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1, Liberocién de Acctilcolina en el intestino de coboyo.

La fueéte intestinal de Ach. se ha discutido desde hace
tiempo, y su posible procedencia no ner;iosa fué la cuestién més
debatida, En 1938 DIKSHIT (citado por PATON y col., 1968), llegé
a loAconclusién de que la Ach tenfa un origen exclusivamente ner-
vioso, baséndose para ello en la asociacién que obtuvo en sus pre-
paraciones entre contenido de Ach y la presencia o ausencia de
desorrollo del plexo de Averbach. Por el contrario FELDBERG y
LIN en 1949 y 1950 (citodos por PATON y col., 1968), piensan que
en el conejo y en el cobayo la Ach del intestino tiene en porte
un origen no nervioso. En 1963 JOHNSON , concluye que se origina
en fuentes nerviosas después de realizar ensayos con varios fér-
macos y con cambios en la temperatura y en las condiciones iéni-
cas. Sin embargo, no se excluye la posibilidod de que parte de
la Ach liberada por el intestino provenga de la fibra lisa muscu-
lar propiomente, e incluso esto esté apoyado por observaciones
de su formacién en otros tejidos no merviosos (PATON y col. 1968).

MAGNUS en 1904 habfa observado que era posible separor
el misculo circular y el longitudinal, pero la mayorfa del plexo
de Averbach se urrustrobé'con los tiras de mésculo longitudinol.
Otros investigodores hicieron observaciones similares, y los exé-
menes de microscopfa electrénica hechos por PATON en 1964, sugie-
ren la posibilidad de seporor completamente el tejido nervioso
del misculo liso. El plexo de Averbach con los ramificociones ner-

viosas originadas en él, porecen formar un estrato en la cora in-




terna del misculo longitudinal, y no mandan fibras nerviosas que
penetren al estrato ﬁusculor. Si éste fuese el caso, la elimina-
cién totol del plexo de Averbach representarfa en ésta especie
la denervacién total., Al microscopio eparecio la parte proximal,
donde comienza la separacién de las fibras longitudinales, con
el plexo; la distal completamente exenta de plexo; y una zona
intermedierxento en sus mérgenes, pero que retiene el plexo en
el centro adoptando o veces forma de V.

PATON en 1955 observé la posibilidad de producir y re-
gistrar coﬁtroccione; en el ileon de cobayo estimulado con dos
electrodos, uno de los cu;les estaba suspendido en la solucidn
que baiioba el érgano, y el otro en el lumen intestinal. También
se registraron contracciones aplicando dos electrodos a las fi-
bras longitudinales inervadas, y las tiras denervodas no dan res-
puesta o la dan muy pequeiic (PATON. y col. 196B). Por otra parte,
las experiencias que miden la liberacién de Ach en reposo y en
idénticas condiciones de estimulacién de tiras longitudinales iner-
vadas y dencrvadas, don siempre una liberacién de Ach de las fi-
bras denervadas ol menos un 5% menor de la liberocién de las :
inervadas (PATON y col. 1968B).

La liberacién de Ach en reposo de tiras de misculo lon-
gitudinol por unided de peso es dos veces la liberacién del ileon
completo. Considerando que el peso de la musculatura longitudinal
es oproximadamente el 107 de la de todo el ileon, esto implica que
lo quinto parte de la liberaocién en descanso del intestino prbbie-

ne de la musculature longitudinol y esté asociada con el plexo de



Averbach. El contenido en Ach se vié que en el misculo longitudi-
nal es unas tres veces el contenido del ileon completo por unidad
de peso, y teniendo en cuenta los pesos relativos de los das, esto
signi?icq que oproximadamente la cuarta parte de la Ach de todo

el intestino esté en el misculo longitudinal y asociada con el
plexo (PATON y col., 1968). En ambas preparaciones hay un incremen-
to considerable en la liberacién de Ach como consecuencia de la
estimulacién por compo, y PATON en 1963 observé que en el intes-
tino entero al aumentar la frecuvencio de estimulacién la liberacién
por descarga cafa, aunque la liberacién por minuto aumentaba. E1
intestino entero y la fib;o longitudinal se comportan de forma
similor respecto a variaciones de frecuencia, lo que porece indi-
car que el origen de la Ach es el mismo en ambos casos (PATON y
col., 1968).

Ya en 1957 PATOH, observé con la técnico de estimulacién
coaxial que la morfina al igual que la cocaofna reducen la libe-
racién de Ach con una reduccién mayor en reposo y con estimulacién
a bajos frecvencios que con estimulacién a frecvencias mayores.

Lo sensibilidad a la cocaina y a la morfina también son similores
en todo el intestino y en las tiras longitudinales, y la libera-
cién de Ach adicional por el intestino entero parece ser que tie-
ne un origen en tejido nervioso también. La presencia de lugores
de sintesis y liberocién de Ach en la membrono mucosa, similares
a los del plexo de Auerbach por ejempla no parece que se pueda
negar (PAfON y col. 1963).

Huevamente en 1963 y 1970 COVIE y cols., establecieron



que la morfina a concentraciones bajos deprime la liberacién de
Ach del plexo longitudinal estimulodo a bajas frecuencias. En
presencia de morfina 19 liberacién p;r descarga es menor y casi
constante a frecuencias comprendidas entre 0.1 Hz y 10 Hz, mien-
tros que sin morfina la liberacidn por descarga es mds alta a
bajas frecuencias de estimulacién y cae al incrementor la frecuen-
cia. Resultodos similaores se obtuvieron en lo correspondiente
preparacién de conejo, pero los valores absolutos de la cantidad
de Ach liberada son solo la décima porte de los obtenidos en co-
bayo, y ademés en el ;onejo lo liberacién no se afecta por do-~
sis de morfina que qfecto; la liberacién en el cobayo (GREENBERG,
y cols, 1970). Por otra parte, también se establecié que la de-
presién de la liberaocién de Ach que la morfina origina en el ple-~
xo longitudinal de cobayo es mayor utilizando pulsos simples de
frecuencias bajaos que utilizando grupos de pulsos de 1O pulsos a
intervalos de 20 milisegundos. Aumentando el nimero de pulsos por
grupo la diferencia en la liberocién de Ach con o sin morfine no
aumenta (GREENBERG y cols. 1970).

La alta liberacién de Ach en reposo y a bajas frecuen-
cias, frente a la escasa 1iber§ci6n por minuto a altas frecuen-
cias de estimulacién, y la sensibilidad a la morfina dependiente
de la estimulocién, estdn ligados a la ausencia de Unione; neuro-
efectoras especializados representando las carocteristicas de un

sistema rclativamente primitivo de tronsmisién (PATON y col. 19¢8).



Hoy que seiialar que la porcién terminal més préxime
o lo unién ileo-cecal del ileon de coboyo tiene receptores olfa
adrenérgicos excitadores (MUWRO, 1953) por lo que normalmente

se desprecia en las preparociones de ileon de cobayo.



2. Opidceos.

Posiblemente ya los efectos sicolégicos del opio se co-
nocfan en tiempos de los sumerios (4.006 a.C.); pero la primera
referencia clara que tenemos sobre el llamado jugo de adormidera,
estd en los escritos de Teofrasto que datan de lo tercera centuria
ante§ de Cristo. Lo Grecia clésica utiliza el opio no solo para
aliviar el dolor, si no por su poder euforizante. El término opio
deriva de la palabra griega §pi6n, que significa jugo o zumo.

Los médicos érabes conocicon bien sus usos, y los comer-
ciantes érabes lo introdujeron en Oriente, donde se utilizé fun-
domentaolmente pora conirolar las disenterias.

A mediodos de la sexta centuria el conocimiento del opio
en Europa con usos que todavia prevalecen era un hecho. En lo
octava centuria se hicieron populores en Oriente los fumadores
de opio, y en Europa el uso de los opidceos por sus efectos sub-
jetivos fué bastante aceptado sin llegar todavia a suponer un
problema social.

En 1803 un joven formacéutico olemén, SERTURNER, aislé
y describié un alcaloide del opio que llamé morfina en honor del
dios griego del suvefio Morfeo. A mediados del siglo XIX ya se ha-
bfo extendido la vtilizacién de lo morfina en sustitucién de los
preparados crudos del opio.

La invencién de lo aguja hipodérﬁico y el uso parenteral
de la morfina acentuoron .los problemas de su dependencia fisica.
En E.E.U.U. el problemo se acentud po; la afluencia de traobajado-

res chinos funodores de opio, por la odministracién de opiéceos



o los soldados heridas en la guerra civil, y por le disponibilidad
no restringida hasta los primeros afios de esta centuria. El pro-
bleme social creado aceleré la busqueda de opiéceos sintéticos

que no ocasionasentoxicomanfa. (JAFFE y col,. 1975 y SNYDER, 1977).

2,1, Receptores opiéceos: Generolidades.

Los receptores son macronoléculas que tienen por fdncién
el reconocimiento de forma especifica de la molécula efectora a
la cual ellos corresponden. E;toblecen con ella una wnién indu-
ciendo la activacién de un sistqmo biolégico dado. Segln CUATRE-
CASAS postulé en 1975 (ciiodo por JACOB y cok. 1978), los crite-
rios que debe satisfacer la unién a receptores especificos por
un ligando los resumiriamos en los siguientes puntos:
a) Unién especifica, y estereoespecifica si hay lugar a ello.
b) Unién saturable, lo que implica némero limitado de receptores.
c) Afinidodes relativamente altas.
d) Distribucién de los lugares de unién concordante con las zanas

sensibles al ligando estudiado.

e) Unién reversible.
Estes criterios no son limitativos y se pueden adoptar otros. Por
otra parte tanpoco tienen volor absoluto excluyente cada uno en
porticular.

El reconocimiento especi{fico de las moléculas efectoras
agonistos por los moléculos receptoras desencadeno una serie de
procesos que en Gltimo término traen como consecuencia la produc-

cién del efecto formacolégico. Este no es el caso de las moléculas



antagonistas, que por su conformacién estructural cumplen los re-
quisitos que les permiten unirse a los receptores, pero la conse-
cuencia de esta unién no es la produccién del citado efecto far-
macolégico, sino por el contrario el bléqueo del receptor que no
puede unirse a los agonistas pora que tengo lugar tol proceso.

Hoy diversos hechos que apoyan el concepto de receptor
eSpécifico para las sustancias opibceas, pues producen efectos
oltanente Selecfivos a concentraciones muy bajos. A parte de esto
la morfina y la mayorfa de los opidceos presentan una estructura
en T con dos anchas superficies hidréfobas que forman entre si
dngulo recto, un grupo hidréxil; capaz de formar enlaces de hidré-
geno, y un Gtomo de nitrégeno con carga positiva capaz a su vez
de formar un enlace iénico. Es decir, que en ellas tendriamos que
considerar una relacién estructura-actividad, que exige incluso
una isomeria levorrotaioric purallos moléculas, y que puede con-
vertir por otru parte a una molécula activadora en inhibidora del
efecto analgésico por ligeras modificaciones estructurales (SNYDER,
1977) (figures 1y 2).

Los primeros estudios que han tentado la busqueda de.
receptores opifceos han utilizado estos compuestos marcados por
un radioisétopo, y los han odministredo in vivo determinando su
fijacién por medidas de la rodiuétividod en los tejidos. Se ha
intentado dilucidar la forma fisica del supuesto receptor opidcco
ateniendose a sus propiedodes de estercoespecificidad, y se han
administrado isémeros + y - . En ocasiones se ha fracasado en el

intento de poner en evidencia la citada unién estereoespecifica.



Estos fracasos se deben principalmente o la escasa radiactividad
especifica de los ligandos utilizados por una parte, y al hecho
de que la unién observada era solamente estereoespecifica en una
proporcién muy débil, que a menudo estaba enmascarada por una fi-
jacién muy importante no especIfica., La utilizacién de ligandos
de elevada rodiactividod a concentraciones bajas solventé el pro-
blema, pues de éste manera la unién estereocespecifica esté privi-
legiado. Sin embargo, el solo hecho de unirse estereoespecifica-
mente no es suficiente pora establecer una asociocién entre un
opibceo y un receptor. Algunos constituyentes del tejido cerebral
ordenados de forma simétrica a los opifceos, pero distintos de
los receptores, discriminorion entre sus dos isénmeros, SHYDER
comprueba que no solo ocurre esto con ciertas sustancias grasas
cerebrales, si no que los opidceos se unen estereocespecificamente
incluso a algunos filtros de fibra de vidrio (SWYDER, 1977). Por
otra parte la especificidad como siempre es relativa, y sustan-
cias que no se consideran morfinicos tienen poder de desplazar
a ligandos radiactivos. De ésta forma los anestésicos locales in-
hiben competitivamente la fijacién estereocspeci{fica de la nal-
trexona tritiada en el cerebro de ratén, y los esteroides son
desplazacdos competitiveomente por los opidceos (JACOB y cols. 1978),
A partir de 1973, combincndo técnicas de rodiactividad
especifica elevada y de separocién de moléculas libres y unidas
; receptores, tres lcboratorios han observado de forme independien-

te uniones estercocspecificas de morfinicos., TERENIUS en 1973
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(citado por JACOB y cols. 1978), ha estudiado la unién de dihidro-
morfina tritiado sobre membranas sinaptosomales purificadas de
cerebro de rata; SINON y sus colaboradores (citado por JACOB y
cols, 1978), la de la etorfing tritiada sobre homogeneizados de ce-
rebro de rata; y PERT y SWYDER (1973a) la de lo naloxona tritio-
da sobre el mismo material. Las fracciones tisulates fueron in-
cubadas con el ligando radiactive, en presencia o no de isémeros
activos e inactives (generaimente el levorfanol y el dextrorfén).
Después de la seporacién de moléculas libres y unidas dei ligan-
do por equilibrio de'didlisis, centrifugacién, o ultracentrifu-
gacién, la actividad de 1;s moléculas se determiné y no fué modi-
ficado por la presencia de dextroifén (isémero incctivo), mientras
que lo fué disminvyendo fuertemente por la del levorfonol (isé-
mexro activo). La diferencia observada corresponde a la fijacién
estereoespecifica del ligondo tritfodo. Después muchos laoborato-
rios han confirmado estos resultados con ayuda de técnicas simi-
lares,

Las uniones estercoespecificas de ligandos opiGceos dan
constantes de disociacién lentas que corresponden a afinidodes
relativamente altas. Las uniones son sensibles al pH del medio
de incubacién y dependientes de la temperature (PERT y col. 1973a).

| Para asegurarse que los receptores morfinicos puestos
en evidencia sobre homogencizados de tejido cerebrol, no corres-
ponden a artefactos de preparacién, ciertos autores han rebuscodo

lo existencia de estos lugares de unibn sobre tejidos intactos.
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Asi HUANG y TAKENORI (citodos por JACOB y cols, 197€) han estudio-
do la unién de la etorfina tritfoda sobre cortes cerebrales de
corteza y cuerpo estriado, y han vuelto a encontrar una unién
estereoespecifica saturable y de alta ofinidad.

Se han sugerido modelos de receptores basandose en re-
laciones estructura-actividad que requieren una interaccibn ié-
nica entre los férmocos moxrfinicos y sus receptores. Por lo tan-
to entre los compuestos de estructura similar los altamente io-
nizadas al pH fisioldgico de 7,4 deberian tener favorecida su
unidén estercoespecifica, mientrgs que sus interacciones inespe-
cificas hidrofébicas seri;n menores. Por otra porte las interac-
ciones hidrofébicas inespecificas y los componentes hidrofébicos
de las reacciones de la unién especifica dependen de la fuerza
iénica en el medio que rodea al receptor, de forma que al aumen-
tar la fuerza iénica se favorecen las interacciones hidrofébicas
(HOLLT y col. 1975).

Se ha llegado o la conclusién de que hoy tres clases de
interacciones entre un opidceo y las membranas que contiencn sus
receptores (GOLDSTEIN, 1976):

a) Una interaccién no saturable que consiste en una solucién fi-
sica de laos moléculas de opidceo lipofflico en las membronas
lipfdicas.

b) Una unién saturable, no especifica, que consiste fundamental-
mente en interacciones entre el dtomo de nitrégeno protonado

del opidceco y los grupos anibnicos de las moléculas de los men-

12



branas.
¢) Una interaccién estereoecspecifica de los opifceos con los re-

ceptores opibceos.

2.2, Influencias en la unién especifica al receptor opiéceo.

Ensayos experimentales "in vitro" parecen indicar afi-
nidades semejaontes pora agonistas y antaogonistas, mientras que
en ensayos "in vivo" los inhibidores son mucho més potentes que
los activaodores opidceos. PERT y SHYDER en 1973by 1974 demostra-
ron la influencia del sodio en la fijacién de ligondos morfini-
cos marcados; "in vivo" ei sodio favorece la unién de los anta-
gonistas a los receptores, Este efecto es especifico del sodio,
solo el 1{tio, con un radio atémico del mismo orden, ticne efec-
tos similares, pero no otros iénes con carga positiva como el po-
tasio, el rubidio y el cesio.

Todo indica que el receptor opidceo existe en dos con-
formaciones y cuando esté en la conformacién-sodio se une pre-
ferentemente a los antagonistas, mientras que en la conformacién-
No-sodio se une a los agonistas. Las acciones farmacoldégicas ocu-
rren solo como consecuencia de vniones de agonistas, mientras que
las uniones de antagonisias reducen el ndmero de conformociones-~
No-sodio del receptor disponibles para los agonistas. Ambas con-
fornociones serian interconvertibles (figura 3).

Lo afinidad de un ligando por su receptor se determina

en parte por su velocidad de disociacién; asi, se puvede predecir

13



ung constante de disociacién ‘menor para uniones de mayor afini-
dad. Se ha comprobado la existencia de lugires de unién para
un opiéceo dado de alta y de bajo afinidad. Asf, PASTERNAK y
SNYDER en 1975a, utilizando 3H naloxona (entagonista), y 3H di-
hidromorfina {agonista), evidenciaron uniones de alta afinidad
opifcea frente a las ya descritas anteriormente de menor afini-
dad. El significado funcional de los lugares de unién de alta y
baja afinided opibcea se exblicoria también proponiendo dos con-
formaciones distintas para el receptor opifceo, de tal forma que
un ligando determinado presentarfa uno olta afinidad por una de
las conformaciones, y men;r por la otra. Los lugares de alta
afinidad encontrados por PASTERNAK y SHYDER pora la 3H noloxona
se cofresponderian con la unién a la conformccién-sodio-antagonis-
ta del receptor, mientras que su baja afinidad de unién tiene
lugar'en los sitios con la conformocidn-No-sodio-agonista del
receptor. Igualmente, las uniones de baja afinidad de 3H dihidro-
morfina implican un estado antagonista del receptor, ya que ella
se comporta fundamentalmente como agoniste. Estas dos conforma-
ciones se corresponden a las admitidas por ALEXANDER GERO: Con-
formacién nativa (reccptor-No+) y la conformacién distorsionado
producida por la activacién del receptor por los agonistas morfi-
nominéticos (GERO, 1978).

El efecto discriminador del sodio es dependiente de la
temperatura (CREESE y SHYDER, 1975). La unién de aniagonistas en

presencia de sodio estd disminuida por un aumento de lo tempera-
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tura entre 02 y 302, mientras que el efecto inverso tiene lugar
para los agonistas. Cambies conformacionales también pueden ex-
plicar éste fenémeno.

El grupo de SIMON (1975b), también apoya la teoria
del sodio, y los estudios en las variaciones de fijacién llevan
a SIION a la conclusién de que el sodio oumenta la afinidad de
los antagonistas sin desencadenar lo puesta en marcha de nuevos
lugares dé unién, de forma QUe el nlmero total de receptores per-
maneceria siempre inalterado.

SNYDER introduce el factor llamado "Indice de sodio"
qgue represento lo relociéa entre la concentrociédn del morfinomi-
mético necesaria para inhibir‘Lu unién de la noloxona en un 503
en presencia de sodio, y la concentracién del morfinomimético
necesaria en ausencia de sodio. Los.vulores pequeiios del fndice
de sodio corresponden a férnocos con morcado carbecter antagonis-
ta, ya que en ausencia de sodio disminuye mucho su capacidad po-
ra unirse al receptor opidéceo (medida por la inhibicién que ejer-
ce sobre la unién de la naloxona) (figura 4). La figura 4 es bien
demostrativa a este respecto, bero debe gquedar bien claro que no
existe relocién alguna entre la actividad analgésica y el Indice
de sodio, puesto que aquella estd mbs en relocidén con la activi-
dod intfinsecc que con el grado de ofinidad.

El grupo de PASTERNAK (1975b) ha puesto en evidencia un
efecto discriminador de iénes divalentes. El manganeso aunento la

unién de agonistas y no modifica la de ontagonistas. El magnesio
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y el niquel poseen también esta propiedad en un grado menor. Por
el contrario, los iénes ferrosos y el cobre disminuyen la fija-
cién de los ogonistas. Estos efectos son por otra parte mds ne-
tos cuondo el medio contiene sodio. La sustancia quelante EDTA
inhibe lo fijocién del agonista sin modificar la del antagonisto,
efecto reversible por lo adicién de Hn++. En combio el quelonte
més especifico del Ca++ el EGTA, no modifica la fijacién de las
agonistas a sus receptores;

Los reactives de proteinos influyen también sobre la
unién. El grupo de SIMON en 1973 (citado por JACOB y cols. 1978),
y el de PASTERHAK en 1975;,d, han observado los efectos inhibi-
torios de muy débiles concentraciones de tripsina o quimiotrip-
sina sobre la fijacién de ligandos raodiactivos. Estos traotomien-
tos enziméticos como los de fosfolipasa A reducen més lo fija-
cién de agonistas que lo de antagonistas, siendo més marcado
éste efecto en presencia de sodio. Ademds los sustancias que
modifican las protefnas por reoccionar con grupos sulfhidrilo
reducen tombién la capocidad de fijocién de los agonistas al ma-
terial receptor en mayor proporcién que la de los antagonistas;
sin emborgo, si los ogonistas estén fijados antes del tratomien-

to protegen el lugor.

Diversos modelos tedéricos de receptores se han propues-
to, pero ninguno es plenamente satisfactorio por el momento, ya

que el aislomiento y la purificacién de receptores opiéceos no
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se ha realizado adn con gorantfa absoluta.

El grupo de GOLDSTEIN (LOWNEY y cols. 1974), ha extrai-
do un moteriol proteolipidico mediante una mezcla de cloroformo
y metanol, que resulté ser capaz de fijor a los opidceos de for-
ma estereoespec{fica. Estos outores piensan que posiblemente
existan diversos tipos de receptores.

SIMOM y sus colaboradroes (1975a) hon solubilizado con
ayuda de ug detergente no idnice un comple jo receptor sobre el
cual la etorfina estd unida de forma estereoespecifica. Este
comple jo cuando se sépora es sensible a las enzimas proteolipi-
dicas y a los reactivos d; los proteinas y esto hace probable
que su noturaleza fuese protéico..Sin embargo, una vez disociado
el ligando, esta macromolécula no es capaz de volverlo a fijar.

LOH y sus colaboradores en 1975 y CHO con los suyos
en 1976 (citados por JACOB y cols. 1978), han presentado un mode-
lo estructural de receptor de ocuerdo con los teéricos propues-
tos por PORTOGHESE en 1975 (citod# por JACOB y cols. 1978). Este
modelo hace intervenir o los cerebrosidos, sobre los cuales los
opidceos se fijan de forma esteroespec{fica con alta afinidad.
Los diferencias observados entre las afinidades de agonistas y
de antagonistas se podrfan explicar por la existencia de puentes
elecirostéticos entre la molécula opiécea y los cerebrosidos. Es-
tos puentes serfan més numerosos en el caso de los antagonistas
que en el de los agonistas. Se llegé a la conclusién de que uno

de los constituyentes més importantes ce los cerebrosidos en la
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unién serio la fosfatidilserina. Se puede sugerir que estos ce-
rebrosidos representan todo o parte del receptor, pero no pueden
identificarse realmente a un receptor funcional, Desde luego

lo distribucién de los ce¥ebrosidos es bastante general, pero se
podria pensar que ciertos de entre ellos representarfan laos lu-
gores de reconocimiento del receptor por donde son accesibles o
la morfina.

Desde luego, el modelo més aceptado es el que apoyan
SNYDER, PASTERNAK, y SIMON, que afirma su naturaleza protéica y
que pone en juego el efecto disqriminatorio del sodio y algunos
autores han sugerido estr;cturos para el.receptor mor finico com-
binado de forma teérica diversos aminoécidos.

