy iz, o



Tabla 30

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales sacrificados 3 horas despubs de la admi-
nistracién de soluciédn salina y previamente tratados con

H 44/68.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros

(ng/g) (ng/g) (g)
200 88 1,40
80 52 1,40
172 48 1,50
60 80 1,40
4O 60 1,35
156 43 1,40
200 46 1,35
80 68 1,64
50 46 1,61
180 55 1,53
40 46 1,58
60 46 1,46
200 55 1,54
Promedios 117 57 1,47
+ +

: E.Se -19 "l" 10903



Tabla 31

Niveles de corticosterona y catecolaminas en gléndula adre-
nal y peso par de glandulas de animales sacrificados 3 horas
después de la administracién de morfina y previamente trata-

dos con H 44/68.

Corticosterona Catecolaminas Peso gl&ndulas
(e/e) (e/2) (mg/par)
80 595 L7
79 845 56
86 635 68
60 660 61
58 680 56
60 680 69
67 745 66
Promedios 70 691 60

* E.s. Iy In i3



Tabla 32

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere-
bros de animales sacrificados 3 horas después de la adminig

tracién de morfina y previamente tratados con H 44/68.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(ng/g) (ng/g) (&)
50 52 1,60
50 b o 1,40
90 48 1,49
80 Ll 1,45
4o bl 1,53
40 36 1,60
40 1,65
Promedios 57 Ly 1,53

Ie.s. 6 I 10,03



Tabla 33

Niveles de corticosterona en glandula adrenal y plasma, de
catécolaminas en glandula adrenal y peso par de glandulas de
animales inyectqdos con solucién salina durante 6 dfas conse

cutivos y sacrificados 3 horas después de la filtima inyeccién,

Corticosterona Catecolaminas
GlAndula Plasma Glandula Peso gléndulas
(pe/e) (pg/100 m1) (pe/s) (mg/par)
L3 31 1400 55
39 Ll 1400 %9
53 34 1400 56
50 60 | 1650 55
66 Ly 1650 55
46 67 1150 60
48 L4 1150 53
51 57 1500 52
- 58 47 1800 48
Promedios 50 48 1455 55
+ + + + +

> E.S. i3 2y 23 81



 Tabla 24

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere-
bros de animales inyectados con solucidn salina durante 6
dfas consecutivos y sacrificados 3 horas despudés de la fil-

tima inyeccidn.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(ng/g) (ng/g) (&)
800 384 1,70
720 372 1,50
840 384 1,48
920 428 1,49
800 384 1,48
720 412 1,49
640 360 1,43
640 328 1,43
Promedios 760 381 1,50

+

I e.s. =35 nn 20,03



Tabla 35

Niveles de corticosterona en glandula adrenal y plasma,de
catecolaminas en glandula adrenal y peso par de glindulas
de animales inyectqdos con morfina durante 6 dfas consecu

tivos y sacrificados 3 horas después de la Gltima in-

yeccidn.
Corticosterona Catecolaminas »

Glandula Plasma Glandula Peso glandulas
(ug/g) (wg/100ml) (ug/g) (mg/par)
20 12 1600 50
28 8 1450 53
L2 35 1500 58
61 8 1250 64
20 25 1400 66
18 Ll 1300 73
LY 8 1135 60
15 1165 69

Promedios 31 20 1350 62

fEs. L6 25 258 s



Tabla 36

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales inyectados con morfina durante 6 dias con

secutivos y sacrificados 3 horas después de la iltima in-

yeccidn,
Dopamina Noradrenalina Peso cerebros

(ng/g) (ng/g) (g)
720 376 1,60
720 358 1,60
748 376 1,50
720 400 1,50
748 400 1,47
756 300 1,47
756 320 1,53
820 320 1,52

Promedios 749 356 1,52

I E.s. 12 Iy 20,02



Tabla 37

Niveles de corticosterona en gléndula adrenal y plasma, de ca
tecolaminas en glandula adrenal y peso par de glandulas de
animales inyectados con morfina durante 12 dfas consecuti-

vos y sacrificados 3 horas después de la filtima inyeccién.

Corticosterona Catecolaminas
Gléndula Plasma Glandula Peso gléndulas
(pe/g) (pg/100 ml) (pe/g) (mg/par)

48 28 1200 58

L7 34 1800 Ly

27 16 1200 70

30 36 1215 69

20 - 15 1215 68

31 37 1700 52

33 35 1450 59

31 33 1350 57
Promedios 33 29 1390 60

: E.s. "3 -3 :81-} ...5



Tabla 38

Niieles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales inyectados con morfina durante 12 dias

consecutivos y sacrificados 3 horas después de la filtima

inyeccién.
Dopamina Noradrenalina Peso cerebros

(ng/g) (ng/g) (&)
756 362 1,56
788 381 1,49
820 324 1,57
756 305 1,67
820: 305 1,60
840 362 1,58
788 362 1,54
756 381 1,42

Promedios 791 348 1,55

+ 4. +

I E.s. t12 Inn 20,03



Tabla 39

Niveles de corticosterona en glandula adrenal y plasma, de ca
tecolaminas en glandula adrenal y peso par de glandulas de
animales tratados con morfina durante 6 dfas y sacrificados

3 horas despubés de la inyeccidn de nalorfina.

Corticosterona Catecolaminas
Glandula Plasma Glandula Peso glandulas
(pe/g) (pg/100 ml) (pe/e) (mg/par)
48 63 930 46
66 62 1430 59
80 75 1180 67
88 81 1145 58
57 60 1930 N
o7 62 1105 60
103 50 1070 48
71 63 1215 47
Promedios 71 65 1251 54

* E.s. 6 i3 2109 3



Tabla 40

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales tratados con morfimna durante 6 dfas y sa-

crificados 3 horas después de la inyeccidn de nalorfina.

Dopamina Noradrenalina Peso cerebros
(ng/g) (ng/g) (g)
786 368 1,41
890 440 1,53
807 368 1,60
869 368 1,58
8,48 300 1,55
807 . 332 1,48
848 316 1,46
848 33e 1,53
Promedios 838 353 1,52
+ + +

¥ E.S. I12 127 10,02



Tabla 41

Niveles de corticosterona en glandula adrenal y plasma, de ca
tecolaminas en glandula adrenal y peso par de glandulas de
animales inyectados con morfina durante 12 dfas y tratados

con H 44/68, (Ver texto).

Corticosterona Catecolaminas
Glandula Plasma Glandula Peso gléndulas

(pe/e) (pg/100 ml) (pe/g) (mg/par)
68 81 790 58
74 81 540 61
74 84 835 Sk
48 41 1190 . 54
3 70 1000 60
59 94 1190 86
- 80 118 940 70
66 94 990 66
Promedios 68 83 934 63
Es. iy s 76 LA



Tabla 42

Niveles de dopamina y noradrenalina en cerebro y peso cere
bros de animales inyectados com morfina durante 12 dias y

tratados con H 44/68. (ver texto).

Dopamina Noradfenalina Peso cerebros

(neg/g) (ng/g) (g)
480 109 1,43
208 5k 1,43
224 60 1,46
576 236 1,45
400 87 1,41
240 76 1,61
208 71 1,49
528 252 1,60

Promedios 358 118 1,49
+ +

: EoSo "55 “28 t0,05



DISCUSION
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La accién de la morfina sobre las monoaminas del ce
rebro, parece ser que estid muy relacionada con la espe=-
cie, 1la dosis y tiempo de sacrificio de los animales
empleados. Maynert y Klingman (1962) estudiando el efecto
de la morfina en diferentes especies animales -perro, co=-
nejo y rata- encuentran que en ésta {iltima especie, solo
la administracién de dosis altas de morfina (60 a 200 mg/kg)
causan una reduccidédn significativa de los niveles de nora-
drenalina en cerebro, produciéndose el maximo efecto en un
entorno de tiempo de aproximadamente 5 horas después de la
inyeccidn del opioide, recuperandose los niveles normales
al cabo de 24 horas. En las otras especies estudiadas por
estos autores (perro y conejo) también observaron descen-
s0s en el contenido de noradrenslina em cerebro pero solo
después de la administracidén de mayores dosis de morfina
que las administradas a las ratas (200 mg/kg en el perro
¥y 300 mg/kg en el conejo) que producian convulsiones e

incluso la muerte en algunos de estos animales.