Por otra parte diversos estudios apuntan el estaobleci-
miento de multiples receptores opidceos debido a las diferencias -
encontradas en la distribucién de vniones o receptores con va-
rios ligondos (PATERSON y KOSTERLITZ, 1978) y a las diferencias
en las occiones farmacolégicas y el antagonismo de naloxona en
unos y otros morfinomiméticos (BONNET y cols. 1978, WARD y cols.

1978).

2.4, Distribucién, desarrollo y localizocién de receptores mor -~

. finicos.

La distribucién fiologénica de los receptores morfini-
cos ha sido estudiada por PERT y cols. (citado por JACOB y cols.

1978), y por SNYDER (1977). Los invertebraodos no tienen recepto-
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res morfinicos, mientras que en los vertebrados estudiados se han
encontrado receptores de este tipo incluso en especies muy primi-
tivas de peces cartilaginosos. No se ha encontrado por otra par-
te ninguna modificacién particular de las caracterfsticas fisico-
quimicos de los receptores morfinicos o lo largo del desarrollo
filogénico de los vertebrados. Al contrario de lo previsto no exis-
te ninguna tendencia evolutiva en éste sentido. La unién recep-
tor-opiéceo era cuontitativamente igual tanto en monos y en hu-
manos como en vertebrados tan primitivos como el tiburén y la
lamprea. Ademés, el }eceptor opibceo de estos peces primitivos
présentobo cosi la misma ;specificidud pora caon el férmoco como
el receptor opibdceo de los mamiferos, lo cﬁal significa que duran-
te el curso de la evolucién de los vertebrados han ocurrido pocos
cambios, si es que hubo olguno, en la estructura quimica del re-
ceptor,

En cuanto al desarrollo ontogénico, COYLE, PERT, CLEN-
DENINN y GARCIN (citados por JACOB y cols. 1978), han demostra-
do que en la rata los receptores son ya potentes después de do;
semanas de gestacién, y que su nlmero crece en paralelo al desa-
rrollo del cerebro sin cambios en la afinidad de unién del ligan-
do. Los receptores se desorrollan mds ré4pidomente a nivel de re-
giones cerebrales caudales (hipotélamo) que a nivel rosfrol (cor-
teza parietal), coincidiendo esto con determinaciones neuroanaté-
micas, neurofisicas y neurobiolégicas, que estoblecen el desarro-

1llo més precéz de las regiones caudales del cerebro. Por otra por-
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te, el cerebro de cobayo tiene un desarrollo més répido que el

de rota, lo que es extensible a sus receptores, y podemos estable~
cer tombién que su aparicién es precdz en relacién con receptores
de otros ncurotransmisores.

Los estudios sobre distribucién regional muestran que la
distribucién cerebrullde los receptores morfinicos no es homo-
génea. Los opidceos no se fijon a la sustancia blonca ni ol cere-
belo, si no que presentan mayor afinidad por la sustanci gris,
es decir, por elementos del cuerpo neuronal. Las regiones més
densaos corresponden al nécleo omigdalino de la corteza limbica,

a ciertas regiones del ce;ebrﬁ medio (sustancia gris periventri-
cular, sustancia gris pe#iacueductul), al hipotélamo, y nicleos
mediales del télamo (JACOB y cols. 1978; SNYDER, 1977; FLOREZ BE-
LEDO, 1977; EIDELBERG y BOND, 1972). Aunque en menos proporcién
también se han encontrado receptores opifceos en la sustoncia
gris de la médula espinal, En el interior de la médula los re-
ceptores se localizan en una franja densa que corresponde a la
sustoncia gelatinosa y que es una importante estacién de relevo
ﬁuro la conduccién uscenden#e de la informacién sensorial rela-
cionada con el dolor (DUGGAN y cols. 1976; SNYDER, 1977). Existen
principalmente dos vias cerebrales implicadas en la percepcién
del dolor, Los compuecstos opifceos apenas alivian el dolor aegudo
y localizado que parece transmitirse por una via de evolucién
tufdiu, que consiste en una serie de grupos de células a cada la-

do del t6lamo, que es un importunte centro de la informocién sen-
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sorial, En cambio los opiéceos olivian el dolor difuso, més cré-
nico y menos localizado, que parece que se transmite por una vio
de evolucién més temprana, que consiste en muchas neuronas inter-
calares, lo moyorfa de las cuales carecen del aislamiento de la
vaina de mielina, y por tanto conducen.los impulsos con lentitud.
Esta via, que se llama palecespinotalémica, asciende por la 1{-
nea media del cerebro y sus estaciones de relevo comprenden la
materia g;is central del tollo cerebral y la parte central del té-
lamo (figurosS}Q}El mope de distribucién del receptor opibceo en
el cerebro';oincide de forma sorprencente con la via paleoespino-
talémica del dolor (SNYDER, 1977; FLOREZ BELEDO, 1977). Lo que si
se sabe es que la morfinﬁ ejerce al menos porte de su accién an-
tinociceptiva a través de una accibn en el cerebro (BRADLEY, y
BRAMUELL, 1975), Otras regiones ricos en receptores se correspon-
den con otras acciones morfinicas distintas de las ontingciceptivas,
como es la corteza limbica, donde se sitbGan sus efectos sedativos
y antiemocionales euforizantes; el hipotélaomo, centro de sus ac-
tividades neurovegetativas; y la hipéfisis, donde se ejercen efec..
tos hormonales {JACOB y cols. 1978). Las éreas del cerebro con

menores DI5 tiencn funciones termorreguladoras (WEI, y.cols, 1975).

0
La distribucién de receptores morfinicos es diferente

de la de terminaciones de sistemas gabaércicos, triptominérgicas,

catecolaminérgicos y colinérgicos, aun o pesar de lo cual no de-

bemos olvidarnos de la existencia de cicrtos interacciones (JACOB

y cols. 1973).
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En cuvanto a su localizacién subcelular y celular, los
e;tudios en nenbranos sinaptosémicas purificadas dan volores més
altos de unién do los ligéndos frente a los estudios en homoge-~
ncizados brutos de tejidos, Cuando se homogeneiza el cerebro en
vna solucién de sacarosa a determinades concentraciones, las ter-
minaciones nerviosus se desgarran y se vuelven a solder formando
sGculos intactos denominados sinaptosonas. En el interior de los
sinaptosomas se encuentran las ves{culas sinfpticas y laos mito-
condrias del terminal, Cuando se seporan los sinoptosomas por pro-
cedimientos clésicos, a muchos de ellos se les odhiere la membra-
no de la $£ro célula que participa en la sinGpsis, y un solo si-
naptosoma puede constituir una sinlpsis completa. Los sinaptoso-
mas se pueden romper por choque osmélico al colocarlos en agua.

Se ha ;isto que los lugares de unién opidcea son tanto més abun-
>dant§s si la preparacién es rica en membranas sinaptosémicas; por
el contrario las fracciones que contienen mitocondrias o vesicu-
las sinfpticas son pobres (SIYDER, 1977; JACOB y cols, 1973; FLOREZ
BELEDO, 1977). Sccén MIZEMAH y LOH (citados por JACOB y cols,1973)

los receptores estén en la cara externa no endoplésmica de membrana

2.5, Efectos centrales de la morfina.

Desde el descubrimiento de VOGT en 1954 de la accién de-
pletadora de la morfina de las catecolaminas cerebrales, y el es=
tudio de SCILEIDER en el mismo aiio (citados por VEDERHIKOV y AFRI-
KAHOV, 1969), la cuestién del significado de los catecolaninas

en la accibén de la morfina suscité la atcencién de muchos investi-
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gadores, llegandose a la conclusién de que la activacién simpé-
tico central podric elevor el umbral dl doleor, y la analgesia
morflnica serfa el resultado de la liberacién de noradrenalina
de los lugares de almacén cerebrol (VEDERNIKOV, 1969).

En 1970 JAMES, propuso que si la morfina altera el meta-
bolismo de la serotonina y catecolaminas en el cerebro, inversa-
mente la deplecién de aminas antes de la administracién de morfi-
na podrfa modificar los efectos de los narcéticos en el comporta-
miento. Sin embargo, la relocién exdacta entre las ominas bidgenas
y los férmacos norcéticos no se puede definir por medidas en el
contenido de cotecoléminu; del tejido nervioso, ya que este re-
fleja solo cambios generales de gran magnitud, y no puede mani-
festar cambios locales a alteracién de la velocidad de turnover
de las aminas (CLOUET. y RATNER, 1970). También ha sido observa-
do en ciertas éreas del S,N,C. {cerebro medio),vun répido incre-~
mento en la concentrccién de catecolaominas en rat&s y ratones, que
parece deberse sobre todo o un incremento en la sintesis de ami-
nos; existen al parecer diferencios @ través del tiempo en los
sistemos neuronales de diferentes catecolaminas y también existen
diferencias entre ratones y rotas que pueden relacionarse con el
comportamiento de esas dos especies (HEINRICH y cols. 1971).

Las variaciones en catecolaminas causadas por la mor-
fina, fueron muy similaores a las causadas por estimulacién eléc-
trico agudo. Este hecho no resulta extrafio ya que cuando se apli-

ca estimulacién eléctrica en las zonas de las neuronas que se de-
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primen por morfina, se produce también anolgesia y depresién de
la actividad neuronal (BASBAUM y cols 1976)., Existe tolerancia

a esta accién analgésica del estimulo eléctrico, y existe tole-
rancia cruzada entre lo analgesia morfinice y la conseguida por
estimulo eléctrico. Por otra porte, la naloxona, antagonista
opifceo, también antogoniza la analgesia producida por estimula-
cién eléctrico; y odembs mecanismos serotoninérgicos parecen es-
tar implicados, al menos en'porte, en el mecanismo de ambos tipos
de onalgesia (FLOREZ BELEDO, 1977).

Numerosos investigadores insisten en el estudio de las
modificaciones en los nivéles cerebroles de catecolaminos en re-
locién con los analgésicos opiéceos (MONTEL y cols. 1974 y 1975) y
llegan a la conclusién de que la morfina a través de una accién
espeeificu en receptores opidceos inhibe la liberacién del trans-
misor de neuronas noradrenérgicas cerebrocorticales de rata evo-
vcudu por impulsos nerviosos, y por una accién no especifica la
moxfina a altas concentraciones aumenta la estimulacién inducida
por noradrenalina, presumiblemente inhibiendo sv reentrada den-
tro de los terminales nerviosos. HENDERSON (1972b) propne que
las sinfpsis insensibles al efecto especifico de la morfina es-
t6n caracterizadas por un incremento en la descorga de noradrena-
lina por pulso.al aumentar la frecuvencia de estimulacién, mien-
tras que en los sinépsis sensibles @ morfina la descarga por pul-
so es coﬁstonte adn voriando las frecvencias,

En 1976, varios investigadores (GOIES, y cols.) seiialan

que los efectos cardiovasculares inducidos por morfina estén re-
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lacionados e incluso mediados por los efectos de ésta sobre los
mecanismos cerebroles responsables del turnover de catecolaminas.
Se ha visto que existe un antagonismo de la analgesia
morfinica con el AMPc, que parece estar asociodo con aminas bié-
genas. Aumentando la noradrenalina cerebral se antagoniza el oumen-

to en la DI, de la morfina inducido por AMPc. Por el contrario,

50
aunentando la S5HT cerebral aumentan los efectos del AMPc, Pare-
ce.ser que‘es més critico elevar las catecolominas cerebrales

que bajar la 5HT para revertir el antagonismo. del AMPc con la
antinocicepcién (HO,.y cols. 1972). Sobre éste antagonismo morfi-
na-AliPc, otros investigod;res mantienen la hip6tesis de que la
sustancia principal responscble es un producto catabélico del

APc al cual los membranas son més permeables (GOURLEY. y BECKNER
1973). Por otra parte ROY y COLLIER en 1974 y 1975 (citados por
JACOB y cols, 1978), han observado sobre homogeneizados de cere-

bro de rota que la morfina inhibié el incremento de produccién

de AiPc inducido por prostaglandinas El é E2, inhibiendo la ade-
nil ciclasa. Otros investigodores confirmaron esto y se vié que
esta inhibicién era estereoespecifica y reversible por naloxona.
GULLIS en 1975 (citado por JACOB y cols. 1978), emitié la hipéte-
sis de que el efecto inhibidor de la morfina sobre la formacién

de AIPc en los cultivos de células podrfo ser secundario al aumento
en la produccién de GiiPc con un posible popel.importonte de los
agonistas morfinicos sobre le guanil ciclasa.

Tombién se ha estudiado la posibilidad de la existencia
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de un componente colinérgico en la analgésia. lorfina en elevoda
concentracién, IO-SM, desciende tanto la produccién como la li-
beracién de Ach, en trozos de corteza cerebral de ratén; a estas
concentraciones ocurre lo mismo con nalorfina y naloxona (VHOWES
y cols. 1970). Los lugares de occién morfinica se localizon en
terminociones nerviosas colinérgicas localizadas en la corteza
vcerebrol, o que pueden ipcluir elementos més profundos loceliza-
dos subcorticalmente. M&s de un lugar en el cerebro podria estar
implicado (JHAMANDAS y cols. 1970).

La mayorfa de los estudios que conciernen al mecanismo
bioquimico de la unclgési; inducida por morfinoa, fueron reali-
zados en ausencia de dolor; sin embargo, es bien conacido que
todo estado doloroso puede combiar los parémetros metabSlicos y
éstos son capaces de modificar la cuantfo y duracién de los efec-
tos farmacolégicos. Como el dolor se aplica solo en cortos inter-
valos de tiempo en laos pruebas de analgesia experimental, y co-
mo la respvesta al dolor es muy répida, es necesario medir sus-
tratos que tengan répidos turnovers pora que puedan reflejar lo
presencia de dolor. Se seleccionan los Gcidos del ciclo del 6cido
citrico como sustratos més representativos del metabolismo cere-
bral. SHERMAN y MITCHELL describieron una interaccién entre la
morfina y el dolor, que observaron primero en cerebros de polli-
tos en 1972, y un aifio més torde en cerebro de rotén, a nivel de
los intermediarios del ciclo de Krebs. Los conclusiones obtenidas

se pveden resumir en los siguientes puntos:
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a) La morfinao sin hiperalgesia experimental deprime los niveles
totales cerebrales de varios écidos del ciclo de'Krcbs.

b) E1 dolor reduce también los niveles de los intermediarios del
ciclo de Krebs.

c) La combinacién de morfina y dolor restaura o incrementa los
niveles de los écidos del ciclo de Krebs. Ninguna evidencia de
esto se encontré en higado, por lo que posiblemente la estimu-
lacién débidobo la combinacién de morfina y dolor no es mera-
mente una reaccién generclizada, si no que puede ser espec{fica
para el cerebro.

d) Los morfinomiméticos y'sus antogonistos muestron efectos simi-
lares en los cambios en los niveles del clclo de Krebs mien-
tras que producen efectos opuestos en la analgésia, Parece
por ello improbable que el efecto de lc interaccién de la mor-
fina y el dolor en dicho ciclo esté significando uno relacién
con la analgésia. Por otra parte, también la morfina produce
vtilizacién menor de varios sustratos del clclo de Krebs in
vitro, daondo valores inferiores del consumo de oxigeno en ce-

rebros de ratones.

2.6. Cependencia morfinica (S.N.C.)

CLOUET y RATNER (1970), comprobaron que en ratas hechas
tolerantes por trotomientos prolongodos con morfina no hay de-
plecién de aminas biégenas, mientras que en los no tolerontes, la
administracién de morfina cousobe una liberacién de dopamina y

norepinefrino del cercbro en las prineras horos después de la ad-
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ministrocién de la misma. Por otra porte le velocidad a la que se
logra la tolerancia puede canbiarse por administracién simulté-
nea de férmocos que alteran las cantidodes de aminas biégenas

en tejido nervioso.

HAUBRICH y BLAKE (1973), estudian la modificocién del
metabolismo de la seratonina en cerebro de raota después de la
administrocién oguda y crénica de morfina. En ambos casos se ob-
servaron incrementos en el metabolito 5HIAA de la 5HT; pudiera
ser que el aumento en 5HIAA fuese por aumento de triptéfano, cu-
ya concentracién como se sabe es limitante de la velocidad de sin-
tesis de serotonina. Los niveles de 5HIAA volvieron a valores
nornales o medida que se desencadena la tolerancia morfinica. La
velocidad de flujo de salida del SHIAA desde el LCR a la sangre
fue icual en las rotas control y en las tolerantes a morfina. Por
otra porte muchos estucdios muestran una reduccién de la analge-
siao inducida por morfina, y de la hipotermia y el efecto motor
depresor después de una disminuciédn de serotonina, y sugieren que
lo presenci§ de esta aminag es necesoria para que lo morfina pon-
ga en evidencia sus acciénes depresoras centrales.

Se comprobé que la odministracién crénica de morfina
inhibe la actividad de la HAO dondo como resultado el sindrome
de hiperactividad que resulta de los altos niveles cercbrales de
catecolaminas e indolaminas. En base ovtoles hollozgos se sugi-
rié que la morfina no aumenta la biosintesis de catecolominas por

un efecto directo en la tirosina hidroxilasa, ni tompoco el desa-
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rrollo de la toleroncia est6 asociado con un incremento en la
octiviad de este enzima cerebral (CATRAVAS y .cols. 1977).

Las inyecciones de morfina que produjeron un descenso
consistente en la velocidad de liberacién exponténea de Ach en
el cortex de ratas control, no cousaron descenso alguno en ro-
tas dependientes (JHAMANDAS. y SUTAK, 1974). Durante -el desarro-
1llo de tolerancia en ratones fue observado un incremento en la
liberuciénvde Ach, por lo cual se produjé un descenso en el con-
tenido de Ach cerebral en todas las regiones con excepcién del
cerebelo. Los regiones més ofectpdus fueron: cerebro medio y
corteza cerebrol., Se obsegvuron descensos en el peso corporal e
hipotermia (STAVIHOHA, y cols. 1977).

PERT y SHYDER (1976) sefialaron que en los procesos de
odiccién de los opiéceos esiobo implicoda una alteracién en el
nimero de receptores sin cambios en la afinidad, pero en los
ensayos de WIREMBERG y KLEE (citadospor SWYDER, 1977) el trata-
niento prolongado con opidceos en células hibridas de’neuroblas-
tomax gliona no afccta en absoluio ol ndmero de receptores ni a
la unién receptor-conmpucsto opibceo: y probablemente no es o
nivel del propio receptor donde fiene lugor la modificacién bio-

guimica fundamental causante de la toxicomania.

2.7, Reccptores morfinicos cn el S.N.P.: Gcnerolido§e§

Los receptores morfinicos se encuentran presentes no so-
P

lo en estructuras cerebrales,si no tonbién en tejidos muy dispa-
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res. Los cfectos de la morfina en el sistema nervioso periférico
son por otra parte muy selectivos. La morfina inhibe la transmi-
sién colinérgica en el ileon de cobayo (PATON, 1957) y en el co-
razén de conejo (KOSTERLITZ y TAYLOR, 1959), pero no tiene efec-
to sobre la transmisién colinérgica en el corazén de coboyo (KOS-
TERLITZ y TAYLOR, 1959), o en el ileon de conejo (GREENBERG y
cols. 1970), La selectividad de accién de la morfina se extiende
también al sistema adrenérgico, y asi actda sobre la transmisién
nevroefectora en la membrana nictitante de goto (TRENDELENBURG,
1957; THOMNPSOW, 1960; CARWIE y cpls.l961), y sobre la tronsmisién
neuroefectora en el condu;to deferente de ratén (HENDERSOY y cols.
19724).

El poralelismo que existe entre la actividad analgésica
de los anolgésicos opidceos y svu capocidad para abolir la trans-
misién colinérgica en ileon de cobayo y tronsmisién adrenérgica
en membrana nictitante de cato y con&ucto deferente de rcatén,
todos ellos estimulados electricamente, llevo a la vtilizacién
de éstos tres 6rganos como posibles modelos in vitro para una
f6cil valoracién de su accibén analgésica. Se ha puesto de mani-
fiesto paro muchos opidceos y sus antagonistos la existencia de
una correlocidn satisfactoria entre su afinidad por el receptor
y su eficacia farmacolégica, y asi tenemos §pi6ccos activos cowmo
el levorfanol y la morfina que ticenen uno afinidad por el recep-
tor mucho nayor que los opifceos débiles como la meperidina y

el pronoxifeno. Sin embarco, existen olcunas discrepancias como
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es el coso de lo etorfina, un analgésico con actividad analgésica
muy superior a la morfina y cuya afinidad por el receptor solo
supcra en unas 20 veces la afinidad de la morfina. Esto tiene

una explicacién légica si consideramos que la etorfina es 300
veces nés soluble en lipidos, y por tonto atraoviesa més facilmen-
te la barrera hematoencefélica. Otro ejemplo es el de la codeina,
con una actividod analcésica en el hombre aproximaeda al 205 de

la de la mérfinu, pero con una afinidad para unirse al receptor
cuantitativamente mucho més alejada de la de la morfina. Esta
discrepancia se explica facilmeqte por el hecho de que la codeina
se transforma en morfina bor accién de los enzimas hepéticos, y
es la mor{ina realmente la que peneira en el cerebro y provoca
leos efectos formocolégicos. Se sabe por otra parte que la codel-
na es mucho menos activa por via intracerebral que por via in-
travenosa, lo cual estarfa en conscnancia con lo expuesto., Estas
interferencios fcrmococinético§ para correlacionar la actividad
formacolégica con la vnién a reccpfores, se solventan con el es-
tudio del comportamiento in vitro de 6rganos que presentan gran
abundancia de receptores morfinicos, observandose una correla-
cién entre su actividad en estos érganos y la unién a sus recep-

tores (SHYDER, 1977)(Figs. 7y 8).

2.7.1, liorfinoniméticos en el ilcon de cobayo.-

Ya PATON en 1957 y posteriormente COUIE, KOSTERLITZ y
UATT en 1968, observaron que la morfina a bajas concentraciones

denrinfo lo liberacién de Ach en el plexo mientérico de laos fibras
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longitudinales de intestino de cobayo estimulado electricamente
con frecuencias bajos. En 1970 COWIE, KOSTERLITZ, LYDON y WA-
TERFIELD, comprueban que en el ilcon de cobayo los férmaces
analgésicos narcéticos tienen propiedades de ombos tipos ogonis-
tas y antagonistas, dependiendo de la relacién entre sv activi-
dod ogonista y antogonista como analgésicos., Existen solo unos
pocos compuestos yue sean antogonistas puros, desprovistos de
efecto agonisto totolmente; tol es el caso de ‘la naloxona. El
orden de actividades agonistas y antagonistas determinodo en el

. ileon de cobayo esté en consonoqcia con los observaciones hechas
en cerebro. Este hecho, hizo posible usar el ileon de cobayo pa-
ro predecir l;s actividodes agonistas y ontagonizas de nuevos
compuestos. Por otra porte, la estrecha correlocién que existe
entre lo actividad farmacoldégica de los octivadores opidceos en
éste 6rgano y su afinidad por el receptor en el mismo tejido, de-
muestra que el receptor es outéntico. (SNYDER, 1977): (figuro 7).
Podenos ver la utilidad pr4ctica de este modelo en el ejemplo si-
guiente. Se ha observado que la normorfina y la morfina son equi-
activas en preparaciones aislodas del ileon de cobayo, y en el de-
ferente de rotén, lo cual est§ de acverdo con los resultados de
inyecciones en ventriculos cerebrales de raotos. Sin embargo, la
normorfina es considerablemente menos octiva que lo morfina cuondo
se inyect6é intravenoso en rotas. Esta observacién se explicé por
el hecho de que la normorfina es menos liposoluble y pasa las ba-

rreras més lentamente. Estas relaciones estructura-octividad, no
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se ticnen cn cuenta en preparaciones aislades, donde la difusién
de barreras es de mucha meno; importancia. Por todo ello los en-
sayos con el métocodzl ileon de cobayo son adecuados para los
compuestos N-metil y MN-nor-homologos, habiéndose encontrado que
mientras morfina y normorfina son equiactivas por este método, en
gencral la pérdida del grupo M-metil conduce a una considerable
pérdida de actividad agonfsta, Otra excepcibdn de la regla serfa
el caso de la codefna y norcodeina que también son equiactives,
pero este caso es de menor significacién ya que sus actividades
agonistas son muy bgjos (KOSTERLITZ y VATERFIELD, 1976).

Los acciones de la mo}fina en el ileon parecen estar
nediadas o través de un mecanismo dependiente de calcio, Se obser-
va que elevando la concentracién de ion Co++ en la solucién del
baiio de drganos se redujo la actividad de la morfina pora depri-
mir las contracciones inducidas eléctricamente. Los antagonismos
del calcio y las adcioﬁes morfinicas en el ileon son interesantes,
ya que tombién el calcio antagoniza la accidn analgésica que tie-
ne la morfina en ratones (HELMANS, 1975),

La morfina se ha observado que tiene también actividad
antagonista, y existe la posibilidad de que oltas concentraciones
d> morfina antogonicen los efectos depresores de bajas concentra-
ciones, E1l aumento en el tomaiio de la controccion causado por al-
tas concentraciones de morfina es posiblencnte debido o una inhi-
bicién parcial de la colinesterasa preséntc en la preparacién.

Particularmente se mantiene esta hipétesis desde que se sabe que
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estos compuestos inhiben la ocetilcolinesterasa en homogeneizados
de cerebro, y que la acetilcolinesterosa esté presente en el ple-
xo mientérico, y la butirilcolinesterasa en el misculo longitudi-
nal (KbSTERLITZ y VATERFIELD, 1975).

El sitio de los efectos de la morfina en el plexo lon-
gitudinal no se conoce. No se sabe si el efecto es pre o postsi-
ndéptico, y ni siquiera se tiene lo certeza en el tipo de neurono
6 terminocién implicado (colinérgica, purinérgica, serotoninérgi-
ca, etc...). Para ver si el efecto es o nivel pre o postsinéptico
se ha probddo en condiciones de bloqueo de la transmisién sinép-
tica, pero los resultados—no son concluyentes en su totalidod.

Se ha postulodo que la estimulocidn por campo eléctrico active
oxones de neuronas colinérgicas motoras, y que la morfina actda
directomente en terminoles nerviosos colinérgigos inhibiendo la
liberacién de neurotronsmisor, Otro hipétesis sggiere que la
estimulacién.por campo eléctrico activa receptores serotoninérgi-
cos, pero se ha confirmado que la morfina no actéa bloqueando re-
ceptores de 5HT. Sin embargo, parcce haber un pequefio componente
de lo contraccidén resultante de la activacién de impulsos exci-
todores serotoninérgicos para la neurona colinérgica. Por otra
parte, es improbable que la morfineo actde bloqueando la conduc-
cién axonal en el plexo mientérico. Su lugar de actuacién es en

o cerca de los voricosidades terminoles (DINGLEDINE y GOLDSTEIH,
1976).

Segdn GOLDSTEIN y SCiiULZ en 1973 como la respuesto del
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ileon al estinulo eléctrico se bloquea por atropina el efecto
recae sobre el receptor muscarfnico en el musculo liso. La mor-
fina inhibe la contraccién y la liberocién de Ach pero parecfa
arriesgado afirmar que lo morfina actuase en terminoles colinér-
gicos cuondo se sabfa que a una concentracién razonable la mor-
fina no interfiere con la liberacién de Ach en los terminoles
colinérgicos de otros tejidos: génglios simpdticos, algunas ter-
minacionesvparasimpdticos, uniones neuromusculares esqueléticas,
etc... AsI BELL y REES (1974) estudiaron la accién de la morfina
en lo unién nevromuscular esquelética. Las altes concentraciones
requeridas de morfina por; ejercer su accidén depresora en lo
unién neuromuscular esquelética sugerfan un efecto no especifico
en este tipo de unién. Estos investigodores comprobaron que los
6rdenes de actividad de los anolgésicos opidceos publicados en
su efecto especifico sobre el dolor y sobre la depresién del ileon
de cobayo estimulodo.trcnsmuralmente, difieren mucho de las ér~
denes de actividad depresora de la preparacién de diafrogmo de
rata. Por otro parte, este 0ltimo efecto depresor de lo morfing
no se antogoniza por naloxona, y los estereoisomeros resultan . -
equipotentes en ésto preporacién, La conclusién de éstos hechos
fué que los efectos de los onolgésicos en la transmisién en la
unién neuromusculor esquelética no estén mediados por receptoﬁes
opiéceos. Parece més bien que aqui jueca papel lao liposolubilidad
de los compuestos que les facilitorfia el ganor occeso a una fase

lipfdica y producir una depresién no espccifica por una accién
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de tipo anestésico local. La folto de evidencia de que la morfina
actuase en los terminales colinérgicos hizo suponer o GOLDSTEIN
en 1973 que la morfina pudiera actuar en el plexo intestinol de
cobayo en otras sinfpsis distintas de los de la unién nerviosa
con el misculo liso; por ejemplo en una sinlpsis més proximal en
la vio excitatoria.

La explicacién m4s factible del efecto morfinico en
ileon de cobayo es la inhibicién de la liberocién de neurotrans-
misor en sus terminales nerviosos colinérgicos. Sin embargo, yo
que la 5HT -es un constituyente endégeno del ileon con localiza-
cién fundomentalmente neuronal, puede preveerse que alguna interoc-
cién con el sistema de S5HT puede ser fundamental en la respuesto
del ileon a morfina (ROSS y cola. 1972; GINTZLER y col. 1974).

ALDUNETE, YGJAY y NARDONES, estudioran el efecto inhi-
bidor que la morfino tiene también sobre lo peristélsis del ileon
aislado de cobayo. Este efecto ya habio sido estudiade por TREH-
DELENBURG en 1917 (citado por ALDUNETE y cols. 1975). Estos auto-
res comprueban que lo morfina exhibe toquifiloxisz en su efecto,
posiblemente porque su efecto estaric mediado por la liberacién
de una sustoncia activa, y mantienen que lo que se liberarian
serfan cotecolaminas, que tienen efecta inhibitorio sobre éste
6érgano. Aunque la dopamina y la norepinefrina no compiten por
los lugares de unién opi4ceo en cerebro de rata, en intestino de
cobayo se sabe que las catecolominas disminuyen la respuesta con-

trctil a la estimulocién eléctrico y bajon la liberacién de Ach
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(PATON y VIZI, 1969; KOSTERLITZ y cols. 1970). Sin embargo, diver-
sos auvtores (KOSTERLITZ y cols. 1970) han comprobado que su efec-
to no se afecta por alfa y bets bloqueantes, y se mantuvo que la
morfina no actda liberando norepinefrina. La posibilidad de que
se libere dopamina fue més dificl de desechar. Podia ser que la
moxrfina bloquease la transmisién en una sindpsis excitadora en
la via de liberacién de Ach causando la liberacién de.un transmi-
sor moduloaor que podrfa ser posiblemente dopamina. Un mecanismo
regulador de feed-back podré incrementar la efectividad de las
vias excitddoras cau;ando la tolerancia a morfina, y bajondo la
sensibilidad o las cctecoiuminos (GOLDSTEIN y SCHULZ, 1973).
BURNSTOCK estudid la presencia de una tronsmisién puri-
nérgica de caracter inhibitorio en intestino y se ha investigado
lo existencio de un componente purinérgico en el proceso que me-
dia los efectos inhibidores de morfina en ileon de cobayc. Los
derivados de adenosina: ATP y AMPc, pueden producir una inhibi-
cién significativa de la liberacién de Ach y de las contracciones
inducidas por estimulacién a baja frecuvencia, pero no a.alta fre-
cuencia. Los efectos inhibidores de morfina estorfan mediados al
menos en parte por la formacién de AHPc (GINTZLER y MUSACCHIO,
1975). Se estableci que el plexo nientérico de maniféros contie-
ne un sistema de neuronas inhibidoros, no adrenérgicos, que iner-
van el mésculo longitudinal y que serfon de naturaleza purinérgi-
ca. Si estas neuronas inhibitorias tombién sinapsan con células

ganglionares mientéricas, es posible que los opibéceos activasen

37



los receptores postsinépticos. Sin embargo, el sistema purinérgi-
co esté nuy extendido, y en porticular aparece en el plexo mien-
térico de conejo que es énsensiblo a los opiceos (DINGLEDINE,

y GOLDSTEIN, 1976). Referente a las efectos inhibidores de ade-
nosina y los nucleétidos de adenina: AMP, ADP, ATP, AMPc, y dbcAlP,
en la respuesta contréctil de las fibras longitudinales de ileon
cobaya estimulodéselectricomente, la {éofilina ontagonizé la res-
puesta inhibidora de éstos nuclebtidos (SAWYNOK y cal. 1976). En
1976 se observ$ también el efecto antagonista competitivo de las
metilxontinas y lo adenosina en el ileon de conejo aislado (ALLY
y NAKATSU, 1976) y en 197} se vié que también la accién inhibido-
ra de ATP, ADP y adenosina en lo actividad peristéltica del ileon
de cobayo es selectivamente antagonizada por metilxontinas (OK-

HUASABA y cols. 1977).

2.7.2, Denendencic intestinal.-

La tolerancia a la marfina se produjo por tratamientos
lorgos con inyecciones diarias a coboyos (TAKAGI y cols. 1965), y
por lo implantacién de pellets de morfina en ratén (MAGGIOLO y
col. 1961; WAY y cols. 1989; GOLDSTEIN y col., 1969; CHENEY y col.
1971). Lo técnica de la implantacién de pellets fue utilizado
por GOLDSTEIN y SCHULZ en 1973, en cobayos para mantener una ex-
posicién continua de los tejidos o los analgésicos narcéticos.
Lo implantacién de 4 pellets de morfina bésica de 75 mg cada uno
A}Odujo en los cobayos un olto grado de toleroncia y dependencia

en un espocio de tres dfos, que se puso de nanifiesto por uno re-
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duccién de suactividad hipotérmico a la sexto parte; en el plexo
mientérico longitudinal las contracciones del nmisculo inducidas
por estinulacidn eléctrica de animales tolerontes, se deprimie-
ron menos por morfina que las contracciones en preparaciones de
aninales no tolerantes. Lo reduccién de la octividad fué tombién
a la sexta parte de la normal. La naloxona no alteré lo contrac-
cién y ontqgonizd lo accién depresora de la morfina, tanto en
aimales toleronies como en los no tolerantes. Lo respuesta con-
tréctil del misculo liso intestinal, a la Ach fué por otra parte
la misno en anbos ca;os, pero las preparaciones de onimales tole-
rantes mostraron una sensibilidad reducido o los efectos depreso-
res de adrenolina, isoprenalina y porticularmente dopamina, Los
intentos que se hicieron para influir el grado de tolerancic me-
diante lavados antes de realizar las pruebas no tuvieron éxito.

Tanbién en 1973 SCHULZ y GOLDSTEIN han visto que tiras
de misculo intestinal en reposo de coboyos tolerontes a la mor-
fino muestrcn 10 veces mayor sensibilidod a los efectos excita-
dores de 5HT que las tiraos de no toleraontes.

SCHULZ y GOLDSTEIN en 1974 comprobaron ademés que las
alteraciones farmocolégicas observadas duronte la tolerancia mor;
finica y dependencia en el pl;xo mientérico de cobayo como en el
SHC son ccmpletamente reversibles. En ¢l plexo mientérico lo to-
lerancie o lo morfina se piercde ¢rodualmenie ol quiter los pellets
y la sensibilidod a los neurotransmisores vuelve a la normal, per-

diéndose la subsensibilidad a cotecolorines y la supersensibilidad
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a 5HT. Lo recuperacién fue toal o los siete dfas de quitor el pe-
llet, y en este momento la recuperacién del efecto hipotérmico
también fué completa,

En 1974 VAN NUETEN y LAL, inyectondo subcuténeamente
sulfoto de morfina con dosis de 100 mg/kg diaria durante oche
dias, encontroron que se necesitaban concentracianes de tres a
diez veces nés altas de morfina para inhibir los contracciones de
tiras de intestino estimuladas coaxialmente de: animales toleran-
tes que de animales control. Tombién observaron que las tiras
de los cobayos tolerantes fueron més sensibles a la estimulacién
cocxial, y-se obtuvieron 60yores cantrccciones. con intensidaces
de estimulacién mucho menores, Tombién se detecté mayor actividad
expanténea de desconocido origen todavia, y un incremento en la
contraccién méxima en respvesta a Ach de tiras de onimales tole-
rantes. Todos estos cambios no desaparecieron con lovados de las
tiras intestinales ni por supresién de la morfina de los aninales
hasta de ocho dias antes de motu;los.

Una de los tearfas en boga que intentan explicar el fe-
némeno de tolerancia a la morfina es el propuesto por COLLIER en
1965 y 1968, pero esta teorfa ha carecido hasta ahora de apoyo
experimental, La teorfa expuesta por COLLIER sugiere que la mor-
fina produce sus efectas de tolercncia aguda reduciendo la libe-
racién de neurotransmisores. La continua inhibicién de libera-
cién de ncurotransmisor lleva o cabo un incremento en el nlmero

de receptores activos pare ese transmisor., As{ la morfina aparen-
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tenente pierde su efecto (tolerancia) porque la contidad reducida
de transmisar resulta hiperactiva. Lo ausencia de morfina conduce
el flujo narmol de nevrotronsmisor a interactuar can el 4rea efec-
tora activada, resultando una respuesta exagerada o sindrame de
abstinencia. En 1974 SHOHAM y WEINSTOCK, examinaron experimental-
mente la hipétesis de COLLIER en la preparacidén. de ileon de coba-
yo estimulado coaxialmente después de exponerlo.o la 9150 de mor-
fina duranfe 90 minutos, y sustituir una vez transcurrido este
tieméo la solucién de morfina del bafio por solucién Krebs narmal
con repetidos lavados. Se obtuvq una taquifiloxis a morfina més
consistente que la que se obticne sin perfundir el ileon con mor-
fina los 90 minutos, pues sin la perfusién previa la taquifilaxis
observada es muy voriable y se puede abalir incrementando el in-
tervalo de tiempo entre las dosis. La libérocién de Ach sin em;
bargo se inhibié en el mismo grado antes y después de la perfu-
sién. Por otra parte la taquifiloxis a morfino se acompaiié de una
potenciacién significativa dé la re5puest§ del ileon a la apli-
cocién de Ach. Estos resultados indican que la aparente pérdida
de efecto de la morfina en la altura de la contraccién, resuvlta-
ria de una sensibilizacidn del mésculo para las cantidades de neu-
rotransmisor liberado. Se observé también una potenciccién en la

respvesta a histamina, siendo la DI__ el doble en controles que en

50
tolerantes. También en ocasiones se potencié la respuesta a KCl.

Todo esto sucicre que la sensibilizocién del ileon para Ach, his-

tamina y KCl por morfina puede ser no especi{fica. Los trabojos de
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GOLDSTEIN y SCHUWLZ en cabayos pretratados con morfina en forma
de depésito de pellets no muestran cambios en la sensibiiidad
del ileon in vitro a Ach aunque fuesen menos -sensibles a la ac-
cién depresora de morfina., Ellos concluyeron que la tolerancia

a la morfina no resulta de la supersensibilidod del mésculo a
Ach, pero es posible que la toleroncia producida en todo el ani-
mal difiera de la producida por perfusién del:intestino in vitro
con morfina. Por otra parte, los cobayos de GOLDSTEIN y SCHULZ
(utilizando pellets) no mostraron tolerancia o:la analgésia mor-
finica, si no solo al efecto higotérnico del férmaco, cuyog me-~
canismos implicados puedeb diferir con las de:lo tolerancia anal-
gésica,

Se realizaron nuevamente ensoyos induciendo tolerancic
mediante la incubocién de segmentos aisladas de ileon de cobayo
con morfina, pudiéndose relacSanor la dosis de incubacién con el
grado de tolerancia logrado y con el tiempo en que la morfina mos-
tré uno capacidad reducida pora deprimir los contracciones produ-
cidas por estimulo eléctrico (OPHEER y VAN-REE, 1978).

La tolerancia a los morfinicos tombién se ho estudioado
en especies en las cuoles estos férmacos aunmentan la actividad con-
tractil del intestino, como ocuzre en el perro, donde se vtili-
zaran técnicas de perfusién. Se sabe que la morfina interactla
en éste coso con un receptor opioide, lo que conduce a que se li-
bere 5HT que estimula el méscula liso intestinal directamente y a

trovés de necanismos similares a los del ileon de cobayo octivando
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elementos necurales colinérgicos. Durante la perfusién con morfina
se observaron fenémenos de taquifilaxis o tolerancia aguda, pero
se manticnen los respuestas a 5HT exégena y a los agonistas co-
linérgicos. Por otra parte, la tolerancia es cruzada con levor-
fanol, También los regpuestus de segmentos intestinoles de perros
tratados crénicamente con morfino durante 16 dfus son similares

a las obtenidas en la tolerancia aguda. Aunqué los mecanismos de
toleroncio-ogudu y crénica pueden ser bastante distintos, tados
los datos abtenidos apoyan que la tolerancia a morfina en el in-
testino de ‘perro refleja efectos especificos a nivel de receptor
opiaceo o del meconismo d; liberocién de SHT, pero no efectos en
receptores de 5HT & de Ach (BURKS y GRUBB, 1974). En estas espe-
cies se ha estudioda también el antagonismo de morfina y teofili-
na (GRUBB y BURKS, 1975).

En 1975 HEIMANS, estudid también los fonbémenos de tole-~
rancia en el ileon de cobayo. La respuesta en el ileon o la opli-
cacién de morfina presentaba varias fases. Habic uno fase inicial
depresora en lo cual se presenté toquifilaxis, es decir una tole-
rancia agudo a repetidos adminisiraciones de la nismo dosis segui-
das por lavado. Cuando lo administracién de morfina se hizo de una
forma acunulativa se produjo tolerancia crénica, en la-cual subsi-
guientes aunentos en concentracién no produjeron inerementos en
las depresiones de la omplitud.contrfctil. Aumentando més la do-
sis aporecié una nueva fase en lo cual tuvo lugor un aumento de

las recpuestas a la estimulacién eléctrica. Si  en éste momento



el fluido del bafio se cambié a una solucién sin férmaco, se abscr-
v6 una respuesto de abstinencia, en la cual las cantracciones se
deprimieron marcademente. Al obtcnerse esta respuesta de absti-
nencia se cansideré que el ileon era dependiente o morfinag, y en
ileon dependiente, concentraciones graduales de morfina produjeron
incrementos groduales en la oltura de la contraccibn. Se observé
que la sensibilidad del ileon o Ach nao se altera durante el desa-
‘rrollo de tolerancia, ni en la abstinencia, ni en la readministra-
cién del ileon dependiente a morfina. La teorfa propuesta por
PATON (citado por HEIMANS, 1975), para explicor los fendmenos de
tolerancic es que la morfina deprime la liberacién de Ach de los
nervios postganglionares parasinpéticos, pero el aumenta endégeno
del neurotransmisor vence la depresién de la liberacién, y si se
retira la morfina podria tener lugor una excesiva liberacién de
neurotransmisor dondo los sintomas de abstinencia. Sin embargo,

el sintoma de abstinencia para ﬁEIHANS consiste en un periodo én
el cuol la omplitud de la coniraccién se deprime mucho, y para que
tol depresién sea el resultado de una liberacién exagerada de neu-
rotransmisor, la teorfa de PATON implica una répida desensibili-

zacién de la preparacién, que HEIIANS na encontré.

2.7.3. liorfinomiméticas en lo membrana nictitante de gato.-~

La morfina inhibe las contraocciones producidas por es-
timulacién nerviosa de lo membrana nictitante de gato, tonto in
vivo como in vitro (TREMDZLEIIBURG, 1957; THONHPSON, 1960; CARNIE,

y cols. 1961; HENDERSON y cols. 1975). CARHIE y sus coleborcdores



en 1961 encontraron que la morfina fué més eficéz reduciendo la
medida do las controcciones o bajas frecuencias que o altas fre-
cuencias de estimulacién en la membrana nictitante de gato en vi-
vo. Un resultado similar se obtuvo in vitro con una marcada dis-
minucidén en la liberacién de noradrenalina a 1 Hz, mientras que
a 15 Hz no se alteré significativamente (HENDERSON y cols, 1975).
La accidén de la morfina en éste tejido es un efecto es-
pecifico yApurece envolver una inhibicién de la liberacién de no-
radrenalina. Su efecto parece deberse a una accibén en los termina-
les nerviosos que inérvan el misculo liso, yo que sus cuerpos ce-
lulares estén en el génglio cervicel superior y no hoy célulos

NG

genglionares dentro del misculo liso (HEMDERSON y cols, 1975).

2.7.4. Horfinoninéticos en el conducto defercnte de ratén.-

El conducta deferente aislado de ratén posee una iner-
vacién excitauora adrenérgica, gue al igual que la de la membrana
nictitante de gata, puede.ser inhibida por bajcs concentraciones
de morfina, siendo éste efecto de la morfina mediado por recep-
tores especificos blogueables por naloxona. La activocién de los
receptores morfinicos inhibe la liberocién de MA y ésta accién es
selectiva, de formo que la trunsmisién en el defercnte de conejo
o de cobayo no se afecta por este fGrucco. De ésto forma el de-
ferente de ratén es un tejido sensible o morfina , que puede usar-
se como nétodo de secrcening pore los férmacos analgésicos narcé-
ticos (HZMNDERSON y cols. 1972a; HUGHES y cols. 1975a; 1EUDERSON y

HUGHES, 1976).
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Figure 1

MORFINA

Vi|i6n tridimensional

formula plana’ de la molecula

cmecces scm o -
mew ame cmwe-e

A.WUGAR LIPOFILCO
B.LUGAR ANIONi{CO
C.CAVIDAD PARA C-I C-1¢
D. SUPERF|CIE PLANA PARA
EL ANILLO AROMATKO

Hodelo del recepior opifceo segln Bentley y Lewis (1972)
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POTENCIA ANALGESICA RELATIVA EN HOMBRE

4
’
4
1000 + L’
/’
4
4
Etorfino
400 -~
( + ) Ciclazocine o
4
10
Oximorfona @ ’
Diamorfina ® , v ® Dextromoramida
. ’
Ketobemidone ® | @ Metadona
. Nalbufino.. ONolorfinoo Levolorfan
Morfina
,l
4 ® Normorfina
fﬁentuzocina
4
ot +"ONalmexona
Codei
’
4
'I
4
’
o'o1

L] T T T T T
oor ol [} 1 100 1000

POTENCIA RELATIVA EN ILEON DE COBAYO
Fig. 8.~ Recopilacién de datos de diversos outores en la que se
ve la correlacién entre la octivided formcolégica de

los morfinomiméticos en ileon de cobayo y su efecto
onalgésico. '
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3. Endorfinas: Generalidadcs.

La falta de erluci6n por parte cdel receptor opifceo
hace pensor que su funcién normal dentro del organismo es recibir
alguna molécula que se ha mantcnido inalterada o lo lorgo de la
evolucién. Intuvitivamente parece inverosimil que exista un recep-
tor especifico de férmacos con origen vegetol sin existir unao
sustancia endégena actuondo en este receptor. En 1974 JACOB con-
firmé la existencia de tales sustancias al comprobar la gpariciém
de reacciones nociceptivas en animales tratados con naloxona (JA-
COB y cols.1974).

TERENIUS y UAHLSTRO!1 en Suecio y IMGHES en Escocio,
trabojando con extractos de cerebro de rata, conejo, ternera, y
cerdo, y con liquido cefalorraquideo hunano consiguieron obtener
vna fraccién hidrosoluble que contenia Qn componente capdz de
ocupar de forma especifica el receptor opifceo. TERENIUS y VAHLS-.
TROI1 medfan los desplazam;entos de dihidromorfina marcada sobre
una preparacién de membranas sinépticas, y HUGIES utiliz§ el test
biolégico de inhibicién reversible por naloxona, de la contrac-
cién por estimulaocién elécirica de ileon de cobayo. TEREWIUS y
VAHLSTRO!I denominaron a su producto factor tipo morfina (morphinec-
like-factor = HLF), y HUGHES lo denominé encefalina que deriva
del significado de 15 expresidén griega " en la cabeza". Este com-
ponente cercbral se unfa de forma reversible y competitiva ol re-
ceptor opidceo, y no existe de forme detectable en cercbelo que

se sabe que tiene pocos receptores opifceos. Su peso molecular
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es de 1000 a 2000 daltons, y es termocstable (TEREMIUS y WAHLSTROM
1974; HUGHES, 1975; TERENIUS y UAHLSTROM, 1975). |

Los caracteristicas del compuesto obtenido parecfan in-
dicar una naturaleza peptfdica. HUGHES y -KOSTERLITZ comprobaron
que dicho factor estabo constituido por dos peptidos cortos e
intimonente relacionados, compuestos ambos por unidades de cinco

aiinoGcidos. Estas unidodes tenfan las secuencias siguientes:

H-Tyr~Gly -Gly-Phe-Het-OH

H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu~OH

La 6nica voriante residia-en el AUinto aninobdcido de las cadenas,
lo gue da origen a dos encefolinos: lo Met-encefalina y la Leu-
encefalina (HUGHES y col. 1975b). Ambos se vié que tenfan activi-
dad opioide, y uno vez descubierta la coﬁposici6n y secuencia de
aminofcidos de los productos noturales, se procedié a su sintesis,
obteniéndose las encefalinas sintéticas que poseen propiedades
idénticas a las naturales; e incluso se ha lograda la sintesis

de pentopeptido; con mayor estabilidad y mayor actividad en los
ensayos in vitro que los naturales (BAXTER y cols. 1977).