Fennesy y Lee (1972) han obscrvado en ol ratbédn que el
contenido de noradrenalina en cerebro disminuye por la ad-

ministracién de dosis moderadas (2 a 20 mg/kg) pero no al-

tas (superiores a 20 mg/kg) o bajas (inferiores a 2 mg/kg)
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de morfina; sin embargo, el efecto sobre los niveles de
dopamina es diferente, de forma que dosis altas inducen
un aumento, mientras que dosis moderadas producen un
descenso significativo en los niveles de esta bioamina
en cerebro. Estos mismos autores (Fennesy y Lee, 1972)
han observado que en el ratédn el tiempo para obtener un
méximo efecto de la morfina sobre el contenido de nora-
drenalina en cerebro es considerablemente inferior (30
minutos post-inyeccién) al descrito por diversos autores

para otras especies animales y anteriormente comentados.

En nuestro estudio, sblo despues de dosis agudas de
morfina relativamente altas (50 mg/kg) observamos descen
sos significativos en los niveles tanto de dopamina como
de noradrenslina en cerebro cuando las ratas son sacrifi
cadas tres horas después de la administracién del opioi-
de, Estos resultados, al igual que los obtenidos en los
animales sacrificados una hora después de la inyeccidn de
diferentes dosis de morfina en que solo se producen lige-
ros descensos en los niveles de noradrenalina con las do=-
sis de 30 y 100 mg/kg pero en ningfin caso en los niveles
de dopamina, coinciden con los observados por otros suto-
res (Maynert y Klingman, 1962; Gunne, 1963) y son indica=-

tivos de que en la rata son necesarias dosis altas del
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oploide y un periodo de tiempo de unas horas posteriormen
te a la administracidén aguda del mismo para poder evaluar
descensos en los niveles de catecolaminas en cerebro. No
obstante debe tenerse en cuenta que los niveles de cateco
laminas en cerebro son el resultado de los procesos de
sintesis, catabolismo y recaptacién de las mismas y por
ello, més recientemente y con el fin de profundizar en el
estudio de los mecanismos por los cuales la morfina modi-
fica el metabolismo de las bioaminzs del cerebro, asi co-
mo la posible interrelacibn de los mismos con los cambios
en la actividad y en el comportamiento que acompafan a ia
administracién del farmaco, se vienen utilizando diversos
modelos experimentales que faciliten la investigacibn de

los mecanismos neuroquimicos de accién de la morfina.

Fundamentalmente los modelos que se han venido utili
zando en estos estudios, algunos de los cuales sirven pa-
ra determinar la velocidad de '"turnover" de las catecola-
minas en un tejido dado, entendiendo por tal, la veloci-
dad a que una sustancia se renueva en un determinado compar
timiento o "pool" metabdlico (cantidad por unidad de tiem

po) han consistido en:

- Determinacibén de los niveles de precursores y cataboli-
tos de catecolaminas.- Seglin algunos autores (Shiomi y Ta-

kagl, 1974) la determinacién de los niveles de éstos puede
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reflejar la actividad metabéliqa mas claramente que in-

cluso la concentracidédn de las propias bioaminas.

- Incorporacidn de aminas o precursores dé las mismas
marcados isotSpicamente.- La amina o su precursor isotd
picamente marcado son rapidamente captadosipor neuronas
adrenérgicas, incorporandose al "pool" metabblico corres
pondiente, siendo la velocidad de desaparicidn de cate-
colaminas marcadas indicativa de la actividad metabbli-
ca (velocidad de "turnover") (Udenfriend y Zaltzman-Ni-
remberg, 1963; Mountanari y col., 1963; Brodie y col.,
1966).

- Inhibicidén sintesis.- Este procedimiento frecuentemen-
te utilizado en los iltimos afios, sobre todo para la de-
terminacidén de la velocidad de "turnover" de las cateco-
laminas en cerebro, se basa en que la concentracibén de

estas desciende de manera exponencial después del bloqueo
de la sfintesis porfinhibidores espebificos; la velocidad
de "turnover" de las catecolaminas puede ser hsllada a

partir de la constante de deplecidn obtenida de la decli
nacidn nemilogaritmica de 1lon niveles de larn amlnas (Bro

die y col., 1966; Neff y Costa, 1966).

- Inhibicibén del catabolismo.- Tambien la inhibicidn de
algunos de los sistemas enzimaticos que infervienen en

la degradacibén de las catecolaminés puede ser un buen
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instrumento para estudiar la actividad metab§lica de las
mismas bajo diferentes condiciones experimentales (Spec-

tor y col., 1958; Crout y col., 1961).

Fukui y Takagi (1972) observaron que en ratones a
los que se administra una dosis analgésica de morfina
(10 mg/kg) no solo se produce un descenso en la concen=-
tracidén de noradrenalina y dopamina en cerebro (Takagl y
Nakama, 1966) sino que estos descensos van acompafiados
de un aumento en los niveles de acido 3,4-dihidroxifeni-
lacético y de acido homovanflico, principales metaboli-
tos de la dopamina, sugiriendo que la administraciédn agu
da de la droga deberia inducir un aumento en la biosinte
sis de la dopamina, razbén por la cual los niveles de di-
chos metabolitos se encontrarian aumentados. Sin embargo,
en base a los resultados de estos autores no pueden ser
excluidos otros posibles mecansmos de accién de la morfi
na, como serfan que el opioide afectase los mecanismos
de recaptacibn de la dopamina en las vesiculas de almacge
namiento, aumentando de esta forma los niveles de amina

libre para su degradacidén metabbdlica.

En el afio 1972, Smith y col., reportaron para el ra

14

t8n aumentos en la incorporacibn en cerebro de C-tiro-

sina a lhc-dOPamina Yy luc-noradrenalina despues de la ad

ministracién de una dosis de morfina a animales no tole-
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rantes a la droga, concluyendo estos autores que por tan
to el opioide inducirfa un aumento en la biosintesis de
ambas catecolaminas; sin embargo debe tenerse en cuenta
que la dosis de morfina utilizada por ellos para obtener

Lo e _cate-

los miximos de incorporacidn de tirosina a
colaminas es de 100 mg/kg, dosis considerada muy alta pa
ra el ratén y que Fennessy y Lee (1972), estudiando la
actividad motora de esta especie animal después de la ad
ministracién aguda de la droga, observaron que aumentaba
en tres veces a la observada en los animales control,

asi como los niveles de noradrenalina y especialmente de

dopamina en el cerebro total de los animales.

En base a estudios histoquimicos y bioquimicos (Spec
tor y col., 1965; Anden y col., 1966; Corrodi y Hansson,
1966) en los que se ha demostrado la gran efectividad del
compuesto {-metil-p-tirosina para inhibir la biosintesis
de las catecolaminas a nivel del enzima tirosina-hidroxi-
lasa por competicidn con el sustrato, la tirosina, el me-
til ester de este compuesto, denominado H 44/68, se ha ve
nido utilizando para evaluar la volocidad de sintesis o
de "turnover" de las catecolaminas, asfi como el efecto
que una reduccifn drastica en los niveles de cstas bioami
nas podria tener bajo diferentes condiciones experimenta-

lese.
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Anden y col. (1966) observaron que transcurridas cua
tro horas después de la sdministracidn de H 44/68 en una
dosis de 500 mg/kg/la intensidad de fluorescencia en las
terminaciones nerviosas'dopaminérgicas y noradrenérgicas
Y por tanto el contenido de ambas bioaminas, comienza a
disminuir, aunque muy levemente y solo en algunas zonas
discretas del cerebro; pero a partir de las doce horas la
reduccidn es muy notable en todas las aAreas estudiadas
tendiendo a recuperarse el contenido normal de bioaminas

después de veinticuatro horas de inyectado el compuesto.