HUGHES y KOSTERLITZ hallaoron que el cerebro de cerdo
contenia aproximodamente cuatro veces mds metionina-encefalina que
leucina-encefalina. SNYDER purificé las dos encefalinas del cere-
bro de vacunos y vieron que la relacién entre ombos péptidos era
inversa a la hallada por los anteriores autores en cerdo. Quizé
esta discrepancia entre las especies se deba sencillamentie ol re-

sultado de una deriva genética debida al azor. Por oirc parte,
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se ha demostrado que la relacién entre las dos encefolinas voria
de unos regiones del cerebro a otros, lo que sugiere que la ligero
diferencio estructural que existe entre ombos peptidos prodria
desempefiar alguna funcién reguladora (SNYDER, 1977). La rota,

el concjo, y el cobayo, presentan una relacién de Met y Leu-en-
cefalinas similar al cerdo (HUGHES y KOSTERLITZ, 1977).

El grupo de GOLDSTEIN, siguiendo otra linea de inves-
tigacidn, anuncié la presencia y aislamiento de -ligandos poli-
peptidicos en los extractos hipfisarios bovinos (GOLDSTEIN, 1974).
La actividad opifcea no dependia de la presencia de los hormonas
conocidas, si no que vo ligadﬁ a un péptido de peso molecular al-
rededor de 1750 daltons, Su origen, su inscnsibilidad o algunos
enzinas, sus propiedades, y su-peso molecular le diferencion cla-
ranente de la encefalina de HUGHES.

El término endorfina es ahora amplianente aceptado co-
mo descriptor genérico de los péptidos opioides, Las encefalinas
son pentapeptidos especificos pertenecientes a la clase de log en~
dorfinas, Actualmente, sin embargo, anmbos términos endorfinas y
encefalinas se utilizan indistintanmentc.

La endorfina bdsica que describié primeramente GOLDSTEIN
de 1750 doltons, parece ser un artefacto del proceso de fabrica-
cién. Otros extiractos de pituitaria porcina, asf como extraccio-
nes en vaca, rata y pituitarias humanas producen solo endorfinas
en el rango de 3000 daltons que suponen residuos de 25 a 30 ani-
noGcidos. la concentracién por unidad de peso de tejido es apro-

»inadanente ocho veces wayor en la hipéficis posterior que en la
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hiéfisis onterior, de forma que la actividad total es opioximada-
mente igual en los dos 16bulos (GOLDSTEIN, 1976).

HUGHES y KOSTERLITZ se dieron cuenta de una coinciden-
cia sorprencente: la secuencia de ominoécidos de la metimina-
encefalina era idéntica al segmento 61-65 de la hormona gitvita-
rio beta-lipotropina (B -LPH), que es un péptido de 91 aminobci-
dos normlamente relacionado con lo estimulacién de la degradacién
de los grasas. La hormona est§ desprovista de actividad cpioi;e.

CHOH HAO LI (1976) extrajo de la gléndulu‘pituitoria
de camello 'un fragmento de betaflipotropinu de una longitud de
31 aminodcidos, cuya funci6n resultaba un tanto misteriosa; en
efecto, sv actividad metabolizadora de grasas era escasa pero
contenfa la secuencia metionino-encefalina, LI denominé o su pép-
tido beta-endorfina por ser como morfina endégena, ya que su
actividod oaulgésicu era considerable.

Por otro parte, se 0islé de la hipéfisis de voca el
fragmento de beto-lipotropina correspondiente o los amincbcidos
61-91, que también ha demostrode tener actividaed opifcea en di-
versos test, A esto molécula se le ha llomado beta-endorfina o
también fragmento C. GUILLEHIN (citado por SNYDER, 1977), ha
aislado otroé dos péptidos ademés de la beta-endorfine, a portir
de una mezcla de tejido hipofisario e hipotalémico procedente
de cerdos, Uno de los péptidos, llamodo alfa-endorfina, tenfa
uno secvencia que correspondia a los aminoGcidos 61 a 76 de la be-

ta-lipotropina, y posefa efectos analgésicos y trcnquilizantes



en los onimales. El otro denominado gamma-endorfina, tenfes una
secuencia que correspondia.a los aminodcidos 61 a 77 de la beto-
lipotropia. Producfa conducta violento en ratas (figura 9 ).

Se hon oislado también otros fragmentos de P -LPH
que contienen la secuvencia de la Met-encefalina como son el frag-
mento 61-79 = delta-endorfina y el 61-87 = C'-fragmento, ambos
con actividad analgésica.(GRAF, 1978) (figura 9).

No se ha precisado claoramente la biogénesis de las en-
dorfinas. Parece sin embaorgo, que una sustoncio notural que exis-
te en la pituitoria es la beta-lipotropina, y que vorias endor-
finos menores pueden derivarse de éste péptido. El mecanismo RNA
mensajero parece ser que es incapdz de producir péptidos pequeiios,
por lo que la existencia de las encefalinas en cerebro se supone
consecuencia ce roturas de mayores endorfinas de las cuales deri-
varfan. No hay evidencia hasta ahoro de que las encefalinas se
sinteticen en el cerebro. Existe la posibilidad de que las ence-
folinos del cerebro se originen en lo pituvitaria. La endorfino de
la pituvitaria serfo segregada, y se libera la encefalina que en-
tra en el cerebro y se combina allf con los receptores., Sin em-
bargo, no se observoron descensos de actividod opidcea cerebral
en rotas hipofisectomizadas, lo cual implica que los péptidos lar-
gos postulados preccursores de encefolina, se encuentran tanto en
el cerebro como en la pituitoria. También existe lo posibilidad
de que los pentapéptidos de encefalinas sean productos de degra-
dacién naturol, o incluso artefactos de un procedimiento de ais-

lamiento, y que lo endorfina nativa octiva fisiolégicamente en el
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cerebro sea un péptido consideroblemente mayor (GOLDSTEIN, 1976).
HUGHES y KOSTERLITZ tombién piensan que muy posiblemente la me-
tionina-encefalina se forme por rotura proteolf{tica de una prohor-
mona similor o idéntico a la beta-lipotropina, y serfa de gran
interés ver si las endorfinas de la pituitaria contienen la se-
cuencia de Leu-encefalina, yo que ésto reforzoria la hipbtesis
del precursor (HUGHES y KOSTERLITZ, 1977).
| Es posible que las encefalinas no sean artefactos, y
la variacién en su distribucién sugiere que incluso podrion te-~
ner papeles individucles. Las encefalinas serian secuestrodas en
estructuras subcelulores,’cosi ciertomente dentro de las termina-
ciones nerviosos, y porecen estor asociadas con sistemas neuvrona-
les esparcidos en el cerebro e intestino. Las neuronas encefali-
nérgicas estén muy distribuidas, no solo en el S.N.C. sino tam-
bién en el S.N,P, Témbién se han encontrado contidades oprecia-
bles de ambas ehcefaliaos»en los tractos intestinoles de rataq,
ratén, cobayo y conejo. Esta aétividod est§ altamente concentrada
en el plexo mientérico sito en el misculo lengitudinal con acti-
vidades mayores a las de la mayorfa de las éreas del cerebro
(HUGHES y KOSTERLITZ, 1977). Tombién se haon encontrado encefali-
nas en higado y ourfcule de rata y conejo. El conducto deferente
no coﬁtiene. Por otra porte, el frogmento C se hao encontrado no
sola e; la hipéfisis sino también en el cerebro (JACOB y.cols.1978).
En el S,N,C, las tosas més elevadas se han encontrado

regularmente en el estricdo y en el hipotélomo. También contienen
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notables cantidades el cerebro medio, la protuberancia, el bulbo,
el hipocampo y el télamo. El cortex contiene relativamente poco.
La aistribucién filogénica es por otra parte parecida a la de
receptores opiéceos. No se han encontrado en invertebrados, y en
los vertebrados las tasas cerebrales de mamiferos son muy bajas,
posiblemente debido al desarrollo de la corteza en ellos, Actual-
mente se aislan encefalinas en lfquido cefalorraquideo y sangre

humana (JACOB y cols. 1978; ROSS y cols. 1978; FOLEY y cols. 1978).

3.1. Receptores de encefalinas.

Se piensa que las encefalinas compiten directamente con
el receptor opiéceo, cuya existencia estorfia en Oltimo término
basada en la presencia endSgena de estos péptidos, Sin emborgo,
estos péptidos no tienen uno estructura prinmaria similar a los
opiGceos. Se ha buscado la base Je la competicién en la estruc-
tura secundaria propuesto pura:el péptido, Se hon constituvido
modelos moleculares eSpacgalés de morfina, oripavina, importon-
te derivado morfinico, y metionina-encefalina (BRADBURY y cols.
1976; SCHILLER y cols. 1977; HUIBLET, 1978). La conformacién de
lo moxrfino viene definida por la rigidez de su estructura molecu-
lar, y similar es el caso de la oripavina., El pentopéptido es
capdz de asumir varias conformaciones en solucién acuvosa, pero
en el receptor solo una, pudiéndose construir un modelo que pre-
senta elementos estructurales en comGn con la morfina, y sobre
todo un sorprendente porecido con la estructura espacial de la ori-

pavina, Los grupos funcionales especfficos quedan asf colocados
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en la misma orientacién, bien suspendidos del esqueléto peptidi-
co o formando parte de una estructuro alcalo{dica rfgida, El ma-
delo presenta como base un doblez que parece estar presente en
la conformacién propuesta pare la formg biolégica activa de lo
metionina-encefalina (BRADBURY y cols. 1976) (figura 10).

Es importante el ¢grupo amino del residuo de la tirosi-
na, y su eliminacién o bloqueo abole completamente la octividad.
Lo introduccién de un grupo metilo en el N de la-tirosina hace
también voriar la actividad en los ensayos in vitro (MATERFIELD,

y cols.1977), Sorprendentemente la adicién de un aminofcido adi-
cional al N terminal no uifera marcadamente la actividad. Sin em-
bargo, se ha demostredo que la eliminacién de cualquier aminobci-
do terminol da tetropeptidos con solo el 1% de lo actividad del

compﬁesto padre. E1 grupo OH aramdtico de lo tirosina s{ es esen-
ciol gbsolutamente para la actividad (HUGHES y KOSTERLITZ, 1977).

Los estudios con metilaciones en el OH del residuo ti-
rosina y la N metilocién de su grupo omino terminal, ihdicun que
estos grupos se corresponden con el grupo fenol y el nitrégeno
terciario respectivamente en lo morfina (BRADBURY, y céls.l976;
SCHILLER, y cols. 1977).

La parte aromético de las cadenas de la tirosina y la
fenilalanina, asf{ como el arupo terminal metionina o leucina son
componentes esencioles (HUGHES y KOSTERLITZ, 1977).

También los residuos de glicina juegan un papel csencial

pora establecer la distancia requerida entre los grupos funciona-
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les que se unen a los receptores (KNOLL, 1976).

Se ha denostrado también que ciertos sustituciones en
posicién 2 sobre todo por D-alanina, recolizaodas pora proteger
la unién Tyr-Gly, confieren una resistencia mayor a la inacti-
vacién de extractos de cerebro (JACOB y FILLON, 1978 ), iguol-
mente aumento la actividad en el ileon de cobayo y deferente de
ratén (VATERFIELD y col. 1977).

Se siguen haciendo estudios sobre la relacién estruc-
tura-octividad de las encefalinas y compuestos andlegos (SHM{

y TURNBULL, 1973; SMITHWICK y cols. 1978; GACEL y cols, 1978).

Se ha discutidd'lg existencio de receptores idénticos
pora opifccos y péptidos endbgenes., Los estudios hechos en 6r-
ganos parecen sugerir segln el grupo de KOSTERLITZ que los re~
ceptores del ileon de cobayo serfan preponderantemente receptores
con mayor afinidad para morfina y etorfina que para encefalinas
y el fracmento C, y en el deferente de rotén occurrirfao lo con-
trorio. Los primeros serfan de tipo H , y los seguﬁdos se lla~
marfan de tipo £ , que serfa tombién el de los extractos de ce-
rebro de cobayo (JACOB y cols.1973). Segén KNOLL existirfaon en
la arteria de conejo receptores de encefalinas insensibles a los
compuestos morfinicos, En éste 6érgano las encefalinas inhiben la
liberocién de noradrenalina actuando en receptores especificos
(I10LL, 1976). Lo contrario también podria ser cierto, y las en-
cefalinas no serfan ligondos naturales para los receptores opia-

ceos, si no que solo se unirfon por similitudes estructurales o
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tales receptores, mimificondo‘el efecto de los opidceos, Incluso
los tests de analgesia han demostrado que farmacolégicamente los
més importantes receptores opiéceos en cerebro son insensibles
a encefalinas (KNOLL, 1976).

SIMANTOV y cols. (1976a)han estudiado la distribucién
regional de la encefalina en el cerebro de mono, comparéndola
~ con la distribucién de receptores opiéceos analizada anterior-
mente por ellos mismos. En primer lugor se observan grandes va-
riacicnes segin las regiones. Aungue no hay una correSpondenciu
regional absoluta entre la riqueza de receptores opiéceos y abun-
dancia de actividad encefélinicu, existen ciertos Greas en donde
osundon ambos elementos y otras en las que no hay ninguno de los
dos,

Actualmente se siguen haciendo estudios de la unién es-
tereoespecificao de encefalinas y morf{nicos en las membronas de
cerebro, y se han determinado constantes de disociocién distintos
para unos y otros. Las encefalinas tienen una cinética de asocia-
cién y disociacién més lenta, y dependiente de la temperotura.
Esto puede que sea debido a la necesidad de cambios conformacio-
nales por parte del péptido en las interacciones con el recepfor
opibéceo, mientras que los opifcecos presentan uno estructura més
rigida, y no sufren cambios conformacioncles al unirse al recep-
tor. También parece ser que el residuo fenilalaning de la ence-
falino se uniria ol receptor opidceo por un lugar del que no se

desplaza répidamente por ciertos opidccos (SIMANTOV y cols 1973),
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Se sefialan tombién, . lo existencia de lugores de unién
de enccfalina con alta afinidod,(Sitios I, que corresponcerfan
a los receptores opifceos) y otros lugares donde las encefalinas
se unen con menor afinidad (Sitios II) (MALFROY y cols,1978).°

Igual que en el caso de los opiéceos las influencias
iénicos también juegan papel en la actividod encefalinérgica.
Lo actividad encefalinérgica aumento por iones manganeso pero no
por iones ¢télcio, y se deprime por iones sodio pero no por iones
potasio. Las influencias idnicos son iguales en las peporociones
de encefalina tonto en ratas control como en aniomles tratados
con pellets de morfine o ;nimoles tratados con pellets de morfi-
na y pellets de naloxono. En los tres casos 15 mM y 100 nif de so-
dio reduce la octividad encefalinérgica alrededor de 607 y 70%,
mientros que idénticas concentraciones de potosio no tienen efec-
to. En contraste 1 mM de manganeso aumenta la actividad encefoli-
nérgico alrededor de 50% a 70% en los tres grupos de animales,
mientras que la misma concentréci6n de calcio no tiene influencia
apreciable (SIMANTOV y SHYDER, 1976b), Tarbién parece ser que exis-
tirian endorfinecs con occién principalmente antagonista: naloxone-
like-factor o antiendorfinas (JACOB y cols, 1978).

Se han aislado también sustoncias endégenas similares
a morfina de naturaleza no peptidica wedionte lo utilizacién de
anticuerpos espec{ficos de morfina que son capaces de reconocer-

los (GINTZLER, y cols. 1976).



3.2, Acciones y funcién de endorfinas y encefalimos. Su importon-

cia pora explicar los fen6menos de dependencia.

Utilizaondo el bioensayo del conducto deferente de rotén
o el del ileon de cobayo, se comprobé que tanto la Met-encefali-
no como la Leu-encefalina, posefan actividad agonista opiédcea.
En el ileon de cobayo Met-encefalina, normorfina y morfina son
equiactivas para deprimir las contracciones producidas-por estimu-
lacién eléctrica. Lo Lev-encefalina tiene aproximadamente el 25%
de la actividad, El deferente de rotén es més sensible a las en-
cefclinus,AqUe son de 30 a 60 veces més activas que la morfina,
Conparondo las actividades de eéstos compuestos en cada uno de los
bioensayos, se vié que la Leuv-encefalina es casi 50 veces més
activa en el deferente que en el ileon de cobayo, mientras que
Met-encefalina, y beta-endorfina son 8,6 y 1,4 veces més‘octivus
respectivomente., En el ileon de cobayo la naloxona antagonizo a
la normorfina y o las encefalinas igualmente bien, mientras que
en el deferente de ratén se requieren olrededor de diez veces més
de noloxona pora las encefalinas que para la normorfina (HUGHES y
KOSTERLITZ, 1977; VATERFIELD y cols. 1977).

Los estudios de unién o receptor en homogeneizado§ de
cerebro presentan pérdidas debidas a la degradacién enzimética,
y los inhibidores enzim6ticos como bocitrocina pueden interferir
con la unién. E1 frogmento C.es mucho més estable que encefalinas
menores, tanto en el ileon de cobayo como en extractos de cerebro

(JACOB y cols, 1978). En ensayos de unién al receptor con membra-



nas cerebroles de cobayo se ho visto que beta-endorfina sintéti-
ca tiene 2 6 3 veces lo octividad de normorfina, y lo Met-ence-
falina la quinta porte (LOH y cols, 1976).

El anélisis farmacolégico de las acciones de las ence-
falinas in vivo también se hace dificil por su répida degradacién
en el plasma, por lo que los compuestos se aplicon bastante cerca
de su lugor de accién. La lobilidod de endorfinos hoce que presen-
ten débil actividad analgésica. As{ inyectando a ratones encefa-
lina en los ventrfculos cerebrales o por via intravenosa se vié
que ambas encefalinas.mostraron gctividod analgésica comparable
a la de la morfing, ounqué su actividad fue menor que la de ésta.
Lo naloxona inhibié el efecto de la Met-encefalina pero el de la
Leu-encefalina lo inhibié solo a dosis muy altas (BUSCHER y cols.
1976). Tombién se observé el efecto analgésico de las encefalinas
en ratas, descarténdose la posibilidad de la existencia de orte-
factos al inyector la sustancia directamente en cerebro (BELLUZZI
y cols. 1976). En contraoste, la beta-endorfina es vn analgésico
muy activo, incluso cuando se aplica intravenoso, resultando en-
tonces de 3 a 4 veces mds octivo que la morfina. Cuando se admi-
nistra directamente dentro del cerebro los tests en ratones y ra-
tas dieron a la beto-endorfina de 18 a 33 veces més actividad a-
nalgésica que la morfina, y ésta accién se antagonizé por naloxo-
na (LOH y cols. 1976).

Tanbién se ha investigado el efecto locol de encefali-

nas sobre diversas neuronas pora evitor los problemas de degrada-
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cién, y se ha comparado con el efecto de la morfina. La aplicaocié
iontoforética de Met-encefalina en neuronas del tollo cerebral

de rata, mostré un olto efecto depresor en éstas neuroncs, El
efecto es més similar ol de la etorfina que tiene en ellas siem-
pre efecto depresor, pues la morfina muestra efectos excitadores
ademés de los inhibidores (BRADLEY y .cols. 1976). En el tallo del
cerebro de gato Met-encefalina como Leu-encefalina tienen efectos
inhibidores similores a los’que.entél muestra la morfina, pero
sorprendentemente ninguno de éstos efectos puede ser bloqueado por
naloxona (GENT y WOLSTENCROFT, 1?76). Tuﬁbién otros autores han
estudiado la depresién de’neuronos por aplicacién microiontofo-
‘rética de Met-encefalina en rota y gato (HILL y cols, 1976).

Se ho comprobodo que aunque la Met-encefalina muestra
fundamentalmente actividedes agonistas en érganos aislades, al
inyectorla introventricularmente en raotas es copaz de desencade-
nar el sindrome de obstinencia., Esto resulté sorprendente, pero
también los estudios de su sensibilidad al sodio en experiencias
de unién ol reéeptor, sugieren que lo Met-encefolina tiene ol me-
nos algun efecto antagonista. E1 fenbémeno de la abstinencia se
explicé pensando que existe una sustancio opioide endégeno; no
identificoda, més activa como agonista opibceo que Mei-encefclinn,
que se movilizo cuando se produce estimulacién dolorosa, y que la
Met-encefaling desplozaria ol ser administroda intraventricuvlar-
mente, Los resultodos con Leu-encefalino son compatibles con los

datos in vitro, y muestran que es un agonista més puro que Het-
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encefolina (LEYBIN y cols, 1976).

El hecho de que las encefalinas administradas exdgena-
mente produzcan analgésio puede interpretarse en el sentido de
que estas sustanciaos tienden a reducir o modular la actividad de
los vios de la sensibilidad dolorosa. Estas vias son constante-
mente bombordeadas por estimulos potencialmente nociceptives, y
los polipéptidos endégenos pueden mantener un alto nivel del um-
bral de la sensibilidad, de manera que controlarfan coﬁstontemen—
te la percepcién del dolor producido por estfmulos nociceptivos
fisicos. Es posible que la estipulacién eléctrica, productora
de onalgesia, sea copoz de liberar los polipéptidos endorfinicos,
que sean los que después se fijan a los receptores opidceos (BU-
CKETT, 1978). También la onalgesia por ocupuntura parece que es-
torfa medioda por las endorfinos, (POMERANZ y CHIU, 1976; GARCIA
DE JALON, 1977; POMERANZ y CHENG, 1978). No es nueva la idea de
que polipéptidos puedan desempeiiar un papel en la neurotransmisién.
(SNYDER, 1977). Puede que las endorfipos se liberen como elementos
independientes provinientes de una molécula comlGn, o puede que
sea ésta lo liberada y que sufra sucésivos porticiones extroneuv-
ronalmente, dondo origen a las diversas endorfinas, hasta llegor
o la molécula principal de la MHet-encefaline (FLOREZ BELEDO, 1977;
JACOB y FILLON, 1978 ). Varios hechos apoyan el papel de las en-
cefolinas en el 5.N.C. como nevrotransmisores como es su libera-
ci6én "in vitro" en formo dependiente de la concentrocién de ca®™
(RICHTER y cols, 1978). |

Tanbién se¢ pienso que las encefalinas podrian intervenir



en la regulocién de la liberacién de otros transmisores, y se hon
descrito otros efectos morfinomiméticos odemés de la produccién
de onolgésia. Se ha descrito la inhibicién de la liberacién de no-
radrenalina por las encefalinas en cortes de corteza de rata, y
también uno inhibicién de la liberacién de dopamina en el S.N.C,
por beto-endorfina (LOH y cols. 1976). Se han descrito oumentos

en DOPA y en 5HT en cerebros de rata por beta-endorfina (AHTEE

‘y cols,1978) y oumentos en la sintesis de dopomino (ALGERI y cols.
1978) y no se descorto la posibilidod de que las encefalinas sean
modulodoras de la transmisién por catecolaminos en regiones ce-
rebrales especificas (VERSTEEG y cols, 1978)

Si se analizan los efectos de las encefalinas a nivel
bioquimico, también se han podido probor nuvevas similitudes con
la morfina. /s{ por ejemplo, la encefalina a dosis muy pequefias
estimulo en cultivos de célulos de neuroblastoma y glioma la for-
macién ce GMPc e inhibe lo formacién de AliPc, tonto bosal como lo
estimulada por prostaglandinas; efectos que son carocteristicos
de la morfina (GOLDSTEIN, 1976; FLOREZ BELEDO, 1977 ). Estos mis-
mos efectos se observaron en cortes de estriado de rota pero con
concentraciones mucho més altas, posiblemente debido a la inesta-
bilidad de éstas sustancios en tejidos de momiferas (MINNEMAN e
IVERSEN, 1976).

Otras evidenciaos existen también de que polipéptidos
morfinicos podrfan intervenir en fenémenos emocionales, de com-

portamiento y de regulacién térmica (BLOOH y cols, 1976; JACQUET y



aronrimia

MARKS, 1976; ERVIN y cols. 1978; SEGAL y BROWNE, 1978; BRO'NE y
SEGAL, 1978; MORETON y cols. 1973; HAVLICEK y cols. 1978; PERT y
cols. 1978; IWAMOTO y col. 1978).Incluso se ha sugerido que las
encefalinas pueden jugar algin papel en la epileptogeneis (URCA,
y cols. 1977).

La porticipacién de las endorfinas en las enfermedades
mentales ha sido sugerida por TEREMIUS y cols.en 1976 (citcdo
por JACOB ; cols. 1978 ), que habfaon observado aumentos de ics ta-
sas de encefalinas en el lfcuido cefalorraquideo de esquizofréni-
cos, y exi;ten ensayos dq tratemiantos de esta afeccién por nalo=-
xona (RIGTER y cols. 1978), Otros investigadores han sugerido que
el fraogmento C podrfa comportarse como un neuroléptico o antipsi-
cétogeno endégeno, y otros han propuesto que el fragmento C y la
Leu-encefalina se podrfan considerar como antidepresores potencia-
les (JACOB y cols. 1978),

Se ha visto recientemente que el efecto de las encefalinas
también podria venir condicionado por otros neurotransmisores. As{
el efecto encefalinico parece ser dependiente de pavtes funciona-
les de 5HT en cerebro, y se ha comprobado que la inyeccién de '
5HT potencicba lg occién de encafolinas (LEE y cols. 1973).

Se ha observado tolerancia en la rate para el efecto
onalgésico del frogmento C, de endorfinas hipofisorias, y para
la 2d Ala-M:t-encefalina. Por oira parte, la tolerancia es cruza-
da y los aninales tratados con el frocmento C o la 2d Ala-M>t-en-

cefalina responden peor a la morfina, £l cruzamiento sustancia C-
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morfina no es sin embargo totgl. Inversamente la Met-encefolina

el frogmento C y las endorfinas resultan menos eficaces en anima-
les hechos tolerantes a marfina, lo cuol ha sido observado pora
los efectos onalgésicos en rotén y rata, y para los efectos sobre
neuronos corticales y estriado de rata. La naloxona por otra por-
te, ha precipitedo signos de abstinencio en animales tratados con
Met-encefalina o con fragmento C, y también en ratas tratadas por
via intraventricular con extractos purificados de hipéfisis de
cerdo o con-2d Ala-Met-encefalina, Las endorfinas pueden también
sustituir o la morfina pare deprimir o inhibir un s{ndrome de abs-
tinencio (JACOB y cols, 1978). En 1976 VATERFIELD, HUGHES y KOSTER-
LITZ comproboron la existencia de tolerancia cruzado entre ence-
falinas y opiaceos en el plexo mientérico de ileon de cobayo y

en el deferente de ratén,

Le importancia fisiol6gico del factor endégeno morfino-
mimético también es considerable para explitar los fendmenos dg
dependencia y tolerancia (VEI y LCH, 1976), de forma que estos
no serfan consecvencia de un combio en los niveles de receptores
(TERENIUS y WAHLSTROM, 1975). SNYDER en -1977 propone unﬁmecanismo
de talerancio celular para explicar los fenémenos de tol;{uncio
y de dependencia opifcea. E1l mecanismo de inhibicién de las en-

" cefalinas podr{a ser indirecto. En vez de octuar inmediatamente
sobre la nevrona receptora, la encefalina podrfa bloquear lo 1li-
beracién del neurotronsmisor excitador A;h disminuyendo as{ la

fuerza excitadora que llega a lo célula receptora. Segin ¢ste mo-
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delo la encefalina liberada de una neurono encefalinérgica se une
a los receptores opibceos situados sobre el terminol de una neu-
rona excitadora, despolarizando parcialmente la membrana del ter-
minal y disminuyendo ladespolarizacién neta producida por la lle-
gada de un impulso nervioso. Lo cantidad de neurotransmisor
liberoda por el terminal es proporcional a la déspolarizacibn neta,
por lo que se libera menos neurotransmisor excitador. En conse-
cuencia, io célula receptoro.también esté expuesta a una estimu-
locién excitadora menor, y reduce su frecuencia de produccién de
impulsos. Un sistema inhibidor Qe éste tipo para la encefalina po.-
dria moduler la actividad de las vias ascendentes que conducen
los estimulos dolorosos de la médula espinal y del cerebro. En
condiciones de reposo los receptores opificeos esidin sometidos a
un determinodo nivel bosal de encefalina, y los opificeos actuarian
uniéndose a los receptores de la encefolina desocupados, refor-
zando asf los efectos del sistema. Si el trataomiento con norfina
es prolongado les células que poseen receptores opifceos se en-
cuentran con una sobrecorga de moterial opi6ceo y por algfn bu-
cle hipotético de retroalimentacién neuronal evian un mensoje a
los células de encefalina pora detener su produccién de impulsos
y su liberoci8n de encefalinas. Cuando esto ocrurre, las células
rﬁceptoras estén eometidos tan solo a la morfina, de modo que la
toleran en cantidades superiores a fin de sustituir a la encefa-
lina que ya no reciben. Cuando cesa la administracién de morfina,

los receptores opifceos se encuentron con que no tienen ni morfi-
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na ni encefalina y esta carencia inicia una serie de sucesos que
dan lugor a los sintomas de abstinencia (SNYDER, 1977) (figurall ).

En otros sistemas neurotransmisores del cerebro, la de-~
tencién de la producciédn de impulsos nérviosos esté asociado a
una acunulocién del neurotransmisor contenido en el cerebro, que
se debe sencillamente a que se sigue sintetizando el transmisor
ounque no se siga liberando. Lo mismo ocurre en-los sistemas de
- encefalina, y as{ SIMANTOV y SNYDER comprobaron los aumentos en
los niveles de encefalina en cerebros de ratas dependientes de mor-
fina. Los niveles aumentados permanecen aparentémente indiferentes
a las manipulaciones i6nicas (SIMANTOV y SNYDER, 1976b).

Los fenémenos de tolerancia podrfan ser explicados pen-
#ando que el mensaje de feedback pora las neuronas de encefalinas
es debido uvcambios en nuclebtidos ciclicos (SIMANTOV y SNYDER,
1976b).La administracién de opidceos inhibe la adenilciclosa, dis-
minuyendo los niveles de AlPc. Tras una exposicién prolongado a
los opidceos la célula se adapta y sintetiza un mayor némero de
moléculas del enzima. Cuando cesa la administracién del opibceo
todas las moléculas del enzima estén activas y sintetizﬁn AiPc
en exceso, lo que podrla ser el factor desencadenante de una se-
cuencia de hechos que abocan en los sintonas de abstinencia (SHY-
DER, 1977).

Vorios laboratorios est6n trabajando para desorrollar
un radioinmunoensayo que permita lo medida sensible de endorfinas

en los fluidos del cuerpo. Esto podria permitir una prucba directa
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de que los mecanismos clésicos de feédback hormonal podrI;n ac-
tuar para suprimir la sintesis de opilceos endbgenos cuando los
receptores estén ocupados por un opiéceo exbgeno. En otros siste.
mas endocrinos ya se ha demostrado que la administrocién de una
hormona ex8genc también activa el feedback homeostético negativo
que‘bojo la produccién endbgena. Incluso se ha propuesto la hipé-
tesis de que en algunas personas una deficiencia endorfinica ge-
néticamente determinada podrfa predisponer a la adicién narcéti.
ca (GOLDSTEIN, 1976).

Sobre la rglucién que puede existir entre sustancias
opiomiméticas y la toma de alim;nto pudenos considerar los traba-
jos de ZIOUDROU y KLEE (1978) que comprobaron la existencia de
péptidos opiomiméticos con el aminobcido Tyr terminal provenien-
tes de lo digestién protéica por pepsina. Procedente de los pro-
ductos digestivos del gluten de trigo y la o( coseina eislaron
unos péptidos hidrofébicos que inhibfan las contracciones del
deferente de ratén estimulado eléctricamente y que inhibfan tom-
bién la adenil ciclasa de células hibridas de neuroblastoma x glio--
ma; inhibiciones ambas reversibles por naloxona. A estos pépti-
dos provenientes de sustancias exégenas que posefon actividad
opioide les llamaron exorfinas y consideraron lo posibilidad de
que estén implicadas en el control de la toma de alimentos asi

como en algunos estados de enfermedad.
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En 1975 HUGHES (cikodo por SCHULZ y cols. 1977), ya ha-
bfa aislado encefaling del ileon de cobaya, y ELDE (citado por
SCHULZ y cols. 1977), localizé este pentapéptido inmunohistoqui-
micomente en el plexo mientérico , pero adn permanece oscuro sv
papel fisiolégico. En 1977 el grupo de SCHULZ y SNYDER ha compro-
bado también que por estimulacién eléctrica, se libero del plexo
mientérico un material con actividod opificea. EI material libera-
do perdfa actividad cuando ee incuboba con pronasa, pero no cuan-
do se incubd con tripsina. El uso de radioinmunoensayos selecti-
vos para metionina y leucina eﬁcefalinas mostraron que la mitad
de éste material se une o los anticuerpos de la metionina, y la
otra mitad a los de la leucina, Si el material sensible a pronasa,
liberado por el plexo mientérico se metaboliza por degrodacién
enzimftica, la adicién de un inhibidor de la peptidaosa como ba-
citracina se esperaba que aumentase la concentracién en el baiio;
sin embargo, la bacitracina a concentracién 2.10—5M, que no tie-
ne efecto sobre la omplitud de la contraccién, causé un gran des-
censo en la cantidad de material encefalinico liberodo que se
valoré por cromatografia en capa fina. Estos autores explicaron,
los inesperados resultados suponiendo que la bacitracina podia
afectar directamente el mecanismo de liberocién de endorfinas, o
més posiblemente afectarfa su formacién por rotura enzimfticao a
partir de un péptido mayor sin actividad opibcea (SCHULZ y cols.

1977).
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En 1977 se comprobé (PUIG y cols.), que la estimulacién
prolongada o 10 Hz de la preporacién de mésculo longitudinal-
plexo micntérico del ileon de cobayo libera ligandos endégenos
reduciendose la amplitud de lo contraccién al volver a las con-
diciones iniciales de estimulacién anteriorcs al perfodo de expo-
sicién a 10 Hz, La especificidad del fenémeno se demoétré por la
reversién obtenida con antagonistas opiéceos. Este sistema pue-
de usorse'pora el estudio de la liberacién de las endorfinos del
plexo. Numerosos ensayos se siguen haciendo para estudiar la li-
beracién de ligandos' endégenos con ésta preporacién de intestino
de cobaya gtilizundo diversas frecuencias de estimulacién (SOSA

y cols. 1978).
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Fragmentas de la beta-lipotropina ( B-LPH de 91 aminoécidos sin acti-
vidad ona)gésica):

Nombre N2 aminoacidos Froccién Actividad anaolgesica
Gamma-lipotropina 58 1-58 . NO
Beta-melanotropina 18 41.58 NO
Met-encefalineo 5 61-65 S1
Beta~endorfino=Fragmento C 31~ 61-91 SI
Alfa-endorfina 16 61-76 SI (poce)
Gamma-endorfina 17 61-77 NO

Frogmento C' . 27 61-87 S1
Delta-endorfina 19 61-79 sI

(Snyder, 1977; Graf, 1978)
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Fig. 10.- Se observan 5 regianes importantes aunque no todas necesor’
*  paro la octividad opidcea: ’

@) Un grupo fenilhidréxilo unido al anille A de lo morfina,
onalogo ol hidroxilo de lo tiresino de lo encefalina.
b) Un nitrégeno aminico, el nitrégeno terciario de morfing,
onélogo al grupo amino primario de la tirosina de lo encef
lina. ¢) Uno regién hidrofébica, lo superficie C(7)-C(8) 1
calizodo en la mismo regién que lo parte de la cadena de 1
leucina y onéloga del lodo de la codena de lo metionina en
Met5-encefalina. d) Grupo hidrofilico en la regién del 0(6)
de la morfina, el cual corresponde al corboxilo terminal de
lo encefalina. e) Un anille fenélico el cuol falto en morfi
na pero identificodo como el onillo F, en numerosos férmaco
opiéceos més potentes, y el cuol corresponde o la parte re-
lativamente no apretoda de lo cadeno de la fenilalonina de

la encefalina. (‘Smithy&riffin 1978)
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Acetilcolino v otro
transmisor excitador

Célula receptora

Encefalina
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madoro de
encefolina

Fig. 11.-~ Probablemente existen neuronas encefalinérgicas capoces
de mantener un cierto nivel basal de encefalinas actuan-
do como modulodoras de la liberaucién de otros neurotrans-
misores excitadores (Snyder, 1977).
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4. Sustoncio P,

La sustancia P (;P) desde hace tiempo se sabe‘que tie-
ne efectos marcados en el S.N.C. LEMBECK en 1953 (citado por STE-
WART y col. 1976), sugirié que la SP podria ser un nevrotransmi-
sor de los aferentes sensorioles primorios. La sustancia natural
" excepto cuando se encuentro altomente purificado se sabe que es-

t4 contaminada con bradykinina o algunas otras sustancias kinin-
- like. Como la bradykinino tiene tombién morcadas efectos en el
S.N.C. los ensayos con SP a menudo podion inducir a error. Esto
puede suceder con algunas de las observaociones conflictivas que
existen sobre el papel de SP en la transmisién sensorial, y puede
explicor su interaccién con los opidceos. La sustoncio P impura
se ho visto que antagoniza a la morfina, y existen evidencias de
su marcado caracter dlgico; sin embargo la sustoncio P sintética
a concentraciones mayores a 1 mg/ml no dié reacciones dolorosos
que si mcnifesfaron fuertemente Ach y bradykinina a esa concen-
trocién. Por otra porte la sustoncia P sintética al administror-
la con inyecciones intracerebrales o intraperitoneales se compor
t6 camo analgésico con el test de lo placa caliente aumentando
el tiempo de reaccién de los ratones. Este efecto se pudo anta-
gonizar con naloxana y ademés en onimales trotodos crénicomente
con morfina la SP no produjo ninguna reaccién analgésica (STE-
WART y cols. 1976).

COX en 1975 (citado por STEWART y cols. 1976), compro-

bé que la sustoncia P no actua como la morfina en el ileon de
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cobayo estimulado electricamente, y TERENIUS en 1975 (citodo por
STEWART y cols. 1976) comprobé que esta sustancio no se combina
con los receptores morfinicos. Los fallos de SP para actuar como
morphine-like en el ileon de cobayo y en la unién a receptores
opiéceos se pueden deber a su potente poder estimulante de lo
contraccién por una parte, y a la posible diversidad de recepto-
res opiéceos por otra (STEWART y cols. 1976). HUGHES en 1975
(citado por STEWART y cols. 1976), sugirié que las encefalinas
podrian actuar como anélogos de la sutancia P.

También es pasible que la occién analgésica de SP este
mediado o.truvés d; la liberocién de otras sustancias. Otro posi-
bilidod serfo que el efecto onalgésico fuese atribuible no o la
SP si no a un metabolito suyo (STEWART y cols. 1976).

Por otra parte hay que destacar que la estricta loca-
lizacién en los intestinos y el cerebro de las encefalinas recuver-
da lo distribucién de péptidos que parecen desempeiior papeles
hormonales en los intestinos y actuar como neurotransmisores en
el cerebro: tal es el caso de la somatostetino y la sustancia P
(SNYDER, 1977).

Los estudios que se siguen haciendo para relacionar
los efectos de morfina y sustancia P porecen a pesar de todo in-
dicar que estas sustancios no actuan en el mismo receptor (HENRY,

1978).
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PERIFERIA

4

AFERENTES PRIMARIOS
FIBRAS FINAS

INFLUENCIAS
SUPERIORES

\

PROYECCION Laminas del asto
ESPINOTALAMICA posterior de lo médula

Figura 12.- Posible relocién entre encefalinas y sustancia P,
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5. Cafeina y boses xdnticos: Generalidades y su efecto en la

contraccién.

La cafeina fue extraida por primera vez de plantas en
1820 por el cientffico germano FRIEDLIEB RUNGE (citado por SYED
1976), como un polvo blanco cristalino sin olor. Posteriormente,
se han estudiado sus efectos centrules, metab8licos, y genéticos
. (WALDECK, 1972; SYED, 1976). Algunas acciones especIficas de me-
tilxantinas se han estudiado también a nivel celular; asi se ha
visto que log metilxantinas inhiben la rotura del AMPc por fos-
fodiestera;a potenciondo la accibn estimulante metabdlica del
AHPe en muchos tejidos. La estimulocién de células del mésculo
esquelético e; otra propiedad fundamental de las metilxantinas,
y el mecanismo bdsico para este efecto parcce ser que serfa lo
liberacién de Ca'" del retfculo surc0p16$mico dentro del mioplas-
ma. Desd; hace tiempo se ha supuesto que el sistema T tubular se-
ria el lugar de accién dehlo cafeina ; y el hichaniento de éste
sistemo en medio hiperténico puede alteror la efectividad de la
cafeina en la contraccién (ISAACSON, 1969). Se ha comprobado tam-
bién que los mlsculos esqueléticos de rata son més sensibles a la
estimvlacién de la cafeina cuando se usan soluciones o pH = 8 que
a pt = 6, y los estudios de difusién indican que las soluciones
de cafeina en Krebs a pH = 6 contienen mayor proporcién de cafei-~
na agregada en forma coloidal que a pH = 8, justificando os{ el
efecto del pl en la sensibilidad de los nbsculos de rata pora la

estimulacién de cafeina. En el rango de pH utilizado mGs del
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99,87 de la cafeina permanece on la form& no ionizada, de forma
que parece improbeble que los cambios de est;do ionizaodo o no io-
nizado en solucién pudieran justificar la efectividad de la cafei-
na en la estimulacién (FRANK y cols, 1970).

La cafeina inhibe la reincorporacién de calcio, y su

efecto tiene .lugar en la froccidn pesada citoplasmbtica fundamen-
talmente, cuyos elementos celulares tienen como funcién la libe-
racién, reincorporacién y almacenomiento de ;alcio. La fraccién
pesada contiene mitocondrias y una variedad de estructuras vesi-
culores. La mitocondria se ha visto que contribuye insignifica-
tivamente a la reincorporacién y unién de calcio. Los elementos
vesiculares sensibles a la cafeina parece ser que derivan del
reticulo sarcoplésmico, posiblemente en la unién de los tdbulos
transversos y la cisterna terminal (FAIRHURST y HASSELBACK, 1970).
Por centrifugacién diferencicl de mésculo sartorio de rana se ha
vist§ que el trotomiento con cafeina troe un aumento de calcio
en lo fraccién mitocondriol. Los fracciones mitocondrial y micro-
somal contienen més de un tercio del calcio total del mdsculo.
Lo cafeina parece ser que produce una ganoncia de calcio por la
fraccién mitocondrial o expensas de la microsomaol que libera el
calcio. Tombién se acusan con el tratamierto de cafeina caombios
morfolégicos en las mitocondrias (poRYs, y KARI, 1971).

Los estudios de salida de calcio radiactivo de misculo
eSquélético de sapo indican que el calcio estd contenido en tres

compartimentos:
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a) Espacio extracelular

b) Colcio del retfculo sarcoplésmico y el calcio intercambiable
unido a los myofilamentos durante la contraccién.

c) Colcio inintercambicble que representa vorios depésitos intro-
celulares (McCALLISTER y HADEK, 1973).

La cofeina también se ha llegado a la conclusién de
que faocilita la tronsmisién neuromuscular afectando los depésitos
intracelulares de calcio (v1ILSON, 1973).

La cafeina parece ser que aumenta el calcio intracelu-
lor en diversas preparaciones por aumentar la permeabilidad de lo
" membrana ol calcio (COCHRANE y PARSON, 1972; KOHLHARDT, 1974).
Cuando la concentracién de col;io aunenta la fuerza con que es
conducido al interior es suficiente y el aumento de permeabilidod
debido o la cofeina dejo de jugor un papel importante (COCHRANE
y PARSON, 1972). En la preporacién de taenia coli para el acopla-
miento excitaci6n—controcci3n la cofeina noviliza el ién Ca '
desde la membrana del misculo liso el cual glternativamente modi-
fica la permeabilidad iénica de la membrana. Seguidamente podria
posiblemente prevenir la reincorporacién y la unién. No se descar-
ta lo posibilidad sin embargo de que el efecto de la cafeina. al
inhibir la fosfodiesterasa en ésta preporacién, sea por acumvla-
cién de NiPc (McFARLAND y PFAFFMAN, 1972). En ésta preporacién la
cafeina actba directamente en la membrana celular afectando su
perncobilidad para el calcio y produce un efecto excitatorio se-

vido por una accién inhibidora fincl en la actividad conirdctil
P
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que se deberia a una interferencia con lo entrada de calcio (SU-
NAMO y MIYAZAKI, 1973),

Para algunos miUsculos lisos el ca’t presente en el es-
pacio extr;celular penetra loc membrana plasmética durante el pro-
ceso de excitacién. Para el tejido cordfoco el mecanismo prefe-
rente es por la liberacién de calcio uﬁido a la cara de la mem-
brana del lado del espacio extraceluvlar. La controccién de este
misculo es altamente dependiente de la contraccién extracelular
de calcio. En el acoplomiento excitacién-contraccién del mlsculo
esquelético la excitacién se propaga al retfculo sarcoplésmico
donde tiene lugar la liberacién de Ca++. Este mecanismo es menos
sensible a los combios de concentracién de Ca'' del medio de in-
cubacién (LULLMANH y cols, 1974). Desde luego porece haber al
menos tres lugares posibles subcelulares para el olmacén y libe-
racién de C6++; el reticulo endoplasmico, la membreno celulor, y
la mitocondria (KUBA y MISHI, 1976). La cafeina induce ia contrac
cién en mGsculo esquelético por accibn en los depésitos de calcio
mediante un mecanismo de liberacién del colcio del retfculo sor-
copldsnmico similar a la liberacidn que tiene lugar bajo condicio-

nes fisiolégicas (McCALLISTER, y HADEK, 1973; WUIR y SCOTT, 1977).

5.1, Efectos de metilxantinas en ileon de cobayo.

Se estudiaron los efectos de las metilxontinas y el imi
dazol en la tronsmisién auténoma colinérgica de las contrceciones
del ileon de cobayo inducidas por estimulacién trasmural (HORITO-

KI y cols, 1976), y estos autores llegaron a los siguientes xresul



tados:

. . . -5
12) La cafeina, a concentraciones por encima de 3.107 M, aumcnté

2

4

5

6

)

)

la amplitud de las contracciones del ilcon de cobayo induci-
das por estimulacién transmural con pulsos de corta duracién,
apareciendo el efecto a los pocos segundos y manteniendose
luego.’

La amplitud de las contracciones aument§ progresivamente al
incrementarse la concentracién por encima de 10—3N.
La potenciacién varié§ considerablemente en diferentes prepa-
raciones, siendo mayor cuondo la sensibilidad del ileon a la
estinulacién era inicialmente baja.

Al pasar a un nedio sin cafeina las contracciones aumentadas
descendieron lentamente, a veces a volores incluso inferiores

a laos onteriqres a la adicién de cafeina.

Los efectos de otras metilxantinas fueron similares. Lo teo~
bromina tuvo efecto mayor y més persistente, pero su efecto

fue lento en aporecer., La teofilina mostré efecto menor y a
concentraciones mayores a 10-3M se suprimié su efecto potencio-
lizador. .

Las metilxantinas no potencializaron las contracciones indu-
cidas por estimulacién de campo con trcnes de pulsos de 5-50
miliscgundos de duracién, con frecuencias de 10-100 Hz por
periodo de 10 segundos coda 3 minutos en presencia de tetra-

. . -7
dotoxina a conceniracién de 10 g/ml.

72) E1 inidazol, que formo porte ce la estructura de las metilxan-
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tinas, también mostré efecto potencializador muy semejante
o las mismas, pero con efectos bastante .lentos en su apari-
cién y mGs persistentes.

82) La cafeina necesité la presencia de cierto nivel de colcio
en el medio para mostrar su poder potencializador, pero el
grodo relativo de potencializacién fué menor en presencia de
altas concentraciones,

99) El éfecto potencializador de la cafeina fué dependiente de
la temperatura, y fué mayor con temperaturas bajas.

102) Los efectos de metilxantinas e imidazol no variaron en ca-
bayos reserpinizados.'

112) La tetrodotoxina redujo los efectos potencializadores de las
metilxantinas y el imidazol.

129) E1 AMPc o concentro§i6n iO-SH deprimié las contracciones
producidas por estimulacién transmural, y su efecto inhibi-
torio se revirtié por metilxantinas e imidazol, que al pore-
cer actuan de una forma més especifica que en la inhibicién
producida por morfina, adrenalina, o tetrodotoxina.

132) La cafeina aument§ la liberacién de Ach durante la estimu-
lacién y tombién en estado de reposo.