Nosotros hemos utilizado el H 44/68 en nuestro traba
jo fundamentalmente con tres objetivos, si bien todos
ellos intimamente relacionados. En primer lugar considerg
moa la necesidad de evaluar, bajo nuestras condiciones ex
perimentales, cual era la velocidad de "turnover" de la
dopamina y noradrenalina en cerebro de animales intactos;
en segundo lugar, estudiar como la administracién aguda y
crdnica de morfina podfia modificar el "turnover" de las
catecolaminas y en tercer lugar, cbémo la inhibicibén de la
biosfntesis de catecolaminas por el H 44/68 podr{s influir
sobre la funcibén del eje hipothlamo-hipbfisis-adrenal en
animales intactos y tratados aguda o cronicarnente con mor

fina.

La dosis utilizada de 250 mg/kg de H 44/68, comproba
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mos era efectiva para producir una reduccién en los nive
les endbgenos de dopamina y noradrenalina en cerebro ysa
las cuatro horas de administrado el compuesto y a las

diez y seis horas los niveles obtenidos de dichas aminas
representan entre el 10 & el 15% de los cuantificados en

los animales intactos.

Brodie y col., (1966) administrando e&X{-metil-p-tiro
sina determinaron en la rata la velodidad de "turnover"
de dopamina y noradrenalina en cerebro y de noradrenali-
na en corazbn y compararon este iltimo resultado con el
que encontraron utilizando técnicas isotépicas, compro-
bando que por ambos procedimientos se obtenian resulta-
dos simileres, por lo que confirmaron la validez del mé-
todo de la inhibicibén de la sintesis de catecolaminas pa
ra estimer la velocidad de '"turnover" o utilizaciédn de

las mismas.

En nuestro estudio hemos hallado por este método un
valor de k (constante de declinacidén de los niveles de
catecolaminas) para la dopamins igual a 0,19 hr-l, ¥y pa-
ra la noradrenalina igual a 0,12 hr-l, resultados que son
similares a los observados por otros autores (Brodie y
col., 1966} Sugrue, 1974). La vida media-(T%) que hemos
obtenido a partir de las correspondientes rectas de regre

sidn en el caso de noradrenalina (T% = 5,9 horas) es se-
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me jante a la hallada por Neff y Costa (1966), mientras
que la vida media de la dopamina (T% = 3,7 horas) es al=-
go superior al valor obtenido por estos autores, tal vez
debido a diferencias en ;a cepa de rata utilizada, como
Ya se ha observado en algunos estudios (Brodie y col.,

1966) .

Una vez conocido cual era el efecfo que bajo nuestras
condiciones experimentales causaba la administracién de
H 44/68 a las ratas intactas, continuamos el estudio plan
teado por medio de la utilizacidn de este inhibidor de la
biosintesis de catecolaminas con el fin de determiner si
las variaciones observadas en los niveles de noradrenali-
na y dopemina en cerebro en las ratas inyectadas con una
sola dosls de morfina podfan estar relacionadas con varia
ciones en el "turnover" de estas bioaminas. Para ello, a
animales inyectados con H k4/68 les fue administrada una
dosis de morfina a un intervalo de tiempo (16 horas) en
que como anteriormente hemos indicado, los niveles de do-~-
pamina y noradrcnalina se:encontraban muy claranente dis-

minuidos, por inhibicibén de su sintesis.

En el periodo de tiempo en que sec estaba realirzando
esta tesis doctoral, fueron varios los trabajos rublica-

dos por diversos autores en los que se ha prestado una
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especial atencidn a los mecanismos neuroquimicos de accién
de la morfina; asi, Sugrue (1974) indicaba que la adminis-
tracién de una sola dosis de morfina no modificaba la velo
cidad de sintesis de la noradrenalina en el cerebro total
de la rata, mientras que inducia un aumento en el "turno-
ver'" de la dopamina siendo ambas evaluaciones realizadas
en ratas prevismente sometidas a la administracidén de C{-me
til-p-tirosina. Papeschi y col. (1975), investigando este
problema también en ratas, observan asi mismo aumentos en
la velocidad de depleciédn de la dopamina en el cerebro to-
tal cuando se administra el ester metilico de la X-metil-
p-tirosina (H 44/68) a ratas previamente tratadas con una
sola dosis de morfina. Estos Gltimos autores postulan que
el lugar de accién de la morfina deberf{a ser el citoplasma
neuronal y no las vesicuias sinapticas, indicando que la
morfina aumenta la sintesis y catabolismo de la dopamina
nuevamente sintetizada antes de que llegue a las vesiculas
sinépticas»y por tanto, si es verdad que so0lo las aminas
contenidas en las vesiculas estén relacionadas con la acti
vidad nerviosa (Anden y col., 1969; Almgren y Lundborg,
1971), la morfina parece ser no alterarfia la actividad fun

cional de las neuronas dopaminérgicas.

También recientemente Gomes y col. (1976) han observa

do, mediante la administracién de O(-metil-p-tirosina,
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que en la rata intacta la morfina en dosis Ginica aumenta
el "turnover" de la dopamina y tiende a incrementar el de
la noradrenalina aunque no significativamente y que la
preadministracién de naloxona bloquea estos efectos; es-
tos mismos investigadores indican que en los animales
anestesiados el opioide retarda la desaparicién de la
noradrenalina, después del bloqueo de la sintesis y que

sin embargo no afecta el '"turnover" de la dopamina.

Pero ya en trabajos anteriores (Smith y col., 1972)
se habia indicado que la morfina en administracién aguda,
ademis de causar una disminucidén en el contenido de dopa-
mina y noradrenalina en el cerebro del ratén, aumentaba
la incorporacibén de e tirosina a 1l*C--dopamxinzaL y]AC-noradrg
nalina, posiblemente debido a que la morfina libera cate-
colaminas de las neuronas adrenérgicas y aumenta la velo-

cidad de "turnover" de las mismas.

Toda vez que en nuestro estudio los niveles tanto de
noradrenalina como de dopamina en las ratas tratadas con
H 44/68 mAs morfina son inferiores a los observados en las
ratas tratadas solo con el inhibidor de la blonfintesis de
las catecolaminas, los resultados obtenidos son indicativos
de que los descensos en los niveles de noradrenalina y dopa
mina observados por la administracidn aguda del opioide pu~
dieran ser debidos a aumentos en el "turnover" de ambas

bioaminas.
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Son varios los autores que recientemente, estudian-
do el mecanismo de accidén analgésico de la morfina han
sugerido que posiblemente sea a través de una accidn so
bre los sistemas dopaminérgicos del sistema nervioso cen
tral, como el opioide ejercerfa dicha accidn; de hecho,
los experimentos de Hornykiewicz (1966) son indicativos
de que la via dopaminérgica de la sustancia negra-cuerpo
estriado, estd implicada en el control del sistema motor
extrapiramidad y dados los sintomas de catalepsia y rigi-
dez muscular que observamos en las ratas tras la in-
yeccibén aguda de morfina, la reduccidn en la concentra-
cién de dopamina podrf{a interpretarse también como una

accibn de la morfina en el sistema extrapimaridal.