Se propueso lo hipdtesis de que las metilxantinas ejer-
ciesen sus efectos en él ileon antogonizando un mecanismo puri-
nérgico, pera esto carece de evidencia, Tanpoco parcce posible
que bloqueen el efecto inhibitorio de fibras adrenérgicas, pues

actéan igual en animales reserpinizados. Tampoco parece probable



que actlen aumentando el AliPc por inhibicién de su destruccién,
por fosfodiesterasa, -~ pues el imidaozol es un activador de la
fosfodiesterasa y deberfa tener efectos opuestos a metilxantinas
si el efecto fuese sobre dicho enzima (HMORITOXI y colg. 1976).

De todos los resultodos obtenidos se sugirié que los efectos
potencializadores de metilxantinas se deben a una accién en los
ternminales nerviosos, no en las membraonas postsinfpticas o elemen-
tos contrdctiles, Posiblemente el efécto se deba a una facili-
tacibén de la liberacién de Ach de los terminales nerviosos en

el ileon, y por eso aumentan la Funtidcd de Ach liberado en res-
puesta a la estinulacién iransmural, y se puvede correlacionar su
potenciacién con la cantidad de Ach liberada (MORITOKI y cols.
1976). Parece probable que estos agentes actlen eﬁ los ternmincles
nerviosos del ileon @ través del calcio y sin mediqcién de AliPc.
Estos agentes en lﬁ excitacién pueden hacer a las membranas del
nervio mds permcables al calcio, y éste calcio en juego puede au-
mentar la liberacién de Ach de los terminales nerviosos. Alterna-
tivanente justo cuando la cofeina baja la capocidad del retfculo
sarcoplésmico para fijar el calcio intracelular en la excitacién,
estos agentes podrian actuar en las membranas de los nervios para
bajar la unién del colcio que las estabilizarfa. Este descenso

en la unién del calcio podria volvef a los nmembranas altamente
permeables al calcio extracelular. Los efectos del imidazol tam-

bién tendrian un mecanismo similar (HORITOKI y cols,1976),
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II) HATERIAL Y lETODOS

Preparacién.

Composicién del 1fquido nutricio.

Estimulocién eléctrica de la preporacién.

Férmacos utilizados. Formulacién.

Tipos de ensayos,

5.1,

5.2.

5.3.

5.4,

5.5,

5.6,

5.7.

Curvas dosis—resbuestu;,
Efecto de la cafeina. Antagonismo de los morfinomiméti-
cos y la cafeina.
Relacién respuesta-frecuvencia., Relacibén respuesta-fre-
cuencia en presencia de cafeina.
Choques de frecuencia elevada.

a) Sin férmaco

b) En presencia de férmaco.

Respucstas de los morfinomiméticos en presencia de ba-
citracina,
Fenémeno de adiccién: Ensayos comparativos entre cobayos

adictos o morfina y cobayos no trotaodos.
a) Curvas dosis-respuesta.
b) Control de pesos.
c) Chogues de frecuencia elevada.
Curva dosis-respuesta can AllPe, Respuesta de AliPc en pre-

sencia de propranolol.

6, Analisis estadistico,
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1, Prenaracién.

Se uvtilizaron cobayos de ambos sexos y de peso compren-
dido entre 300 y 600 g¢ramos, que han permanccido en ayunas duran-
te 24 horas., Se sacrifican mecdiante un golpe en la cabeza segui-
do de un corte en la yugular para desangrarlos.

Se toma una porcidén de ileon distal de uno; 30 cn.,
despreciando los 10 cm. més préximos a la unién ileocecal. Estos
30 cm, se conservan en solucidn Krebs a 42C y de ellos empleanos
para los ensayos porciones més pequeiias de 5 cm. aproximadamente.

,Lo preparacién que utilizamos es una modificacién de
la descrita por PATOHN en 1955, Los fragmentos intestinales de
5 cm. se canulan por ambos extremos con cénulas de polietileno
(figura 13 ), y se suspenden verticalmente con una tensién de 2
gramo; en un bafio de érganos de 8 c.c., de capacidad, que contiene
solucién Krebs como lIiquido nutricio. La cénula ce la parte més
proxinal de la porcién intestinal ee fija o la base del bafio de
6reanos, y la cénula de lo porte més distal se conecto.u un .trons-
ducer isométrico (figura 14 ). El liquido nutrico estd oxigenado
por gas carbbgeno (95 O2 y 57 C02), y a temperatura constante
de 32¢°C,

Para la estimulacién eléctrica de la preparacién se
utilizon dos alambres de plata como electrodos. Uno de cllos se
suspende verticalmente dentro del bafio de érganos, y queda tan-
gencial a la pared de éste recorriéndolo desde arriba hasta casi

su base, El secundo clectrodo se introducc por la cénula superior
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y queda flotando en el ldmen intestincl (figura .13 ). Con esta
técnica se logra obtener una estinulccién coaxial uniforme de

la preparacién,

2, Composicién del Lfouido Nutricio.

Como liquido nutricio se utiliz§ la modalidad de Krebs

lenseleitz de 1932 con la composicidn siguviente:

Concentracién

milimoles/litro
Na*  vereeeecencenones 143,3
K'Y e 5,9
Ca++ csecscsassssrsnne 2,6
Mot i, 1,2
Cl7T  erereiieeeeenes 128,3
POH, wvveernernneennns 2,2
coaﬂ" 24,9
so‘,'= 1,2
GlucoSa svveeacessesence 10

Para lavar la preparacién se renveva el liquide nutri-
cio introduciendo solucién nueva por la parte inferior del baiio

de érganos.
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3. Estimulacién eléctrica de la preparacién.

Antes de comenzar a estimulor la preparacién se deja
pasar un periodo minimo de 10 minutos que permite la relajecién
intestinal procurando mantener al final los 2 gramos de teasién
establecidos. Del mismo modo se espera hasta obtener una res-
puesta estable al estimulo eléctrico antes de comenzar el ensa-
yO.

Las modalidades de estimulacién uvtilizadas son las

sigvientes:

6) Estimulo simple con los siguientes parémetros:
Frecuencia = 0,2 Hz
Durocidn = 2 milisegundos
Voltaje = Supramaximal.
b) Trenes de estimulo con los siguientes parémetros:
Frecuencia = 10 Hz
Duracién = 2 milisegundos
-Voltoje = Supramaximal
Duracién de cada tren = 5 segundos
Intérvalo entre cada dos trenes = 1 minuto.
c) Choques de frecuencia elevada con los siguientes parémetros:
Frecuvencia = 10 Hz .
Duracién = 2 milisegundos
Voltaje ='Supromaximal
Duracién de cada choque = 5 minutos

Intérvalo entre cade dos choques = 10 minutos
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Para el estimulo simple y para los choques de frecuen-
cia elevada se utilizé un esiimulodor Grass modelo SD?9., Pora los
trenes de estimulo se utilizé el mismo estimulador acaplado a
un timer-Escribano diseiiado por la Seccién de Electrénica del
Departamenta,

Las respuestas a la estimulocién eléctrica se registra-
ron en un polfgrafo Gross modelo 7B mediante el transducer iso-

métrico conectado a la preparacién.

4, Férmacos utilizados.

Clorhidrato de morfina.
Fosfato de codelna.
Clorhidrato de Levorfanol.
Metadona,

Citrato de Fentanilo, y su preparado comercial (Fenta-

nest).
Clorhidraoto de Etorfina.
Sulfaoto de llorfina (YUnicemente para provocar adiccién).
Cafeina.

Bacitracina. (se administré siempre en presencia de anti-

espumante),
Sulfato de Atrapina.
Moleato de Clorfeniramina.
NiPc.

Clorhidrato de Propranolol,
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5, Tipos de ensayos.

5.1. Curvas dosis-respuesta a diversos morfinomiméticos utilizan-

do estimulo simple y utilizando trenes de estimulo.

Los analgésicos uvtilizados para las curvas dosis-res-
puesto fueron: Fosfato de codelna, Clorhidrato de morfina, me-

. todona, Citroto de fentonilo, Clorhidrato de levéexfanol y Clor-
hidrato de etorfina. Los ensayos. se reoliiuron»uaministroﬂdo do-
sis acumulativas de cado uno de estos férmacos con un intérvalo
entre cada dos dosis de 3 minutos cuando se utilizé estimulo sim-
ple y de 4 minutos cuandq'so.utiiizurbn trenes de estimulo, Se
voloraron los porcentajes de disminucién de la omplitud de la
respuesta contrdctil con las distintos dosis, respecto a la am-
plitud de la respuesta anterior o la administracién de férmaco.
Cuando se utilizaron trenes de estimulo adem§s de administror les
dosis empleadas con estimulo simple en algunos férmacos se vti-
lizaron otras mayores.vLas 0150 y 0125 (dosis inhibidoras del
50% y del 25% de lo respuesta contrdctil) se obtuvieron por ex-

trapolacién en los curves dosis-respuesta.

5.2, Potenciacién de la respuesta contractil al estimulo simple

con cofeina. Respuesta a los morfinoniméticos en presencia

de cafeina.

La cafeina se administr§ en dosis Gnica de concentra-

cién 5.10-5M en el baiio de érganos. La solucién de cafeina emplea-
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da para ello se preparé con calentamiento para mejorar sv solu-
bilizacién. Se valoré el pot;nciomianto producido en la ampli-
tud de respuesta a los 10 minutos de la administracién.

Se estudié la respuesto a morfina, metaodona, y fenta-
nest en presencio de la concentracién 5.10—5M.de cafeino, Porao
ello se administré una dosis de analgésico con efecto préximo
al 50% en la preparacién, y se valaré el porcentaje de disminu-
cién de la omplitud de la contraccién a los 3 minutos, Esta me-
dida se utilizé como control. A continuacién se lavé repetidos
veces la preparacién hasta recuperar vna contraccién de amplitud
igual o mayor a la Auo tenfamos ;ntes de administror la dosis de
analgésico. Seguidamente se administré la dosis de cafeina esta-
.blecido, y o los 10 minutos se volvié a adwinistror la dosis de
onalgésico utilizgdn para el control anteriormente. En el caso de
la morfina se eligié para todas las preparaciones la dosis 12.10—8M,
olgo inferior a la 0150 de la morfina hallada por extropolacién
en su curva dosis-respuesta. En el caso de la metadona y el fen-
tanest se hizo un tanteamiento previa en cada preparacién de su
DISO' Se valoré el porcentaje de disminucién de la amplitud de la
contraccién con la dosis odministrada de onalgésico en presencia
de cafeina a los 3 minutos de lo administracién, y se hallé lo

diferencio con el porcentaje del control.
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5.3. Relacién respuesta-frecuencia primero sin férmaco y a conti-

nuacién en presencia de cafeina.

Se estimulé la preparacién con estimulo simple vtili-
zando sucesivamente 1§s siguientes frecuencias: 0,2 Hz., 0,3 Hz.
0,4 Hz., 0,5 Hz, 0,6 Hz, 0,7 Hz, 0,8 Hz, 0,9 Hz y 1 Hz. Se va-
loré el porcentaje de disminucién de lo respuesta contrdctil con
las distintas frecuencias de estimulacién considerando el 100%
de respuesta a la obtenido eon 0,2 Hz. Nuevamente se volvié a
.estim010r la preparacién con 0,2 Hz y se administré cafeinc en
concentrccisn 5.10-5H. A los 10 minutos de haber administrado la
cofeina se subié progresivomente la frecuencia de estimulacién
desde 0,2 Hz hasto 1 Hz con lo misma escolo anteriormente vtili-
zada, Se valoraron los porcentajes de disminucién de la respues-
ta contrdctil considerando ésta vez el 100% o 1§ respuesta obte-
nido con 0,2 Hz a los 10 minutos de haber administrado la caofei-

na.

5.4, Choques de frecuencio elevada.

a) Sin férmaco.

b) En presencia de férmaco.

@) Lo vtilizacién de choques de frecuencia elevada se llevé o
cabo en porciones de intestino completo de cobayo estimuladas
cooxialmente con estimulo simple, basandose en la técnica de

estimulocién empleada ‘por MARGARITA PUIG en 1977 en plexo mien-
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térico de fibras longitudinales de ilcon de cobayo paro—ld libera-
cién de endorfinas. Para ocagionar un chaque en intestino estimulu-
do con estimulo simple se elevdé la frecuencia de estimulociédn dus
rante un periodo de 5 minutos desde los 0,2 Hz utilizodos en esta
modolidad de estimulo a 10 Hz. Transcurridos los 5 minutos se vol-
vié a estimular con (i& Hz y se mantuvo esta frecuencio de estinu -
lacién durante 10 minutos antes de volver a ocasionar un nuevo
choque. De este modo, en lus preporociones utilizadas paro control
de sucesivos choques, se ocasionaron 6 sucesivamente de 5 minutos
y 10 Hz cada uno, con un intervalo entre cada dos choques de 10
minutos de estimulacién ¢ 0,2 H; de frecuencia, Después- de ocasio-
nar el Gltimo chogue de 10 Hz también se montuvo la preparacién
otros 10 minutes con 0,2 Hz de frecuencia pora ver el efecto del

choque,

b) En las preparaciones uiilizadas para ver el efecto de sucesivos
chogues en presencia de férmacos se odministré 10 minutos antes de
ocasionar el primer choque una désis Gnica del férmoco en el bafio
de érganos, y a continuacién se ocasionaron los sucesivas éhoques

de S ninutos cada 10 minutos.

Férnaco Concentracién N2 de chocues
Cofeina veveeveeeene 5o 100H veuivuennnen 5
Bacitracing seeseees 2°5, 10-4H tescvectones 8
Atroping  seesee.. 371, 108 ereinnen, 6
Clorfoniraming ceese 6'4.,10—ﬂ4 seessvensess 6
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5.5, Respuestas de los morfinomiméticos en presencia de bacitra-

cina.

Se estudié lo respuestc a morfina y metadaona en presen-
cia de la concentracién 2,5.10-4H de bacitracina. Para estas en-
sayas se hizo un tanteamiento previoc de la respuesta al analgé-
sico en cada preparacién. Se odministré una dosis de analgésica
con efecto préximo al 50% en lo preparacién, volorandose el por-
centaje de disminucién de la amplitud de la contraccién a las 3
minutos. Esta medida se utilizé ccmo control. A continvacién se
lavé repefidos veces lo preporacién hosta recuperor una controc-
cién de amplitud igual o mayor o lo que tenlamos antes de admi-
nistror la dosis de analgésico. En éste momento se administré la
dasis de bacitrocina, ye los 10 minutos se volvié o administror
lo misma dosis de analgésico utilizada para el cantrol. Se vola-
ré el porcentaje de disminuci6én de la omplitud de la contraccién
con la dosis odministrodd de analgésico en presencia de bacitra-
cina o los 3 minutos de la administracién y se hallé la diferen-

cio can el porcentaje del control,

5.6. Ensayos comparativos entre cabayas adictos o morfina y co-

boyas no tratados.

a) Curvas dosis-respuesta.
b) Control de pesos.
¢) Choques de frecuencia elevada,

La administracién crénicao de morfina se llevé a cabo
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en cobayos machos cuyo peso oscilaba entre 450 y 700 grumo;.
So vtilizé pora ello la inyeccién subcutdnea duronte 14 dias
de una dosis de 100 mg/Mg diaric de susfato de morfina segln la
técnica empleada por VAN NUETEN y LAL en 1974,

A los animales sin tratar se les inyecté durante los
14 dias 1 ml, de suero fisiolégico, volumen similar ol inyectado

en cadd dosis de sulfato de morfina.

a) Se obtuvo la curva dosis-respuesta a morfina en intestino es-
timulado con estfmulo simple de cobayos que sufrieron la ad-
ministrécién crénica de morfina durante 14 dfes y la curva
dosis-respuesta a morfina en intestino estimulado con estimulo
simple de cobayos no tratados con morfina que perténecian al
mismo lote de los tratados. Las curvas désis-respuesto de
éstos ensayos se hiéieron con dosis acumvlativas que se admi-
nistraron cada 3 minutos como todas los realizados con morfi-

nomiméticos y con estimulo simple.

b) Se 1levé a cabo un control de pesos en los cobayas con admi-
nistracién crénica de morfina y un control de pesos en coba-
yos no trataodos. 5 animales tratados y 5 animales sin tratar
permanecieron en javlas individuales durante las 14 dfas, y
por otra parte, 5 animoles tratados y otros 5 sin trator per-
manecieron en libertad dentro del mismo recinto. De esta forma
tuvimos 4 grupos de cobayos para establecer posibles diferen-

cias:
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- Cobayos trotados con morfina enjaulados.

Cobayos tratados con morfina en libertad.
- Cobayos no traotados enjaulados.

Cobayos no tratados en libertad.

Se pesé a los animales cada dfa. Durante 13 dfas tan-
to los animales enjaulados como los libres dispusieron de comida
y agua en cantidad sobrante para sus necesidades y la ingesta
fue voluntaria. Se valoraron los procentajes de variocién de pe-
so respecto al peso inicial. Durante esie periodo de tiempo tam-
bieA se observd si aparecian otras anomolfas y diferencias en

los 4 grupos de cobayos.

c) Se provocaron choques de frecuencia elevada en prociones in-
testinales de cobayos que habfon sufrido la administracién
crénica de morfina duronte 3 dfas y durante 14 dias; y tom-
bién en cobayos a los que se les inyecté suero fisiolégico du-
rante 14 dfas. La técnica vtilizada para ello fué idéntico @
la descrita pora intestino completo de cobayos sin trotor ba-
sada a su vez en lo de IMARGARITA PUIG en la preparacién de fi-
bras longitudinales-plexo mientérico para la liberacién de en-
dorfinas (PUIG y cols. 1977). También se ocasionaron choques
de frecuencia elevada en presencia de bacitracina 2,5.107 W,
en intestino de cobayos gque sufrieron la administracién cré-
nica de morfina durante 14 dfas y en coboyos del nismo lote

sin ‘trator, con esta técnica.
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5.7. Curva dosis-respuesta con AMPc, Respuesta de AMPc en presen-

cia de propranolol.

Las curvas dasis-respuesta can AMPc -se hicieron utili-
zando estimula simple, pera no se administraron las dosis de
forma acumulativa., Se administraron en orden creciente, valaran-
do la accién de coda una a las 3 minutos de administrarla y la-
vando la preparacién con solucién Krebs: despuése do transcurrir
10 minutgs de la administracién. Antes de administrar una nueva
dosis se comprobé que la.contraccién después de lavar hubiese
recuperado una alturo iguol a mayor o la obtenida antes de admi-
nistrar la 6ltima dosis. En estos mismos: ensayos se estudié la

respvesta al AMPc en presencia de la concentracién ].,25..1.0'“5

M de
propranolol. Para ella después de lavar la preparacién al fina-
1lizar con la administracién de la Gltima dosis de AMPc necesaria
pard la curva dosis-respuesta, se repitié la administrocién de

la dosis de AMPc més préxima a su DI50 en esa preparacién, El par-
centaje de disminucién de la altura de la cantraccién producida
eésta vez se utiliz§ como control. Después de lavar la preparacién
se administré la dasis 1,25.10-5M de proprénolol y a los 10 minu-
tos se volvié a administror la misma dosis de AMP¢ vtilizada pora
el control. Se valoré el porcentaje de disminucién de la altura

de lo contraccién en esta ocasién y se hallé la diferencia con el

porcentaje del control.
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6., Anélisis estadistico -

Los resultados fueron tratados de la ‘siguiente forma:
Se agruparon los datos experimentales segln los distintos grupos
y los diferentes parémetros medidas.

Se calculd la media, la desviacidn standard y el error

standard de la media segdn los sicuientes férmulas:

Media = % = £ *
n

Desviacién standard = DS =

Error stancdard de la media = ES =

Lo significacién estadistica de los distintos grupos
se efectu§ utilizondo el test de student para comparacién de me-
dias en poblaciones emparejadas, De ésta forma ealculamos el va-

lor de t segln la férmula sig iente:

: g.1 =n-1

Este valor "t" observado en la tabla de distribucién
de "Student" con n-1 grados de libertaod nos da el valor "p" de
significacién, Consideromos significativa la diferencia pora va-

lores P € 0'05.

109

L wiescongt v

St

EEATE S

PPN

S

AR



LYY

En las curves dosis-respuesta hallamos la pendiente
de la recta que definirfo la curva y el coeficiente de corre-

laci6n segin la férmula:

Coeficiente de correlacién = r = ngxy - £x £y

VG 62609064 %)
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EXPOSICIONDE RESULTADOS

TESARSE T



RESULTADOS

Curvas dosis-respuesta de los morfinomiméticos:

codeina, morfina, levorfanol, metadona, fentani-
lo, y etorfina.

Efecto de la cafeina. Antagonismo de los morfi-

nomiméticos y la cafeina.

, Relacién respuesta-frecvencia. Relacién respues-

to-frecuencia en presencia de cofeina.
Choques de frecuvencia elevada,
Respuesta; d; los morfinomiméticos en bresencio
de bacitracina.
Adiccion:
a) Curves dosis-respuesta.
b) Contrél de pesos.
c) Choques de frecuencia elevada.
Curva dosis-respuesta con AMPc. Respuesta de AMPc

en presencia de propanolol,

Q@APIUQ-%

@ ) (\s
‘:Q <2 5{,\
£ ez
2k 2
= & o

8IBLICTECA
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1, Curvas dosis-respuesta.

lado coaxialmente con estfmulo simple supromaximal de 0,2 Hiz de

frecuencia y 2 milisegundos de duracién fueron:

Némero de ensoyos realizados = 6

Los resultados con codeina en ileon de cobayo estimu-

TABLA 1

Concentracién Hedia del % de dis- Error

Holar - minucién de la con- Standard
traccibn
-6

3.1 x 10 24 4,51
9,3 x 107% 50, 17 6,03
2,1 x 1072 71 6,87
2,7 x 107 73,50 7,81
3,9 x 1070 76,50 6,74
6,4 x 1070 78 6,63
1,1 x 1074 78,33 7,08
2,1 x 1074 80,17 6,70

Pendiente de la recta que definirfa esta curva = 66,4749
Coeficiente de correlacién = 0,99979

(Ver figura n? 15),
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Los resultados con codeina en ileon de cobayo estimula-
do coaxiolmente con trenes de estimulo supramaximal de 10 Hz de
frecuencia y 2 milisegundos de duracién durante 5 segundos y con

un intervalo de 1 minuto fueron:

TABLA 2

Némero de ensayos realizados = 8

Concentracién Media del & de dismi- Error
Molor‘ nucién de la contrac- Standard
cién
-6
3,1.10 5,87 2,81
9,3.107% 13,25 6,57
2, 1,107 22,12 7,70
2,7.107° 25,12 7,57
3,9.10‘5 30,50 7,18
6,4.107° 34,62 7,32
1,1.107% 59,12 6,87
2, 1107 42,50 6,53

(Ver figura 16)
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Los resultados con morfina en ileon de cobayo estimu-
lado coaxialmente con estimulo simple supramaximal de 0,2 liz

de frecuencia y 2 milisegundos de duraecién fueron:

TABLA 3

Nbémero de ensayos realizados = 6

Concentracién Media del % de disminu- - Error

Molar cién de la contraccién Standard
3,1.1078 11 3,31
9,3.10"8 24,83 17,62
2,1.10~ 42,33 11,12
2,7.1077 47,17 11,17
3,9.10~ 54,83 11,14
6,410 62,17 9,82

1,1.10°% 70,33 8,27 -
2,1.107¢ 76,83 7,82
3,1.107¢ 79,33 6,71

Pendiente de la recta que definirla esta curva = 38,4740
Coeficiente de correlacién = 0,99047

(Ver figura 17).
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Los resultados con morfina en ileon de cobayo estimu-
lado coaxialmente con trenes de estfmulo supromaximal de 10 Hz
de frecuencia y 2 milisegundos de duracién durante 5 segundos y

con un intervalo de 1 minuto fueron:

TABLA 4

Némero de ensayos realizados = 7

Concentracién Media del % de dismi- Error
lolar nucién de la contrac- Standard
cién
3,1.10° 4,43 2,42
9,3,10°8 11,71 3,40
2,1.10~ 25 4,94
2,7.10~ 31,71 4,74
3,9.107 37,43 4,81
6,410 40,86 4,88
1,1.10°% 48,28 4,91
2,1.107% 51,28 5,84
3,1.107¢ 50, 14 5,91
4,1.107% 51 6,03
5,1,107° 50, 86 6,53

(Ver figura 18)
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Los resultados con levorfanol en ilcon de coboyo esti-
nulado coaxialmente con estfmulo simple supramoximal de 0,2 Hz.

de frecuencia y 2 milisegundos de duracién fucron:

TABLA 5

Némero de ensayos reolizados = 7

Concentracién Media del %5 de disminu- Error
Molar cién de la contraccién Standard
1,2.1078 11,14 2,86
2,5.10"° 21,28 4,73
3,7.10°8 o 4,96
1,6.10~ 47,71 7,22
2,9.107 51,86 7,40
9,1.10~7 53,43 ’ 8,18