Fukui y Takagi (1972) sugieren que dada la existen-
cia de mecanismos inhibitorios descendentes de centros
superiores que actfian en la transmisidn espino-aénsorial
(Hagbarth y Kerr, 1954) la dopamina podria estimular es-
tos sistemas inhibidores directamente o bien podria te-
ner una accidén inhibidora en la neuronas inhibente, cau-
sando as{ su accibén analgésica; sin embargo, no puede ser
descartada la positilidad de que otras monoaminas inclu-
yendo la noradrenalina, pueden también participar en los

mecanicmos de accibdn de la morfina.
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Asi mismo diversos autores (Kuschinsky, 1973; Lal,
1975) han sugerido que el aumento en el "turnover" de dg
pamina inducido por la administraciédn aguda de morfina
podria ser el resultado’del bloqueo por el opioide de
receptores dopaminérgicos del sistema nervioso central
toda vez que drogas que bloquean dichos receptores indu-

cen un efecto similar en el "turnover" de dicha bioamina.

Recientemente Furukuwa y col. (1976) estudiando el
efecto de modificadores selectivos de los niveles de ca=-
tecolaminas en el cerebro, en relacidn al efecto analgé-
sico de la morfina en la rata, han observado que la anal-
gesia inducida por el opioide es antagonizada por la
preadministracién de reserpina y tetrabezina, pero no por
el pretratamiento con siringopina que no afecta al conte-
nido de dopamina y si disminuye los niveles de nofadrena-
lina y serotonina, por lo que los anteriores autores sugie
ren que el incremento en el '"turnover'" de dopamina, obser-
vado por diversos investigadores (Gunne y col., 1969;
Smith y col., 1972; Sugrue, 1974), podria estar directa-

~mente relacionado con la accién analgésica de la drofa.

Los resultados obtenidos por nosotros acerca de la
accidn de la morfina cuando se administra en unz sola do-

sis sobre los niveles de dopamina en el cerebro, corrobo-
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ran los anteriormente comentados en los que se ha obser-
vado un aumento en el "turnover" de la dopamina bajo di-
ferentes condiciones experimentales y los trabajos ya ci
tados en los que se indica la probable implicacibn de es
ta biloamina en los efecéos farmacolégicos del opioide,
8l bien en dichos estudios no se descarta la posible par
ticipacibén de la noradrenalina en el mecanismo de accién
de la droga. La razén por la cual en nuestro trabajo ob-
servamos aumentos en el '"turnover' de la noradrenalina
pudiera ser debido a diferencias en el modelo seguido por
los autores anteriormente comentados que administran el
inhibidor del enzima tirosina-hidroxilasa posteriormente
a la inyeccidn de morfina, sacrificando los animales en
las primeras horas que siguen a la administracidn de los
compuestos y por consiguiente cuando los niveles endSge=-
nos de esta bioamina no han alcanzado el minimo valor

post-inhibicibn,

Pero la morfina no solo afecta las catecolaminas del
cerebro, sino tambien las periféricas, por tanto conside=
ramos de interés el estudio simultaneo de la accibdn del

oploide sobre las catecolaminas de la glandula adrenal.

Elliott (1912) observd que el descenso en los nive-

les de catecolaminas en glandula adrenal de gatos someti-
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dos a la administraciédn aguda de morfina era debido a la
estimulacién por la droga del sistema nervioso simphtico,
toda vez que el seccionamiento del nervio esplé&nico pre-
venia este efecto del opioide. Maynert y Levi (1964) en
gatos de cria y Borrell y col. (1974) en gatos adultos de
mostraron que la previa administracibédn de anestésicos del
tipo fenobarbital o pentobarbital inhibfa el aumento en
los niveles de glucosa en sangre y los descensos en los
niveles de catecolaminas en la gléndula adrenal que se pro

ducen por la @sola administraciédn de morfina.

Sin embargo, no bajo todas las condiciones experimen
tales estudiadaes se han obtenido descensos en los niveles
de catecolaminas en glandula adrensl. Maynert y Klingman
(1962), observaron en perros, ratas y conejos descensos en
los niveles de adrenalina en la gléndula adrenal, solo des
pués de la administracién de dosis de morfina consideradas
como altas (60-200 mg/kg). Gunne (1963) también observé
que la administracién de dosis del orden de 30 mg/kg causa
ba descensos en el contenido de catecolaminas en la gléndu
la adrenal de la rata pasado un lapso de tiémpo de 4 horas

después de la inyecciédn aguda de morfina.

En nuestras experiencias, afin cuando la concentracidn

de catecolaminas en la gléndula adrenal no varia con ningu
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na de las dosis de morfina empleadas, no podemos decir por
ello que la droga no produzca liberacién de las mismas, ya
que pensamos pudlera tener lugar un efecto compensatorio
en la resintesis; hay que tener en cuenta que los niveles
que medimos representan el efecto neto en un perfodo de
tiempo de las velocidades de sintesis, liberacién y recap-
tacibén y no debemos olvidar que la morfina bien pudiera
afectar el '‘turnover" de las catecolaminas, sin modificar
los niveles de las mismas. Por ello y al igual que en el
estudio del efecto de la administracibédn aguda de la droga
sobre las catecolaminas en cerebro, también estudiamos el

"turnover" de las catecolaminas en la glindula adrenal.

En primer lugar debemos indicar que la sola inyeccién
de ol-metil-p~-tirosina, el inhibidor del enzima tirosina
hidroxilasa induce descensos en los niveles de catecolami-
nas en la glandula adrenal solo en las ratas sacrificadas a
las diez y nueve horas de la inyeccién. Esta falta de corre
lacién en la magnitud y en la velocidad de cambio de la res
puesta a la administracidén de H 44/68 entre las catecolami-
nas de la glandula adrenal y del cerebro, afin cuando pudiera
ser interpretada como una evidencia en contra de lz hipé-
tesis mantenida por algunos autores (Vogt, 1954; Mazynert y
Klingman, 1962) de la existencia de una clara conexidn fun-

cional entre el sistema adrenérgico cerebral y la medula
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adrenal, pensamos sea debida a diferencias en la vida me
dia de las catecolaminas en el cerebro y en la médula
adrenal, como ya ha sido indicado por otros autores (Uden

friend y col., 1953; Gordon, 1968).

Sin embargo, cuando utilizando H L44/68 hemos deter=-
minado la variacifén en el "turnover" de las catecolaminas
inducida por la administracién aguda de morfina hemos ob-
servado que al igual que para la dopamina y noradrenalina
en cerebro, la morfina induce también un aumento en el
"turnover'" de las catecolaminas en la gléndula adrenal;
por tanto, pensamos que la razdn de la diferencia en las
respuestas a la morfina del sistema adrenérgico cerebral
y de la glindula adrenal podria ser atribuida a que la
respuesta de catecolaminas en cerebro parece ser mis inten
sa que en la médula adrenal, al igual que ocurre con la
sola administracién de H 44/68. Lo que sf parece deducir-
se de nuestros resultados es que paralelamente a la libe-
racién de catecolaminas de la glandula adrenal, hay un
aumento en la sintesis de las mismas, ya que so0lo en con-
diciones de inhibicidn de sintesis es patente una deple-
cién de aminas en la glandula, lo que sugiere que la sin-
tesis de catecolaminas es realmente incrementndn en res-

puesta a la estimulacidn simpAtica por la morfina.

Muchos de los trabajos en los que se investiga la
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accidén de la morfina sobre la funcién corticoadrenal, se
han realizado determinando solo los niveles de acido as-
cbrbico en glandula adrenal, puesto que se ha considera-
do que la reduccién en el contenido adrenal de este aci-
do reflejaba un aumento en la secrecién de hormona adre=-
nocorticotropa; sin embargo en algunos estudios se ha odb
servado que un aumento en los niveles de corticosteroi-
des en glandula adrenal y plasma, no siempre se corres-
ponde con un descenso en el contenido adrenal de &cido
ascérbico (Mountanari y Stockham, 1962; Borrell y col.,
1975), por lo que actualmente se considera necesaria la
determinacién de los niveles de hormonas corticoadrena-
les en glandula y/o plasma como indicadores de la activi

dad del eje hipéfisis-adrenal.