Pendiente de lo recta que definirfa esta curva = 28,4223
Coeficiente de correlacién = 0,99035

(Ver figura 19).
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Los resultados con levorfanol en ileon de cobayo esti-
mulado coaxialmente con trenes de estimulo supramaximal de 10.Hz
de frecuencia y 2 milisegundos de duracién durante 5 segundos y

con un intervalo de 1 minuto fueron:

TABLA 6

Némero de ensayos realizados = 8

Concentracién Media del % de disminu- Error
Molar cién de la contraccién Standard
1,2.0° . 0,75 1,23
2,5.10° 5,75 3,66
3,7.10° 11,75 6,07
1,6.107 19,12 8,36
2,9.10~ 24,25 8,14
9,110~ 29,12 7,86
3,410 29,50 6,83
5,9.107% 26,75 : 5,92

(Ver figura 20).
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Los resultedos con metadona en ileon de cobayo estimu-
lado coaxialmente con estimulo simple supramaximal de 0,2 Hz de

frecuencia y 2 milisegundos de duracidén fueron:

TABLA 7

Némero de ensayos realizados = 7

Concentracién Media del % de disminu- Exrror
Molor cién de la contracciédn Standord
6,2.107 2,71 1,36
1,8.10°° 21,28 7,60
3.10° 47,71 8,83
4,2.10°8 62,86 7,68
5,4,10°C 75,14 7,45
6,6.107° 81,57 5,44
9,1.10°¢ 87,57 4,34
1,2.107 90,71 2,59

Pendiente de la recta que definirfa esta curva = 108,035
Coeficiente de correlacién = 0,99324

(Ver figura 21).
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Los resultodas con metodona en ileon de cobayo esti-
mulado coaxialmente con trenes de estimulo supromoximal de 10 Hz
de frecuencie y 2 milisegundos de duracién duronte 5 segundos y

con un intervalo de 1 minuto fueron:

TABLA 8

Némero de ensoyos realizados = 6

Concentracién Media del 2 de disminu- Error
Molar cién de la. contraccién Standord
6,2.10"7 -0,50 1,61
1,8.107 1,67 1,99
3.1070 4,67 3,20
4,2,10° | 8,33 4,24
5,4.10° 11,50 4,81
6,6.10"2 12,50 ’ 5,26
9,1.10°° 16,50 6,29
1,2.1077 19,50 6,723
1,8, 1077 22,33 6,87
4,3.10” 26,83 7,84
1076 36 7,09
2,2.107% 46,33 4,15
4,7.107° | 53,83 2,76
3.107° 68,83 3,94
5, 5.107° 83,50 4

(Ver figura 22)
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Los resultados con fentanilo en ilcon de cobayo esti-
mulado coaxialmente can estimulo simple supramgximal de 0,2 Hz

de frecuencia y 2 milisegundos de duracién fueron:

TABLA 9

Némero de ensayas realizedos = 8

Concentracién Media del 3% de disminu- Error
lolar cién de la contraccién ~ Stondard

2,3.107 13,25 4,89
4,6.10~7 ' 32,75 7,43
6,9.10~° 49,25 7,29
9,2.107° 61,62 6

1,4.10°C 71,62 3,54
3,3.107° ' 85 2,95
1,9.107 91,37 2,76
1,6.107° 96,62 1,9

Pendiente de la recta que definirfa esta curva = 77,2227
Coeficiente de correlacién = 0,99575

(Ver figura 23).
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Los resultados con fentanilo en ileon de cobayo esti-
mulado coaxialmente con trenes de estimulo supramoximal de 10
Hz de frecuencia y 2 milisegundos de duracién durante 5 segun-

dos y con un intervalo de 1 minuto fueron:

TABLA 10

Némero de ensayos realizados = 7

Concentracién tiedia del & de disminu- Exror
Molar ciéq de la contraccién Standard
2,3.1077 4,57 0,97
4,6.10~7 13 2,51
6,9.10~° 19,86 3,78
9,2.10~° 23,71 4,36
1,4.1078 30,28 5,99
3,3.10'8 | 41,71 7,71
1,9, 1077 53,57 7,26
1,6.10°% 64,14 7,30

(Ver figura 24)
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Los resultados con etorfina en ileon de cobayo estimu-
lodo coaxialmente con estimulo simple supramaximal de 0,2 Hz de

frecuencia y 2 milisegundos de duracién fueron:

TABLA 11

Némero de ensayos realizados = 6

Concentracién  Media del §I de disminu- Error
Molar cién de la contraccién Standard
1,2.107 1 2,67 2,69
7,5. 10t 18,50 5,01
1,4.10710 31,83 5,63
2,6.10710 47,67 5,78
3,9,10710 57 4,72
5,1.10710 60 4,40
7,6.00710 65,33 5,93
3,3.1007 74,50 6,51

Pendiente de la recta que definirfa esta curva = 48,3680
Coeficiente de correlacién = 0,99330

(Ver figura 25).
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Los resultados con etorfina en ilcon de cobayo estimu-
lado coaxialmente con trenes de estimulo supramaximal de 10 Hz
de frecuencia y 2 milisegundos de duracién durante 5 segundos y

con un intervalo de 1 minuto fueron:

TABLA 12

Némero de ensayos realizados = 6

Concentracién Media del % de disminu- Error
Holar cién de la contraccién Standard
1,2.1071! -0,17 1,19
7,5.1071! -0,33 1,31
1,4.10710 2,17 2,53
2,6,10710 2,83 3,36
3,9.10710 4,67 5,15
5,1,10"10 " 7,33 5,31
7,6.10710 7,67 5,94
3,3.10~° 15,17 9,02
5,8.10" 18,33 9,62
1,8.10°8 21,50 9,53
1,2.1073 27,33 9,01
3,7.107° 36,83 7,18
6,2.107° 55,17 6,02

(Ver figura 26).
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Las DI50 (dosis inhibidoras del 5075 de la respuesta

contréctil), obtenidas por extrapolacién en las curvas dosis-

respuesta a los distintos analgésicos morfinicos del ileon de

cobayo estimulado coaxialmente con estimulo simple supramaximal

de 0,2 Hz de frecuencia y 2 milisegundos de duracién fueron:

TABLA 13
‘ Anclgésico 0150
Codeina .9,3. 107
Horfina 3.10.7M
Levorfanol 2,2.10‘7M
Metadona 3,1.10-8H
Fentanilo 7,1.10-9H
Etorfina 2,9.10—10M

(Ver figura 23)



. Fig, 28,- Dlso con estimulo simple
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Las 0125 (dosis inhibidoras del 257 de la respuesta

contractil) obtenidas por extrapolacién en las curvas dosis-res-

puesta a las distintos anolgésicas mo;finicos del ileon de coba-

. yo estimulado cauxialmente con estimulo simple supramaximal de

0,2 Hz de frecuencia y 2 milisegundos de duracién, y estimulado

coaxialmente con trenes de estimulo supramaximal de 10 Hz de

frecuencio y 2 milisegundos de duracién durante 5 segundas y con

un intervalse de 1 minuto fueron:

TABLA 14
Anclgésico D125 con estimulo DI25 con trenes
simple de estimulo
Codetna 3,2.10"% 2,7.1071
Horfina | 9,4.10’8M 2, 1.10‘7M
Levorfanol - 3,108 3,5.10 1
Metadona 2.10"8M 3,101
Fentanilo 3,5.10_9H 10—8M
Etorfina IO-IOh 10—6H

(Ver figura 29)
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S{ntesis de resultados.- . ;

La disminucién de la altura de la controccién causade
por los morfinomiméticos en el ileon de cobayo estimulado con es-
timulo simple supramaxinmal de 0,2 Hz de frecuencia y 2 milisegun-
dos de duracién, fué mucho més acentuada que lo disminucién cou-
sada por estos férmacos €n la respuesta que ee observa al esti-
mular con trenes de estimulo supramoximal de 10 Hz de frecuencia
y 2 milisegundos de duracién duronte 5 segundos con un intervalo
de 1 minuto entre cada dos trenes. Cuando se .utilizé§ estimulo
sinple se _observé éue el 6rden y la relacién de los DISO de la
altura de la contraccién obtenidas estén de acverda con el orden
y la relacién de las potencias analgésicos de estos férmacos.

Cuondo se utilizaron trenes de estImulo en el coso de
la coaeiho no se llegé a obtener una DI50 y Gnicamente con las
dosis nés altés de les utilizadas poro el estinulo simple ob-
tuvinos una disminucién de la altura de la contraccién préxima
al 507, En el caso de la morfina obtuvimos valores de disminucién
del érden del 507 con ius dosis més altas que habfanos vtilizado
en el estimulo simple, pero con dosis moyores no conseguimos dis-
minuciones mayores, En el caso de la mctadona con las dosis uti-
lizadas con egtInulo sinple obtuvimos en el caso de los trenes,
procentajes de disminucién inferiores incluso ol 205, pero
al ounentar progresivamente los dosis se llegé a obtencr hasta

un 33,55 de disminucién con una désis més de 100 veees superior
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a la més alta uvtilizada en el estimulo simple. Con el fentonilo
en el rango de dosis utilizado con estimulo simple se llegb a
conseguir la DI50 con trenes, pero los porcentajes de inhibicién
fuefon menores en el caoso de los trenes. Con el levorfanol en
el rango de dosis utilizado con est{mulo simple obtuvimos con
trenes porcentojes de disminucién inferiores al 307 y con dosis
mayores no se consiguié lograr una mayor disminucién. La etorfi-
na, por Gltimo, no actu§ précticamente sobre la respuesto o la
estinulacién con trenes de estimulo ounque elevamos las.dosis
respecto o -las utilizadas con estimulo simnle progresivamente y
en mayor proporcién cue con los otros analgésicos. Por otra parte,
hay que seiialar el hecho a modo de excepciédn de que determinadas
preparaciones intestinales aisladas estinmulando con trenes de
estinulo no respondieron en obsoluto a morfinomiméticos (codefina,
morfina y metadona) sin que podamos encontrar ninguna explicacién
y por ello fueron excluidos en el computo de estos resultados.
Con todos los analgésicos vtilizados hubo una diferencia
significotiva (P < 0,0005) entre la utilizacién de estimulo sim-

ple y la uvtilizacién de trenes de estinulo.

2, Efecto de la cafeina. Antaconismo de los morfinomiméticosy la

cafeina,

Resultados obtenidos con cafeina en ileon de cobayo es-
tinulado con estfnulo simple supramaximal de 0,2 Hz de frecuencia

y 2 nmilisegundos de curacién:
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La potenciacién de la respucsta contréctil del ileon
5

de cobayo al estfmulo eléctrico coaxial por la dosis 5,107 M de
cafeina fué muy variable en intestinos de diversos animoles e in-
cluso en distintas porciones del mismo intestino. La respuesta
fué un cumento lento y progresivo de la altura de la contraccién
que se cansider§ estabilizada después de transcurridos diez mi-
nutos de hober administrado la dasis. En general, en intestinos
con pequeiia respuesta contréctil aparecieros mayores porcentajes
de aumenta. En todos las ensayos realizodos utilizando cafeina
sefiolanos las porcen{ajes de aumento de la contraccién logrados

con esta dosis,.

(Ver figura 30).
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Se puede observar la diferencio entre el % de disminu-

cién de la altura de la contracciédn logrodo con una dosis deter-

minada de morfina en ileon de cobayo estimulado coaxialmente con

estimulo simple supramaximol de 0,2 Hz de frecuencio y 2 milise-

gundos de durocién, y el % de disminucién de la altura de la con-

traccién de la mismo preparacién con esa mismo dosis de morfina

~en presencia de la concentracién 5.10-5M de cafeina.

sayo Dosis Molor
i de morfina

1 1,2.107
1 12,107
6m 1,2.107
v 1,2.107
v 1,2.10‘7
VI 1,2.10“7

TABLA 15

Control del
% de dismi-
nucién
50
22
38
33
31

37

% aumento
con cafei-
na

126

17

25

45

(Ver figuras 31, 32, y 33).
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% disminucién Diferencia
en presencia con el %
de cafeina del control

23 27

11 11

12 26

14 19

2 29

26 11
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Se puede observar la diferencia entre el § de disminu-
cién de la altura de la contfoccién logrado con una dosis deter-
minoda de metadona en ileon de cobayo estimulado coaxialmente
con estfmulo simple supramaximal de 0,2 Hz de frecvencia y 2 mi-
lisegundos de auroci6n, y el % de disminucién de la altura de la
controccién de la misma preparacién con eso misma dosis de meta-

dona en presencia de la concentracién 5.10_5M de cafeina.

TABLA 16
Ensayo:  Dosis Holaer Control del -% aumento % disminucién Diferencia
de metadona &% de dismi- con cafei- en presencia con el &
nucién na de cafeina del control

I 4,4, 1078 36 40 14 22
11 5,6.107 46 40 14 32
111 3,7.1078 23 g3 13 10
v 3,7, 1078 14 20 4 10

v 3,7.107° 29 74 -18 47
VI 5,6.10° 19 7 10 9
VII 3,7.1078 29 21 -3 33
VIII 3,7.10°% 45 14 17 28

(Ver figuras 34 y 35).
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Se puede observor la diferencia entre el ¢5 de disminu-
cién de la altura de la contraccién logrado con una dosis deter-
minada de fentanest en ileon de cobayo estimulada coaxialmente
con estfmula simple supramaximal de 0,2 Hz de frecuencia y 2 mi-
lisegundos de durocién, y el % de disminucién de la altura de lo
contraccién de la misma preparacién con esoc misma dosis de fen-

tanest en presencia de la caoncentracidn 5.10~5M de cafeina,

TABLA 17
Ensaye Dosis Malor Cantrol del % aumenta % disminucién Diferencia
de fentanest &% de dismi- coan caofei- en presencia con el %

nucién na de cafeina del control
I 1,1.107 83 18 69 14
11 2,8.10°° 72 7 7 65
111 1,8.10°° £ 32 12 a1
v 1,8.1078 55 33 31 24
v 1,8.10°8 47 22 0 47
VI 3,7.10°0 28 5 18 10
VII 1,8.10° 46 43 28 18
VIII 2,8,107° 72 28 4 68
IX 3,7.10° 55 44 17 38
X 1,8.10°8 33 41 0 33
X1 2,8.10° 38 - 16 36 2
XII 1,8.10°8 73 2 8 65

(Ver figures 36, 37 y 38).
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SIntesis de resvltodos.-

Se comprueba que el porcentaje de disminucién de la al-
tura de la contraccién del ilean de cobayo inducida por estimQIo
simple supromaoximol de 0,2 Hz de frecuencia y 2 milisegundos de
duracién causoda por una dosis determinoda de analgésico es siem—
pre menor cuando el analgésico se administra en presencia de la
concentracidn 5.10—5M de cafeina, Este fendmeno se observd§ can
morfina, me£odono, y fentanest, y en el caso de la metodéna la
dosis odminisérada en presencia de cafeina en dos ocasiones no
produjo ninguna dismi6uci6n en lo oltura de lo contraccién, si no
que por el contrario esta oumenté después de administrarla.

La diferencia entre el ${ control de disminucién de la
altura de la contraccién del analgésico,y el % de disminucién de
la oltura de la contraccién del anolgésico en presencia de cofei-.
na, fué siempre significativa (P < 0,0025 pora morfina y metadona

y P € 0,0005 para fgntanest).

3. Relacidn respuesta-frecuencia, Relocién respuesta-frecuencia

en presencia de cafeina.

Se observé la respuesta o la estimulacién coaxial de
ileon de coboyo con estimulo simple supramaximal de 2 milisegun-
dos de duracién con diversas frecuencias de estimulacién compren-
didas entre 0,2 Hz y 1 Hz, y a continuacién en la misma prepara-

cién se abservaron nuevamente las respuestas con la misma serie
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. . . ~5 .
de frecuencias en presencia de la concentracién 5,10 "1 de cafei-

na, Se halloron porcentajes de disminucién de la contraccidén fren-

te a un 1007 de contraccién a 0,2 Hz.

TABLA 18

Hémero de ensayos realizados = 5

Frecuencias Media del 5 de disminucién Error
de la contraccidn Standard

0,3 Hz 5,80 2,24
0,4 Hz 21,80 5,26
0,5 Hz 38 6,34
0,6 Hz 77,40 13,91
0,7 Hz 100 0
0,8 Hz 100 0
0,9 Hz 100 0
1 Hz 100 0

(Vease figura 39).
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TABLA 19

Frecvencias Media del % de disminucién Error
de la contraccién en pre- Standard
de cafeina

0,3 Hz 6,40 3,31
0,4 Hz 26,20 2,26
0,5 Hz 37,20 5,17
0,6 Hz 65,60 9,65
0,7 Hz 100 0
0,8 Hz 100 0
0,9 Hz 100 0
1 Hz 100 0

(Vease figura 39)

Los porcentajes de aumento de la respuesta contréc-
til obtenidos a 0,2 Hz de frecuencia con la concentracién
5.10—5M de cafeina fueron: 3, 28, 17, O y 6 respectivamente

para los 5 ensayos realizados.

Sintesis de resultados.-

* La amplitud de la controcéién obtenida en ileon de
coboyo con estimulo simple supramaximal de 2 milisegundos de
duracién fué disminuyendo al aumentar progresivamente la fre-
cuencia de estinulocién desde 0,2 liz a 1 Hz, de tal forma que

ya con 0,7 Hz cosideramos la respuesta obtecnida como nule, por
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lo que la disminucién fué del 100;! a partir de dicha.frecvencia.
En presencia de cafcina el fenbmeno fué el mismo.

Progresivomente al ir disminuyendo la amplitud de la
controccién tanbién va d;sminuyendo la recularidad en la respues-
ta contréctil,

La diferencia entre lo progresiva disminucién de lo al-
tura de la controccidén al elevar la frecuencia de estimulacién

con y sin cafeina no fué significativa (P ) 0,25).

4, Chooves de frecvencia elevada.

Para los resultados de los porcentajes de variacién de
la altura de lo coniraccién de ileon de cobayo estimulado coaxial~
mente con estimulo simple subramcximol de 0,2 Hz de frecuenciao y
2 nilisegundos de duracién, por sucesivos periodos de 5 minutos
de estinulacién con 10 Hz se tomaron referencics: a) nada més fi-
nalizar el choque, b) a los 2 minutos de finalizar, €) g los 10 niﬁu-

tos después de haber finalizado (Tabla 20).
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T/3LA 20

Hénero de ensayos realizados = 10

2 de x del 53 de  Error x del & de  Error % del < de Error

hocve  disminucibén Stondard disninucién Stundard disminvcién Stoncard
a los 07 o los 2° a los 10°

1¢ 55 7,1 35,10 7,93 27,60 7,é4
29 30 11,49 10,80 11,43 23,10 6,75
3¢ -1 19,34 -20,30 20,65 14,90 10,24
49 -9,40 . 27,65. -35,20 32,90 -12 8,42
50 19,30 30,99 39,30 34,06 -10,30 4,90
60 7 12,32 -10,40 12,02 - 2,50 5,22

Véose figuras 40 y 43).

En presencioc de la concentracién 5.10-5H de cafeina,
para los resultados de los porcentajes de variacién de la al-
tura de la contraccién de ileon de cobayo estimulodé coaxialnen-
te con estimulo simple supromaximol de 0,2 Hz de frecuencia y 2
milisegundos de duracién, por sucesivos periodos de 5 minutos de
estimulocién con 10 Hz, se tomoron referencios: @) noda mos fi-
nolizar el choque, b) a los 2 minutos de finalizer, c) a los
10 minutos después de haber finolizado (Tabla 21).

Los porcentajes de aumento de la altura de-la contrac-
cién obtenidos a 0,2 Hz de frecuencia con la concentrocién 5.10—%1

de cafeina fueron: 53, 5, 44, 4, 58 y § respectivamente para los
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6 ensayos realizados.,

TABLA 21

Némero de ensayos realizados = 6

N2 de .| x del % de Error |x del § de Error |x del % de Error
choque | disminucién Standard |disminucién Standard]disminucién Standard
a los 07 a los 27 o los 10°
1e 36 4,85 27,83 4,77 26,50 7,89
2¢ 2,50 - 26,59 -5,67 22,98 13,83 10
k14 -8 - 17,61 -14,83 18,43 -4,83 3,29
40 -34,17 37,56 ~43,17 ) 41,66 2,17 3,85
59 -30,67 28,55 36 29,85 8,17 4,56

figura 43).

En presencia de la concentrocién 2,5.10-4H de bocitra-
cino, para los resultados de los porcentajes de variacién de la
oltura de lo controccién de ileon de : cobayo estim&lodo coaxial-
mente con estfmulo simple supramoximal de 0,2 Hz de frecuencia y
2 milisegundos de duracién, por sucesivos periodos de 5 minutos
de estimulacién con 10 Hz se tomorén referencias: a) nada més fi-
nalizar el choque, b) a los 2 minutos de finolizar, c) a los 10

minutos después de haber finalizado (Tabla 22).
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TiBLA 22

Himero ce encayos realizeodos = 6

N2 de x del & de Error  x del 5 de Error X del % de Error
chocve | disminucién Standard disminucién Standerd disminucién Stancard
{ a los Q° a los 27 a los 10
1e 61,83 3,67 67,17 4,96 47,33 7,63
20 39,383, 11,59 52,67 9,16 21,33 4,08
32 12,67 20,41 45,17 ‘ 10,56 3,17 5,93
4¢ 13,50 21,66 44 5,98 -2 8,44
5¢0 15,83 A 17,75 29,50 ° 10,45 7,17 8,23
69 7 22,86 12 17,53 -27,67 13,23
E 7¢ 23,67 14,22 11,50 17,68 -29,17 10,35
é ge 43,17 14,90 27,67 11,41 -10,33 7,26

Ver figuras 41 y 43),

En presencia de la concentracién 3,1.10-3H de atroping,
para los resulteodos de los porcentajes de veriocién de la altura
de la controccibén de ileon de coboyo estimulado cooxialmente con
estimulo simple supramaximal de 0,2 Hz de frecuencia y 2 mili-
segundos de duracién, por sucesivos periodos de 5 minutos de es~
timulacién con 10 Hz, se tomaron referencias: a) naoda més fineli-
zar el choque, b) a los 2 minutos de finalizar, ¢) a los 10 minu-
tos después de haber finalizado (Tabla 23).

Los porcentajes de disminucién de le alture de la con-

traccién obtenidos a 0,2 Hz de frecuencia con lo concentracién
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"3,1.10771 de atronina fueron: 17, 51, 47, 41, 24 y 32 respectiva-

nente poro los 6 ensayos realizados,

TABLA 23

lldnero de ensoyos realizados = 6

e de % del i3 de Error x del (% de Error }x del & de Errar
chocue disninuciédn Stancard | disminuciédn Standard |disminucién Stondarc
a los 07 a los 27 a los 107

1¢ 94,33 4,2 85,50 5,92 47,17 12,52
2¢ 92,67 7,33 70,17 13,26 15,50 20,96
3e 93,8 6,17 62,33 13,97 =13 1,77
40 92 ) 43,33 22,28 -41,33 21,04
50 94,83 4,7C 44 11,81 -22,50 10,06
6° 90,17 6,32 33,33 12,42 -13,67 11,62

(Ver figuras 42 y 43)

in presencic de le concentracion 6,4.10-6H de clorfe-

‘niraning, para los resultados de los porcentajes de voriacién de

la altura de la contracciédn de ileon de cobayo estimulado coaxial-

nente con esfinulo simple supromaximal de 0,2 Hz de frecuencia y

2 nilicegvndos de curocidn, por sucesivos periodos de 5 minutos

de estimulacién con 10 Hz, se tomaron referencias: a) noda més

finolizbr el choque, b) a los 2 minutos de finalizar, c) a

los 10 minutos después de hober finalizado (Tabla 24).

Los porcentajes de disminucibn de la altura de la con-
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de
oque

traccibén obtenidos @ 0,2 Hz de frecuencia con la conceniracién

8,7.10-6M de clorfeniraomina fucron: 54, 46, 17, 44, 20 y 31 res-

pectivamente para los 6 ensayas realizados.

TABLA 24

Némero de ensayas realizados = 6

x del it de Error x del & de Error x del % de
disminucién Standard disminucidn Standord disminucién
a los 0° a los 27 a los 107
95,17 4,08 83 5,37 49,50
95 5 63,83 15,11 -22,50
94,67 3,61 49,33 11,83 -0, 50
91,17 6 36,67 14,38 0,17
23 10,42 12 26,79 ° -39,83
73,33 11,50 16,33 16,45 34,83

er figuras 42 y 43),

Sintesis de resultados.-

Error
Standard

11,25
9,09
6,78
9,61

45,05

13,27

En los ensayos control de sucesivos choques de frecuen-

cia elevada observanos que el efecto de los dos primeros choques

fué una disminucién con 0,2 Hz de la altura de la contraccién,

con una recuperacién parcial en los 10 minutas de estimulaciédn o

0,2 Hz anteriores a un nueva choque. A partir. cdel tercer choque
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se observaron aumcntos de altura de la contraccién después de
finalizor el choque.