Diversos trabajos indican que la administracién agu
da de morfina tiene un efecto estimulante sobre la secrg
cién de ACTH; este efecto es medido en unos casos unica-
mente por la deplecidn de &cido ascdrbico en glandula
adrenal (Nasmyth, 1954; Briggs y Munson, 1955; George y
Way, 1955) mientras que en otros se determinan niveles
de corticosteroides en glandula y /o plasma (Nakao y col.,
1966; Nikodi jevic y Maickel, 1967; Kokka y col., 1973;

Borrell y cole, 1974).

Briggs y Munson (1955) encontraron que en la rata la
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anestesia con pentobarbital previamente a la inyeccidn
aguda de morfina, inhibe la deplecién de &cido ascbdrbico
adrenal observada después de la administracién del opioi
de; ademf#s la administracidédn conjunta de pentobarbital y
morfina es capaz de bloﬁuear la liberacién de ACTH en
respuesta a diversos estimulos (Briggs y Munson, 1955;
Ohler y Sevy, 1956), si bien no parece ser altere la res
puesta de la glandula adrenal al ACTH ex$geno (Borrell y
col., 1974).

Los resultados de nuestro estudio indican que la ad
ministracién aguda de morfina causa una elevacidén en los
niveles de corticosterona en gléndula adrenal y que este
efecto es m&ximo una hora después de la inyeccidn, pues-
to que a las tres horas aunque los niveles continlian al=-
tos, la diferencia de la significancia de los promedios
con los niveles de corticosterona de los correspondien=
tes animales control es de un nivel inferior; Nakao y
col., (1966) también encuentran que en la rata el mayor
efecto de la droga sobre la produccidn y liberacibn de
corticosteroides se refleja una hora después de la in-
yeccibn, observando estos autores que a las tres horas
de la inyeccidn los niveks de corticosterona se encuen-
tran dentro de los limites hallados pare los animeles

normales,
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Al estudiar el efecto de diferentes dosis de morfina
sobre la secrecidén de ACTH, hemos encontrado que la menor
dosis utilizada (10 mg/kg) no aumenta significativamente
el nivel de corticosterona adrenal y que a partir de 30
mg/kg se observan aumentos en el contenido de esta hormo-
na. Un efecto similar al observado por nosotros ha sido
hallado por Kokka y col. (1973); estos autores determinan
niveles de corticosterona en plasma después de la adminig
tracibén de diferentes dosis de morfina, indicando que se
requeren dosis de al menos 20 mg/kg para producir una mar

cada estimulacidn en la liberacidn de ACTH.

Por trabajos realizados con animales hipofisectomiza
dos (George y Way, 1959; Nakao y col., 1966), se piensa
que la morfina no actfia directamente en la glindula adre-
nal sino a través del eje hipotadlamo-hip§fisis-adrenal,
Lotti y col. (1969) mediante la administracibén de micro-
cantidades de morfina en diversas regiones del hipot&lamo
localizaron un &rea en la que la inyeccidn de la droga pro
ducfa un notable descenso en el contenido-adrensl de &ci-
do ascldrbico y un aumento en los niveles de corticostero-
na en plasma; estos autores han sefialado que este area,
correspondiente al hipotadlamo medio-ventral, rodis cer el

lugar de accién de la morfina y que posiblemente inducien

do la secrecidén del factor de liberacidn de ACTH produzca
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la estimulacidn observada en la actividad adrenocortical.

Aunque los mecanismos por los que los narctico-anal
gésicos influyen en la actividad hipofisaria no han sido
claramente definidos, pudiera ser que ciertos neurotrans-
misores del sistema nervioso central intervinieran en los

mismos (George, 1971; Simom y col., 1975a,b).

En base a estudios realizados con compuestos que modi
fican el metabolismo de las catecolaminas, desde hace
tiempo diversos investigadores (Van Loon y col., 197la,b;
Ganong, 1972; Scapagnini y col., 1970, 1975) vienen sos-
teniendo la hipbtesis de la existencia de un sistema cen-
tral adrenérgico que inhibe la secrecidn de ACTH; algunos
de los trabajos que han contribufdo a esta hipbtesis se
han realizado utilizando & -metil-p-tirosina para inhibir
la sintesis de catecolaminas y en ellos se indica la exis
tencia de una posible relacibén inversa entre el contenido
de monoaminas en el hipotdlamo y el de corticosteroides
én plasma después de administrado el inhibidor. Asi mismo
Scapagnini y col. (1972) han indicado que podrin ser la
noradrenalina la bioamina implicada en el mantenimiento
de un tono inhibidor sobre la secrecibn de ACTH, puesto
que la administracidn de FLA 63, inhibidor del enzima do-
pamina-f}-hidroxilasa, que por tanto causa una disminucién

en los niveles de noradrenalina sin alterar los de dopami-
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na, produce una marcada activacidn corticoadrenal.

Toda vez que como vemos en nuestro estudio, la mor
fina puede alterar los niveles de dopamina y noradrena-
lina en cerebro y de corticosterona en gléndula adrenal,
cabe preguntarse si estos dos hechos son independientes
o 51 la respuesta adrénocortical a la administracién del
opioide estf relacionada con las variaciones de estas

bioaminas.

Los resultados obtenidos por nosotros no muestran
la existencia de una clara correlacidn entre las varia-
ciones en los niveles de dopamina y noradrenalina en ce-
rebro y los de corticosterona en glindula adrenal por la
administracién aguda de morfina, puesto que una hora des
pués de la inyeccidn de la drogé, cuando obtenemos el ma
yor aumento en la concentracién de corticosterona adre;
nal solo se observa un pequefio descenso en los niveles
de noradrenalina, mientras que es a las tres horas de ad
ministrado el opioide, cuando los niveles de ambas bioa-
minas han disminuido significativamente y los de corti-
costerona, aunque persisten elevados, estan mas préximos

a los obtenidos en los animales control,

Simon y col. (1975a) estudiando en la rata el efecto

de la morfina sobre los niveles de dopamina, noradrenali-
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na y serotonina en diferentes regiones del cerebro, tampo
co consideran posible relacionar cambios en los niveles
de monoaminas en cerebro con la respuesta adrenocorti=-

cal observada por la inyeccidén aguda de la drogae.

En nuestro estudio, después del tratamiento con

H 4#/68, unido a una reduccién en el contenido de dopami-
na y noradrenalina en cerebro, observamos que el nivel de
corticosterona en glandula adrenal esti significativamen-
te elevado, siendo este incremento aproximadamente del

mismo orden a todos los tiempos de sacrificlio de los ani-
males estudiados. Este aumento en la concentracién de cor
ticosterona adrenal podria estar relacionado con la re-

duccién en los niveles de catecolaminas en cerebro induci
da por la inhibicibn de su biosintesis, de acuerdo con la

ya mencionada hipbtesis de Ganong (1972).

Sin embargo otros investigadores (McKiney y col.,
1971; Thornburg y Moore, 1971) después de la administra-
cién repetida de pequeiias dosis de X-metil-p- tirosina
encuentran una reduccidn en el contenido de catecolaminas
en cerebro pero.no observan simultAneos aumcntos en 1la se
crecidn de ACTH, sugiriéndose por tanto que lz elevaciébn
de corticosterona en plasma obtenida por otros autores

podria ser el resultado de la respuesta a un ‘'stress"
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no especifico y no consecuencia de la deplecidn de aminas
en cerebro. En un trabajo reciente Borrell y Borrell
(1977) encuentran que en el gato, altn cuando se produce
una disminucién en el contenido de noradrenalina en el.
diencéfalo y un aumento en los niveles de hidrocortisona
en plasma dieciseis horas después de la inyeccidn de

H 44/68, a las tres horas de la administracién del inhibi
dor los niveles de corticosteroides estéan elevados sin
que la noradrénalina haya experimentado cambios e indican
que la liberacién de ACTH inducida por este farmaco pudie
ra ser independiente del bloqueo de la sintesis de cateco

laminase.

Kaplanski y col. (1972) administraron a un grupo de
ratas una dosis alta de H 44/68 (250 mg/kg); en este gru-
po de animales al igual que Scapagnini y col. (1972) obser
varon una fuerte reduccibén en la concentracidn de dopemina
Y noradrenalina en ce;ebro simultineamente a un aumento de
los niveles de corticosteronaz en plasma, si bien esta ele-
vacidén no tenia lugar cuando se anestesiaba a lns ratas
con nembutal; otro grupo de animales que recibif pequefias
y repetidas dosis de H 44/68, alin cuando tenfa reducidos
los niveles de catecolaminas en cerebro no mestrabka varia
ciones en los de corticosterona plasmatica, concluyendo es
tos autores tambien que la liberacién de ACTH inducida por

la X-metil-p-tirosina podria ser debida a una accibén es-
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tresante y no a descensos en ellcontenido de catecolami-

nas en cerebroe.

Estudiando el efecto de la administracién crdnica
de morfina en perros, ratas y conejos, Maynert y Kling-
man (1962) encontrafon en la rata, aumentos significati-
vos en el contenido de noradrenalina en cerebro, mien=-
tras que en las otras dos especies estudiadas solo obser
varon ligeros aumentos en 1los niveles de dicha biloamina
que no diferfan significativamente de los hallados en los
animales control; as{ mismo .Gunne (1963) observd niveles
supranormales de noradrenalina en el cerebro de ratas sgo
metidas a la administracidn prolongada de morfina y sugi
rid que el aumento podria ser debido a un incremento en
la sintesis de catecolaminas, toda vez que ratas morfini
zadas y tratadas con un inhibidor del enzima monoamino-
oxidasa tenfan los niveles de noradrenalina significati-
vamente mas altos que los observados en las ratas control

tratadas con el inhibidor.

AGn cuando Akera y Brody (1968) también hallaron au
mentos en los niveles de noradrenalina en cerebro de ra-
tas dependientes a la morfina, indicaron que este hecho
no parecia relacionarse con el desarrollo de tolerancia

al opioide, sino que podria ser una respuesta especifica
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de la morfina, puesto que el levorfanol y la metadona
(drogas adictivas) no causan este efecto sobre el conte-

nido de noradrenalina en cerebro.

Sin embargo, en otros trabajos (Simon y col., 1975b;
Theiss y col., 1975) no se ha observado que la édminis-
tracidn prolongada de morfina cause una elevaciédn en los
niveles de noradrenalina en cerebro. Simon y col., (1975b)
al estudiar en la rata el efecto del tratamiento crénico
de morfina sobre el contenido de monoaminas en diferentes
regiones del cerebro, no hallaron aumentos en los niveles
de noradrenalina en ninguna de las areas estudiadas en ani
males sometidos a la administracién del opioide durante
diferentes periodos de tiempo; el contenido de dopamina
no variaba después de una semana, aumentaba en los anima-
les morfinizados durante dos semanas, excepto en la regidn
de la corteza cerebral, y solo disminuia significativamen-
te en la amigdala a las seis semanas de tratamiento; estos
autores comprobaron que los cambios en el contenido de ami
nas encontrados en una regién tienden a reflejarse en las
otras regiones diferencizndose s0lo en el grado de varia-
cibén, e indicaron gque por tanto la morfina parecia poseer
una escasa especiiicidad regionzl respecto a su accidn so-
bre los niveles de bioaminas en cerebro. Theiss y col.,

(1975) también determinaron los niveles de dop-mina y nora
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drenalina en el cerebro total de ratas morfino-dependien
tes no observando diferencias con los hallados en los

animales control.

Bajo nuestras condiciones experimentales, hemos ob-
servado que la administracién de morfina durante seis ¥y
doce dias consecutivos no altera la concentracién de do-
pamina y horadrenalina en el cerebro de la rata; parece
ser pues,que se desarrolla tolerancia al efecto depleti-
vo que sobre el contenido de estas aminas en cerebro cau
saba una ﬁniéa dosis del farmaco; el hecho de no encon=-
trar los niveles modificados podrfia ser indicativo de
que se ha restablecido el equilibrio entre la sintesis y

la liberacidn de dichas catecolaminas..

En la filtima década se han publicado algunos traba-
jos en los que se investigaba el efecto del tratamiento
crénico con morfina sobre el "turnover" de las catecola-~
minas en cerebro; los resultados de estos estudios son
diversos; mientras que Clouet y Ratner (1970) encuentran
un aumento en el ''turnover" de dopamina y noradrenalina
en el cerebro de ratas después de repetidas inyecciones
de morfina, otros autores no hallan diferenciss en el
"turnover'" de dopamina (Gunne y col., 1969; Theiss y col.,

1975) ni de noradrenalina (Neal, 1968; Theiss y col., 1975)
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entre las ratas crdnicamente morfinizadas y las controlj;
también Smith (1970, 1972) y Fukui y Takagi (1972) indi-
caron que en el ratdn, con la administracidn prolongada
del opioide se desarrolla toleracia al incremento en el
"turnover" de las catecolaminas en cerebro, que se obser

vaba al inyectar morfina en dosis finica.

Nuestros resultados obtenidos por la administracién
de Ol-metil-p-tirosina a ratas previamente morfinizadas
durante doce dfas muestran que los niveles de dopamina y
noradrenalina en el cerebro de estos animales estan sig-
nificativamente elevados respecto a los niveles observa-
dos en animales tratados solamente con el inhibidor; es
decir, el grado de deplecidn de catecolaminas inducido por
la inhibicién de su sintesis es menor en animales trata-
dos cronicemente con el oploide que en animales normales;
este hecho parece indicar que por el tratamiento crénico
con morfina el "turnover" de ambas bioaminas estid disminui
do; es interesante resaltar que dicho efecto es contrario
al causado por la administracidn aguda del opioide, pues-
to que cuando administrabamos H 44/68 y morfina en dosis
inica hallhbamos aumcntos en el "turnover" de estas cate-

colaminas en cerebro.

En cuanto a la concentracidn de catecolaminas en glén
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dula adrenal, tampoco encontramos variaciones después de
inyectar morfina durante seis y doce dfas. Maynert y
Klingman (1962) al encontrar los niveles elevados su=
girieron que la estimulacién del sistema nervioso simpé-
tico que se produce por'una primera dosis de morfina con
tinuaba durante el ciclo de adicién al narcdtico y que
el aumento en la concentracién de catecolaminas podia
ser un mecanismo de adaptacién al mismo; héy que tener
en cuenta que el modelo experimental de estos autores di
fiere mucho del nuestro, ya que el perfodo de tratamien-
to es mas largo (200 dfas) y las dosis empleadas mgcho
mayores (200 mg/kg/dia); sin embargo Gunne(1963) no de-
tecta ninglin cambio en los nigeles de catecolaminas en
glandula adrenal a pesar de utilizar dosis de morfina que

exceden a las de los anteriores autores.

En el tratamiento agudo encontrabamos que cuando se
inhibfa la sintesis de catecolaminas se producia una ma-
yor reduccidn en la concentracibédn de catecolaminas en
gldndula adrenal de ratas a las que se habia administra-
do el opioide, mientras que en el tratamiento crénico, no
observanos diferencias, lo que indica que tambifn se pro
duce tolerancia a la liberacién inicial de catecolaminas
de la médula adrenal; estos resultados estan de acuerdo

con anteriores estudios del laboratorio (Borrell y Bomell,
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1975) realizados en gatos, en los que después de catorce
dfas de inyectar diariamente morfina, el contenido de
noradrenalina y adrenalina en glandula adrenal habfia re-

tornado a niveles normales.

En el hombre la administracidn continuada de morfi-
na induce una disminucién en la eliminacidn diaria en
orina de 17-cetosteroides y de l7-hidroxicorticosteroi-
des, asi como un descenso de corticosteroides en plasna
(Eisenman y col., 1958, 1961). Paroli y Melchiorri (1961)
observaron que en la rata la inyeccidn repetida de la dro
ga producia una reduccidn en la excrecidn urinaria de hi-
droxicorticosteroides y de 17-cetosteroides, sugiriéndo
que el tratamiento crdnico con el opioide conduce a una
reduccidn en la actividad adrenocortical. También Borrell
y col. (1975) encontraron en el gato descensos en el con-
tenido de corticosteroides en glandula suprarrenal des-

pués de dos semanas de administrar diariamente morfina.

Kokka y cole (1973) estudiando algunos aspectos de
tolerancia endocrina en ratas tratadas cronicamente con
morfina, encontraron que se desarrolla muy rapidamente
tolerancia al efecto estimulante que una snla inyeccién
del opioide produce sobre la secrecién de ACTH, a pasar

de que las ratas todavia presentan marcada catatonia y de
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presién respiratoria; ademéds al aumentar la duracidn del
tratamiento los niveles de corticosterona en plasma son
significativamente inferiores a los observados en los
controles, lo que les in@uce a pensar en una reduccién
de la decrecibén de ACTH producida por la administracién

crénica de la drogae

En nuestro estudio encontramos los niveles de corti
costerona en glindula adrenal y plasma inferiores a los
hallados en los animales control ya a los seis dias de
administrar diariamente morfina, observando un efecto se
mejante al prolongar el tratamiento hasta doce dias; es-
ta respuesta parece indicar que la inyeccidn repetida de
la droga reduce la funcién del eje hipéfisis-adrenal. To
da vez que en nuestras experiencias la inyecciédn repeti-
da del opioide conduce a una disminucidn en la actividad
cortico-adrenal que sin embargo no impide la respuesta
adrenocortical de los animales morfino-dependientes a la
administracidén de H 44/68, inhibidor de la sintesis de ca
tecolaminas y a la inyeccidn de nalorfina, antagonista de
la morfina y puesto que segln ciettos autores (McDonald y
col., 1959; Nikodijevic y Maickel, 1967; Kokka y col.,
1973) los animales morfinizados responden normalmente al

tratamiento con ACTH ex6geno, opinamos que la accién su-
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presora de la morfina no debe tener lugar directamente so
bre la corteza adrenal, inclindndonos a pensar en una dis
minuciédn en el contenido y/o liberacidn de ACTH, inversa-
mente a lo que ocurrfa con la administracién aguda de mor

fina.

Por otro lado desde hace tiempo se ha descrito que
en la rata el tratamiento crdénico con morfina produce hi-
pertrofia adrenal (Sung y col., 1953; Tanabe y Cafruny,
1958; Simon y col., 1975b); sin embargo Akera y Brody
(1968) al no encontrar variacién en el peso de las gléndu
las adrensles, consideraron que la hipertrofia no era cau
sada por la morfina, sino por el fenbémeno de abstinencia
que podian presentar los animales cuando transcurrfan mas
de ocho horas entre dos inyecciones consecutivas de la
droga ya que los efectos de la misma duraban aproximada-
mente ese tiempo. En nuestras experiencias, el peso de
las glandulas adrenales de animales tratados cronicamente
con morfina, auncue presentan un cierto aumento, no difie
re significativamente de los observados en los animales
control, hecho que pensamos podrfa ser indicativo de que
los animales no se encuentran en estado de abstinencia en

tre cada dos inyecciones de la droga.

En un trabajo reciente (Simon y col., 1975b) se ha
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investigado en la rata el efecto de la administracién cr§
nica de morfina sobre la concentracidn de corticosterona
en plasma y de aminas bidgenas en diversas Areas del ce-
rebro, comprobindose en el mismo la importancia de la du-
racién del tratamiento, hora y dia de sacrificio y tiempo
transcurrido desde la Gltima inyeccién de la droga, en
los resultados obtenidos; en este mismo trabajo se indica
la existencia de una correlacibén inversa entre los nive=-
les de serotonina en cerebro y los de corticosterona en
plasma, si bien y al igual que en nuestro estudio, Simon
Yy col. no hallan una correlacidén entre los niveles de do-
pamina y noradrenalina en cerebrd y los de corticosterona
en glandula adrenal y plasma en los animales tratados cro

nicamente.con morfinae.

La administracién de nalorfina, as{ como otros narcd
tico - antagonistas, a animales dependientes a la morfina,
precipita en los mismos un sindrome semejante al de absti
nencia, aunque los sintomas fisioldgicos aparecen mucho
mis rapidamente. En nuestras experiencias, en los animales
trataéos con morfina durante seis dias, la inyeccién de na
lorfina produce marcados aumentos en los niveles de corti-
costerona en glindula adrenal y plasma; ests outimulacién
de la funcién adrenocortical se considera (Pnroli y Melchig

rri, 1961) se produce en respuesta al "stress'" de abstinen-
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cia, inducido por la administracién del antagonista del
opioide y por tanto nuestros resultados son indicativos
de que en los animales se ha desarrollado ya un cierto
grado de dependencia a }a morfina a pesar de la corta

duracién del tratamiento.

También Kokka y col. (1973) con un esquema de mor-
finizacidn parecido al utilizado por hosotros, observa-
ron que en la rata la administracién de naloxona, otro
antagonista de la morfina, provoca en los animales mor-
finizados signos tipicos de abstinencia, como hipoter-
mia, hiperactividad, etc. ademas de una notable activa=-
cién del eje hipSfisis-adrenal, evaluada por la eleva=-
cién de los niveles de corticosterona en plasma. Ante-
riormente Paroli y Melchiorri (1961), habian encontrado
que la excrecidn urinaria de corticosteroides en la ra-
ta est& aumentada durante el sindrome de‘abstinencia a
la morfina, bien sea éste inducido por la administracién
de nalorfina, bien por cesar de administrar el opioide.
Asf mismo Borrell y col. (1975) han indicado que en el
gato, especie en que la morfina tiene accidn excitante,
la administracién de nalorfina a animales tratadds cro-
nicamente con el opioide también produce un sumento en
los niveles de corticosteroides en glindula suprarrenal

Y plasmae.
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En nuestras experiencias los animales tratados con
nalorfina mostraron una marcada irritabilidad e imcluso
comportamiento agresivo cuando fueron sacados de la jau
la para el sacrificio; pbservamos ademis posturas este-
reotipadas asi como una gran actividad roedora y motriz,
sintomas descritos para la rata como signos del sindrome
de abstinencia (Kaymackcalan y Woods, 1956; Buckett,
1964; Blasig y col., 1973). Si consideramos este fenéme
no como un "stress" y puesto que estos animales presen-
tan unos niveles de corticosterona en glandula y plasma
notablemente elevados, podemos pensar que el tratamiento
crdnico con morfina, no impide la respuesta de la rata
al "stress'" a pesar de la disminucidén en la actividad

adrenocortical observada en los animales morfinizados.

Maynert y Klingman (1962) encontraron que después
de provocar el sindrome de abstinencia con nalorfina, el
contenido de catecolsminas en glindula adrenal est& dis-
minuido en el perro y en el conejo, pero no es modifica-
do en la rata, resultados que respecto a la ratn coinci-
den con los de Gunne (1963); nosotros no observamos va-
riaciones en la concentraciédn de catecolamines en glén-
dula adrenal, ni tampoco en el contenido de noradrenali-
na en cerebro, observando sin embargo que los niveles de
dopamina son significativamente superiores tras la admi-

nistracién de nalorfina. Iwamoto y col. (1973) también



180

encuentran un aumento en los niveles de dopamina del ce-
rebro, asociado con el sindrome de abstinencia inducido
por la naloxona, en ratones y ratas dependientes g 1la

morfina.

Toda vez que algunos investigadores (Schwartz y Eidel
berg, 1970; Maruyama y Takemori, 1973; Herz y col., 1974)
han observado que el tratamiento con drogas que afectan
el contenido de catecolaminas en el cerebro, modifica al
gunos signos tipicos del sfindrome de abstinencia, pensa-
mos que el aumento en el contenido de dopamina podria es
tar relacionado con la manifestacidn de estos sintomas.
Recientemente se ha sugerido (Puri y Lal, 1973; Cox y col.
1975) que la dopamina en cerebro tiene un importante pa-
pel en la hipotermia y comportamiento agresivo que mues-
tran las ratas durante el sindrome de abstinencia a la mor

fina.

Kumar y col. (1971) han indicado que en los roedo=-
res los efectos catalépticos y el comportamiento estereo-
tipado parecen estar inversomente relacionados durasnte el
desarrollo de la toleranciala la morfina. En nuestras ex-
periencias, hemos podido comprobar que con la administra-
cién crénica de morfina, los sintomas catalépticos dismi-

nuyen en dur ac ién e intensidad a medida que avanzamos en
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el tratamiento y los animales muestran mayor actividad,
aumentando sobre todo la actividad roedora, lo que parece
indicar, de acuerdo con los criterios normalmente estable
cidos para la rata (Blés;g y col., 1973), que se van ha-

ciendo tolerantes/dependientes a la morfina.

Sin embargo se han descrito diferencias entre las
distintas especies animales en relacidn al desarrollo de
la tolerancia y dependéncia f{sica a la morfina. Genersl-
mente en aquellas especies en las que el opiloide tiene
una accidn analgésico-sedante se desarrolla rapidamente
tolerancia a este efecto, mientras que en las que tiene
un efecto excitante, como por eJemplo el gato, se ha ob-
servado (Borrell, 1973) que se adquiere cierta toleran-
cia al efecto excitante de la inyeccidn inicial de la dro

ga pero en mucho menor grado.

Hemos comprobado que en la rata, bajo nuestras condi
ciones experimentales, no solo se desarrolla rapidamente
tolerancia a los efectos de la administracidn =guda de
morfina, sino que también igualmente se adqdiere dependen
cia fi{sica, como lo indica el hecho de que después de in-
yectar morfina durante seis dfas consecutivos, la adminis
tracién de un antagonista del opioide, la nalorfina, pro-

voque aumentos en los niveles de corticosterona en gléndu
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la adrenal y plasma, Jjunto con la aparicidn de diversos
sintomas de abstinencia. Estas observaciones parecen es
tar de acuerdo con la teoria de Way y col. (1969) quie-
nes indican que el desa?rollo de la tolerancia va acom-
pafiado por el desarrollo de la dependencia fisica a la

morfina y que parece ser un proceso comfin subordinado

el uno al otro.
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Hemos estudiado el efecto que el tratamiento agudo
de distintas dosis de morfina ejerce simultaneamente sp
bre la concentracidén de dopamina y noradrenalina en ce=-
rebro, sobre los niveles de corticosterona y sobre el
contenido de catecolaminas en glandula adrenal de ratas

hembra adultas.

También han sido determinadas las variaéiones de
los pafémetros mencilonados en animales sometidos a la
administracién continuada de morfina durante seis y do-~
ce dias, asi como la respuesta a la nalorfina de los

animales cronicamente morfinizados.

La respuesta a la administracidén aguda y crdénica
del opioide ha sido estudiada ademas en animales con
una sintesis deficiente de catecolaminas provocada me=-
diante la administracifén del metil ester de la of-metil
-p-tirosina (H 44/68), inhibidor de la biosintesis de
estos neurotransmisores a nivel del enzima tirosina hi

droxilasa.

Por los resultados obtenidos en el presente estu-

dio podemos concluir:
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la administracién aguda de morfina induce aumentos
en la secrecibén de ACTH, evaluado por los niveles
de corticosterona en glandula adrenal o plasma,
mientras que la adm}nistracién continuada del opioi
de produce descensos en la misma; por tanto se desa
rrolla tolerancia al efecto estimulante que sobre
la secrecidén de ACTH tiene una fnica dosis-de la
droga; sin embargo no parece ser que el tratamiento»
crénico inhiba la respuesta de los animales al

"stress",

La administracidn de morfina en dosis finica causa
descensos en los niveles de dopamina y noradrenali-
na en cerebro y asumentos en el "turnover" de ambas
bioaminas, determinado por medio de la inhibicidn
de la sintesis de catecolaminas con H 44/68. La ad-
ministracidn crdnica, aun cuando no modifica los ni
veles de estas dos aminas en el cerebro, disminuye
el "turnover" de las mismas, lo que indica que se
desarrolla tolerancia al efecto que sobtre lns cate-
colaminas en cerebro produce la inycccidn inicial

del opioide.

Por el tretamiento agudo con morfina, aunque no se

modifican los niveles de catecolaminas en glandula
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adrenal, se observan aumentos en el '"turnover" de
las mismas mientras que no se producen variaciones
con el tratamiento prolongado de la droga; es de-
cir, también se produce tolerancia a la accién de
la morfina en dosis finica sobre las catecolaminas

de la glandula adrenal.

La inhibicidn de la sintesis de catecolaminas por
el H 44/68 refleja una respuesta distinta en glan-
dula adrenal que en cerebro, siendo més intensa en
cerebro al igual que cuando inyectabamos morfina;
este hecho creemos que es debido a diferencias en
la vida media de las catecolaminas en glandula adre
nal y cerebro y no a una falta de conexibdn funcio-

nal entre estos dos sistemas adrenérgicos.

AGn cuando en animales sometidos a la administra-

cidn del inhibidor de la sintesis de catecolaminas,
H 44/68, se observa simultaneamente a los descensos
en los niveles de dopamina y noradrenalina en cdre-
bro aumentos en el contenido adrenal de corticoste-
rona, por el conjunto de los resultados obtenidos

en esta tesis con las diferentes pruebas experimen-
tales no se puede deducir la existencin de una rela
cibn inversa entre el contenido de noradrenalina y/o

dopamina en cerebro y la actividad del eje hipota-
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mo-hipbfisis-adrenal.

La rata desarrolla rapidamente dependencia a la morfi
na como lo indica la elevacidén en la actividad del eje
hipéfisis-adrenal causada por la administracién de na-
lorfina a animales tratados cronicamente con el opioi-

de durante seis sfias.

El aumento en el contenido de dopamina en cerebro en-
contrado en animales morfinizados durante seis dias y
tratados con nalorfina, creemos pudiera estar relacio-
nado con el aumento en la actividad locomotora observa
da en estos animales y posiblemente atribuible al sin-
drome de abstinencia inducido por la adminigtracidn de

nalorfina.

La inyeccién inicial de morfina provoca en la rata sin
tomas de sedacién, rigidez muscular y catalepsia que
van desapareciendo por la administracidn repetida de
la droga, observandose signos de excitacidn y aumento
de la actividad roedora, lo gque indica que se desarro-
1lla tolerancia a los efectos farmacoldgicos que produ=-

ce la administracidn aguda del opioide.

En la rata por la administracidn continuada de morfina
se desarrolla tolerancia no solo a los efectos que so-

bre el comportamiento induce la droga en dosis finica
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sino también a los efectos de la misma sobre la fun=-
cibén del eje hipSfisis-adrenal, sobre el metébolismo
de la dopamina y noradrenalina en cerebro y sobre las
catecolaminas en gléndula adrenal. Si todas estas ac-
ciones de la morfina son interdependientes o mo, re-

quiere posteriores investigaéiones.
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