En presencia de cafeina el fendmeno fué similar pero
los porcentajes de disminucién de los primeros chaques fueron me--
nores y fué mayor el incremento en la altura de la contraccién
lagrada por sucesivos choques.

En presencia de bacitracina por el controrio se obser-
vé gue las disminuciones de lao altura de la contraccién fueron
mayores can los primeros cBoques y cuvando el ndmero de chaques
fueron de un total de 8 nunca se obtuvieron incrementos de la al-
tura de la controccién , si no gue siempre se lograron abolicio-
nes parciocles, las cuoles'fueron nés acentuadas a los 2 minutos
de finalizor el chogque,

En presencia de atropina o de clorfeniramina también
disminuyé la altura de la contraccién a 0,2 Hz después de cual-
quier choque. Con estos dos fdrmacos ademés se observé que des-
pués de cada choque la contraccién a 0,2 llz qued§ practicanente
abolida y luego hubo uno recuperocién porcial,

Utilizando los valores del 7 de disminucién de la al-
tura de lo contraccién a 0,2 Hz de frecuencia después de 2 minu-
tos de ocasiona£ los choques de frecuencia elevada, la diferencia
fud significativa entre las preporociones control y las de suce-
sivos choques en presencia de bacitracina, atropina y clorfenira-
mina (P < 0,0025, P < 0,0005 y P ¢ 0,0005 respectivamente),
Par el contrario, en el caso de la cafeina la diferencia na fué

significativa (P > 0,10).
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5. Respuestas de los morfinomiméticos en presencia de bocitrecina.

N

Se observa el §i de disminucién de la altura de la con-

traccién logrado con uno dosis determinada de morfina en ileon

de cobayo estimulado coaxialmente con estimulo simple suprama-

xinal de 0,2 Hz de frecuencia y 2 milisegundos de duracién,y el

5% de disminucién de la altura de lao contraccién de la misma prepo-

racién con esa misma dosis de morfina en presencia de la concen-

trocién 2,5.10-4M de bacitracina,

TABLA " 25

Ensayo Dosis Molar Control del ¥ de £ de oumento % de disminucién
de morfina disminucién con bacitra- en presencia de
cina bocitracina
-7
I 4,10 52 4 65
11 2.107 - 6 -28 74
I1I 4.].0—8 46 -2 41
IV 6.10-8 36 0 39
A 8.].0—8 51 0 42
VI 8.10"8 31 2 11
VII 2,107 27 0 37
VIII 2,107 50 -3 54

(Vease figura 44).
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Se observa el I de disminucién de la altura de la con-
traccién logrado can una dosis determinada de metadona en ileon
de cobayo estimulado coaxiolmente con estfmulo simple supromaxi-
mal de 0,2 Hz de frocuencio y 2 milisecundos de durocién y el 5%
de disminucién de la altura de lo contraccién de la misma prepo-
racién con esa mismo dosis de metadona en presencia de-la concen-

tracién 2,5.10-4M de bacitracina,

TABLA 26

Ensayo Dosis Molar Contral del % de 7% de gumento % de dispinu-
de tetadona disminucién con bacitra-~ cién en pre-
na sencia de ba-
citrocino
-8

1 8,1.10 40 21 32
11 6,9.107° 48 1 56
111 5,6.10°° 48 2 46
v 1,2.107 49 ' -2 30
v 1,2.107 54 5 42
VI 1,6.107 66 9 60
VII 5,6. 1078 39 3 43
VIII 1,9.10-7 ] 33 37 33

(Ver figura 45)
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S{ntesis de resultados.- :

En la prepafaci6n de ileon de cobaya estimulado coaxial.
mente con est{mulo simple supromaximal de 0,2 Hz de frecvencia y
2 milisegundos de duracién los analgésicos se comportan igual en
presencia de la concentracién 2,5.10-4M de bacitracina que sin
ella, de tal forma que la disminucién de la ulturo‘de«lo contrac-
cién que Qno dosis determinada de analgésico ocasiona unas veces
resulta mayor y otraé menor en presencia de bacitracina respecto
o su control correspondiente sin bacitracina. La diferencia entre
el 7 control de disminuci&n de la altura de la contraccién del
analgésico,y la disminucién de la altura de la contraccién del
analgésico en presencia de bacitracing,np fué significativa
(P » 0,475 para morfina y P > 0,15 pora metadona).

La concentracién vtilizada de bacitracine no parece te-
ner un efecto concreto sobre la respuesta contrdctil pero en al-
gunas preparaciones modificé ligeramente la altura de la contrac-

cién.

6, Adiccibn.

@Curvos dosis-respuesta.-

los resultados con morfina en ilcon estinulado coaxial-
mente con estinulo simple supramaximal de C,2 Hz de frecuvencia y

2 milisegundos de duracién, de cobayos inycctados con 100 mc/Kg
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de sulfato de morfina diariamente durante 14 dfas fueron:

TABLA 27

Nimero de ensayos realizados = 7

Concentracién Media del % de disminucién Exrror
-Molar de la contraccién Standard
3,1.10"8 1,14 1,29
9,3;10° 1,14 1,90
2,110 8,71 2,69
2,7.107 15 . 3,73
3,9.10~ 18,85 5,64
6,420~ 26,57 7,53
1,1.1078 39,14 10,13
2,1.107 51,85 10,45
3,1.10°° 63,28 , 9,21

(Ver figura 46).

Los resultados con morfina en ileon estimulado coaxial-
mente con esti{mulo simple supramaximal de 0,2 Hz de frecuencia
y 2 nilisegundos de duracién, de cobayos no‘tra£udos con sulfo-
to de morfina, pero pertenccicntes al mismo lote que los tratados

fueron:
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TABLA 28

Némero de ensayos realizados = 7

’

Concentracién Media del £ de disminu- Exror
Molar cién de lo co??focci6n Stondard
3,1.107 5,7 6,11
9,3.10°% . 20,14 9,38
2,1.107 39,14 10,13
2,7.107 43,57 9,82
3,9.10~ 51,28 10,19
6,4.10~7 62,28 10,67
1,1.10°% 72,71 9,64
2,1.10°% 84 6,26
3,1.107% 92,57 4,79

(Ver figura 46).
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b) Control de pesos.-

Tobla de los % de disminucién del peso de cobayos en-
lavlados inyectados diariamente con 100 mg/Kg de sulfato de mor- -

fina durante 13 dfas.

TABLA 29

Nimero de .cobayos vtilizados = 5

Dias. inyectados Media del X de disminu- Error

con moxfina tién de peso Standard
1 6,66 1,25
2 9,38 1,30
3 10,98 1,81
4 10,58 1,63
5 11,56 2,11
6 12,08 2,06
7 12,60 2,19
8 13, 80 2,67
9 *13, 66 2,88
10 13,44 3,38
11 14,12 ' 2,59
12 13,54 2,79
13 : 13,28 2,14

(Ver figura 47).
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Tabla de las % de disminucién del peso de cobayos li-
bres inyectodos diariamente con 100 mg/Kg de sulfato de morfina

durante 13 dias.

TABLA 30

Némero de cobayos vtilizados = 5

Dias inyectados Media del % de disminu- Error
con morfina cién de peso : Standard

1 3,84 0,72

2 4,52 0,54

3 ' 5,32 0,85

4 5,60 1,24

5 4,18 1,12

6 3,58 1,42

7 . 3 1,47

8 2,64 1,49

9 2,10 1,96

10 3,60 1,69

11 ' 2,08 1,45

12 3,22 1,65

13 1,28 1,70

(Ver figura 47).
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Tabla de los ¥ de disminucién del peso de cobayos en-
jaulados inyectodos dioriamente con 1 c.c. de suvero fisiolégico

durante 13 dfas.

TABLA 31

NGmero de cobayos utilizodos = 5

Dias inyectodos Media del I de disminu~ Error

con suvero nucidn de peso Standard
1 - - 5,30 1,95
2 C1,74 ' 1,58
3 2,36 1,77
4 1,26 1,78
5 1,64 : 0,88
6 1,48 1,14
7 1,44 1
8 1,56 . 0,89
9 0,26 - 1,66
10 1,08 : 0,85
1 -0,10 1,90
12 -1,62 2,08
13 2,42 2,42

(Ver figura 47)
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Tabla de los (i de disminucién del peso de cobayos li-
bres inyectados diariamente con 1 c.c. de suvero fisiolégico du-

rante 13 dfias.

TABLA 32

Némero de cobayos utilizados = 5

Dias inyectodos Media del % de disminu- Error
con suero + .cién de peso Standard

1 -1 0,58

2 0,68 0,84

3 » 1,70 1,43

4 1,18 1,29

5 -0,36 0,70

6 -1,72 , 0,41

7 ©-1,54 0,76

8 - 21,78 0,61

9 -1,64 0,55

10 -2,06 1,25

11 -2,28 1,37

12 -2,32 1,48

13 -3,32 1,45

(Ver figura 47).
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Para los resultados de los porcentojes de variacién

de la altura de la controccién de ileon estimulado coaxialmente

con estimulo simple supramaxinal de 0,2 Hz de frecuencia y 2 mi-

lisegundos ce duracién, de cobayos tratedos durante 14 dfas con

inyecciones diorios de 1 c.c. de suero fisiolégico, por sucesi-

vos periocos de 5 minutos ‘de estimulccién con 10 Hz se tomaron

referencias: a) nadu mds finalizar el chocue, b) a los 2 minutos

de finalizar, c) o los 10 minutos de haber finalizado.

(Tabla 33),

TABLL 33

Nimero de ensayos realizados = 6

—

12 de x del & de Error x del % de Error % del % de  Errox
chogue disminucién  Stondord | disminucién  Standord |disminvcion Staendm
a los O a los 2¢ o los 10°
1e 56,83 4,33 36,67 6,24 13,67 6,53
20 56,50 5,91 27 5,54 3,50 4,60
30 50,17 5,66 23,83 7,55 2,67 8,39
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Pora los resultados de los porcentajes de variacién de
la oltura de la contraccién de ileon estimulado coaxialmente cois
estimulo simple supromaximal de 0,2 Hz de frecuencia y 2 milise-
gundos de duracién, de cobayos tratados durante 3 dias con inyec-
ciones diorios de 100 mg/Kg de sulfato de morfina, por sucesivos
periodos de 5 minutos de estimulacién con 10 Hz se tomaron refe-
rencias: a) nada més finalizor el choque, b) o los 2 minutos de

finalizar, ¢) a les 10 minutos de haber finalizado. (Tablo 34)

TABLA 34

Némero de ensayos realizgqdos = &

N¢ de x del & de Error % del & de Error x del 5% de Error
choque | disminucién Stondard| disminucién Standard | disminucién Stondord
a los 07 a los 27 a los 10
1¢ 50,83 8,21 42,17 2,71 17 6,84
2¢e 42,50 4,60 31,67 6,79 20,33 8,08
3e 33,17 5,37 22,83 8,10 24,83 8,79
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Para los resultados de los porcenteojes de variacién de

la altura de la contraccién de ileon estimulado coaxialmente con

estf{mulo simple supramaximal de 0,2 Hz de frecuencia y 2 milise~

gundos de duracién, de cobayos tratados durante 14 dfes con in-

yecciones diarias de 100 mg/kg de sulfato de morfina, por suce-

sivos periodos de 5 minutos de estimulacidn con 10 Hz se tomaron

referencias: a) nada més finalizor el choque, b) a los 2 minutos

de finolizor, c¢) o los 10 minutos de hober finalizodo.(Tabla 35).

TABLA_ 35

lHdémero de ensayos reolizados = 8

N2 de x del 2 de Error x del 5t de . Error x del % de Error
choque | disminvcién Standard| disminucién Stondard} disminucién Stondard
a los O a los 2° a los 10°
19 49,50 9,28 34,37 7,94 13,25 4,80
29 42,75 11,23 24,62 8,01 ~2,62 4,91
3¢ 45,37 12,22 33,12 11,14 8,12 3,09
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En presencio de la concentracién 2,5,107

N

4

M .de bacitra-

cina, para los resultados de los porcentajes de variacién de la

altura de la contracciédn de ileon estimulado .coaxialmente con

estfmulo simple supramaximal de 0,2 Hz de frécvencia y 2 milise-

gundos de duracién, de cobayos tratados durante 14 dfos zon in-

yecciones diarias de 100 mg/Kg de sulfoto de-morfine, por suce-

" sivos periodos de 5 minutos de estimulacién.con 10 Hz se tomaron

referencios: a) nada mbs finalizar el choque; b) a los 2 minutos

de finalizor, c) a los 10 minutos de haber finalizado.(Tabla 36),

TABLA 36

Némero de ensayos realizados = 7

N2 de X del % de Exxor x del £ de Error x del & de Error
choque | disminucién Stondard| disminucién Standord} disminucién Stondard
o los O a los 2° a los 10
12 69,14 11,61 58,71 13,97 18,28 8,33
20 49,57 9,36 36,43 9,72 -3,28 6,79
3¢ 45,71 8,06 32,57 9,34 0,86 8,97
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En presencio de la concentracién 2,5.10’4N de bacitro-
cing,para los resultodos de los porcentajes de variacién de la
altura de la contraccién de ileon estimulado coaxialmente con
estimulo simple supranaximel de 0,2 Hz de frecuencia y 2 milise-
gundos de duracién, de cobayos no tratados con sulfato de morfi-
na pero pertenecientes al mismo lote que los trotados, por su-
cesivos periodos de estimulacién con 10 Hz se tomoron referencies:
a) nada ﬁ&s finalizar e; choque, b) a los 2 minutos de finalizar,

c) o los 10 minutos de haber finalizado (Tabla 37).

TABLA 37

Hémero de ensayos realizados = 6

Ne de | x del & de Error |x del % de Error x del % de Exror

choque | disminucién Standord}disminucién Standard |disminucién Standord
o los 07 o los 2° o los 107

10 52,82 12,75 73,67 15,37 42,33 9,85

2¢ 75,17 12,02 62,67 16,01 -0,17 13,97

32 85,17 8,41 65 4,90 -20,33 16,58
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§{ntesis de resuvltados,- .

Para la morfina la 0150 de la altura de la contraccién
de ileon de cobgyo estimulado coaxialmente con estimulo simple
supramaximal de 0,2 Hz de frecuencia y'2 milisegundos de dura-
cién,cuondo los animales habian sido trotados durante 14 dfas
con inyecciones diarias de 100 mg/Kg de sulfato de morfina, resul-
t6 5 veces mayor aproximadanente a la DI50 cvando los animales
no habfan sido trotados. La diferencia entre el % de disminucién
de la altura de la contraccién del ileon de cobayos tratados du-
rante 14 dfas con.morfina,y el & de digminucién de lo altura de
la contraccién del ileon de cobayos sin tratar, fué significative
{P ¢ 0,0005), en las curvas dosis-respuvesta con morfina,

El control dfario de pesos de los animales nas permitié
observar moyores pérdidas por parte de los animales tratados que
coincidié con una menor inpestién de alimento, - que pudinos obser-
vor en los gue permanecieron en jaulas, El control mostré en los
aninmales tratados en todo momento tombién mayores pérdidas para
los animales enjaulados que para los que permanecieron en liber-
tad. Por otra parte en los enjaulados tratados la pérdida fue
progresiva durante todo el periodo de tratamiento y en lo; li-
bres tratados hubo una pérdida los primeros dfas seguida de una
recuperacién parcial sin llecor o alcanzar el peso primitivo,
Pudimos observar también que los aninoles tratados con morfinu.
sufrian pérdida de pclo durante el periodo de tratamiento. Todos

los animoles inyectados solo con suero fisiolégico perdieron tam-
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bién algo de peso los primeros dfos. En éste caso los animales
enjaulados después de la fasc de pérdida estabilizaron sv peso
durante algunos dias por debajo del valor primitivo anterior a
las inyecciones, y a continuaciédn conmenzaron a engordar hasta lle~
gar a recuperarlo. Los animales libres lo recuperaron répidamen-
te y a continuacién siguieron engordando hasta finalizar los 13
diug del control de pesos., Entre los onimales adictos enjoulados
y logrcontroles enjaulados la diferencia en el control de pesos
fue significativa (P ¢ 0,0605). Entre los animales adictos libres
y los controles libres la diferencia en el contral de pesos fué
significotivo (r< 0,0005). Entre los animales odictos enjaulados
y los animales adictos libres la diferencio en el control de -pe-
sos fué significativa (P € 0,0005), Entre los coniroles enjaulo-
dos y los controles libres la diferencia en el control de pesos
fué significativa (P (‘0,0005).

Utilizando los valores del ${ de disminucién de la oltu-
ra de la contraccién a 0;2 Hz de frecuencia después de 2 minutos
de ocasionar sucesivos choques de frecuencia elevada,la diferén—
ciao no fue significativo.entre los preparaciones de ileon de co-
bayos tratados durante 3 dfos y durante 14 dfes con inyeccciones
diarias de sulfato de morfina, respecto a las preparaciones de
ileon de cobayos tratados durante 14 dfas con inyecciones diarias
de svero fisiolégico (P ) 0,10 y P) 0,35 respectivanente). La
diferencia fud significativa entre las preparaciones de ileon
de cobayos tratados duronte 14 dfas con inyccciones diorias de

sulfato de morfina en presencia de bacitracing,y las prepuracio-
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nes de ilecon de cobayos no tratados en prescncia de bacitracina

(p < 0,025).

7. Curva dosis-respuesta con AliPc. Respuesta de AllPc en presencio

de propanolol.

Los resultados con AlPc en ileon de cobayo estimulado
coaxialmente con estimulo simple supramoximal de 0,2 Hz de fre-

cuencia y 2 milisegundos de duracién fueron:

TABLA 38

Hbomero de ensayos realizados = 5

Concentracién MHedia del ¥ de disminu- Exrror

Molar cién de la contrgccién Standard
45,2.10’7 3,80 1,96
_ 1,2.207% 11,80 ' 3,29
1,9.107 13 2,28
2,5.107° 15,30 5,49
6,2.107% 31,20 4,32
1,2.10‘5 57,20 7,49
1,9.107 63,40 6,90
2,5.107° 82,40 7,21

(Ver figura 48),
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Se puede observar la diferencia entre el ;% de disminu-

cién de la altura de la contraccién logrado con una dosis deter-

minada de AMPc en ileon de cobayo estimulado coaxialmente con

estimulo simple supramaximal de 0,2 Hz de frecuencia y 2 milise-

gundos de duracién, y el % de disminucién de la ‘altura de la

contraccién de la misma preparacién con esa dosis de AlPc en pre-

sencia de la concentracién 1,25.10—5M de propwa.nolol,

TABLA 39

~ Dosis liolar Control del % de % de disminucién 7% de disminu- Diferen-
Yo de AlPc disminucidn con propranolol cién en pre- . cia conel
sencia de pro % del
panolol control.
~6
1,9.10 59 59 77 18
1,9.107° 33 9 75 42
6,2.107° 4 11 56 13
' 2,5.107° 36 8 53 22
1,2.107° 32 8 76 44

(Ver figures 49 y 50).

Sintesis de resultados.-

En la curva dosis-respuesta para el AiPc en ilecon de

cobayo estimulado con estimulo simple supromaximal de 0,2 Hz de



frecuencia y 2 milisegundos de duracién la [)150 extrapolada fud
10-5“. Se observé también que la disminucién de la altura de la
contraccién que causa el AlIPc fué mayor en presencia de la concen-
tracién 1,25.10-5“ de propd.nolol, La diferencia en la disminu-

cién cousada por AlPc en la altura de la contraccién con y sin

propamolol fué significativa (P< 0,01),
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Curvas dosis-respuesta con est{mulo simple.

Las DI, . obtenidas para los diversos morfinomiméticos

50
en la preporacién de ileon de cobayo estimulodo cooxialmente con
estfmulo simple supramaximal de 0,2 Hz de frecuencia y 2 mili-
segundos de duracién fueron relativamente correlacionables con

el orden de actividad analgésica y con el orden de actividad de
otros parémetros hallados en otras preparociones y tests, por lo
que esta prepurécién también serfa adecuada para su estudio.

Las relaciones entre la octividod de estos férmacos in vivo vie-
nen condiésnudas por intgrferencios formucociné}icns y de compor-
tamiento (HEINRICH, 1971; SNYDER, 1977), por lo que fué un tonto
diferente la relacién encontrada en los ensayos de unién a recep-
tores y en los ensayos de actividod in vitro (KOSTERLITZ y WATER-
FIELD, 1976). Observemos en'lu siguiente tabla como los férmacos
pora los que hemos encontrado menores 0150 en nuestra preporacién
son aquellos a los que sé les ha atribuido una mayor actividad
anolgésica en relacién con la que posee la morfino (Tabla 40 y

Figura 20).
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TABLA 40

Anolgesico Actividad analgesica DI.. en el ileon
vtilizado (Florez, 1975; SNYDER, 1977) completo

Morfina Patrén 3.10_7M

Codeina 20% de la de morfina 31 veces la de Morfina
Levox fanol En el mismo rango | Similar a Morfina
Metadona Ligeramente superior 1/10 de la de Morfina
Fentanyl ' 100-1000 veces més 1/42 de la de Morfina
Etorfina 6000 veces més 1/1000 de la de Morfi-

no

Podemos observar ademés la correlacién que hay entre

nuestros resultodos y los obtenidos en la preparacién de fibras

longitudinales aislodas del ileon de cobayo, estimulodo en con-

diciones similares a los utilizadas en el ileon completo con es-

timulo simple. En nuestra preparacién los dosis son siempre algo

menores. Similar es la relocién encontrada por KOSTERLITZ entre

las DI_ en estas dos preparaciones (KOSTERLITZ y cols. 1972).

50

(Tabla 41 y Tabla 42 ).
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TABLA 41

Analgesico 0150 en fibra longitudinal
vtilizado (MARTIN, 1978)
' . -6
Morfina 2,1,10 " M
Codefna 2,7.107° M
Levorfanol 6.].0-6 M
Metodona 2,4.10_6 M
Fentanyl ‘1,7.10-8 M
Etorfina 7,4.10-9 M
TABLA 42
Analgesico DI.. en el ileon Relacién de potencia
vtilizado completo DI, morfina/DI_. analgesico
50 50
. -7
Moxfina 3.10 " M 1
Codetna 9,3.107% M 0,03
Levorfanol 2,2.10—7 M 1,36
Metadona 3,1.10'8 M 9,68
Fentanyl 7,1.10~ 42,25
Etorfina 2,9.10"1% 1.034,48

Las diferencias en relacién o los datos de KOSTERLITZ

y de otros autores se deben fundamentolmente a que nosotros he-

mos hecho curvas dosis-respuesta acumulativas en nuestros ensa-

yos. Asf KOSTERLITZ obtiene una 0150 pora la morfina en el ileon

completo de 56,8 + 5,8 nM y de 63 + 6,4 nM; y en la preparacién

de fibras longitudinales obtiene para la morfina una DI50 =
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77 + 14,6 oM (KOSTERLITZ y cols. 1972). De igual forma podemos

observar que las DI_ . para codeino, levorfanol, fentanyl y etor-

50
fino son igualmente muy inferiores en los trobajos de KOSTERLITZ
(KOSTERLITZ y WATT, 1968; KOSTERLITZ y colsr 1972) comparandolas
con las obtenidas por nosotros. En nuestros ensoyos las primeras
dosis previenen el efecto de las Gltimaos, que administradas en
dosis Onica individual tendrfan un efecto mayor. Este fenémeno de
taquifiloxia o los morfinomiméticos que hemos observado es simi-
lar al desérito por HEIMANS en 1975 para la morfina, y yo KOSTER-
LITZ afirmé que cuando el intervalo entre los exposiciones a mor-
fino es menor de 10 minutos sus efectos inhibitorios en el ileon
se reducen mucho (LEES -y édls. 1972). También se pudo aprecior

el desigual grado en lg velocidad de actividad entre los morfino-
miméticos estudiados; que fué mds acentuada en unos que en otros
(Fig.19 y Fig.2L ). Esto viene expresado por la pendiente de

la recta (Tabla 43 ). Igualmente con algunos de los férmacos em-
pleados en las curvas dosis-respuesta con estimulo simple se al-
canzb la fase de meseta sin llegar a obtener oltos procentajes

de inhibicién de la contraccién (Tabla 43 y Fig. 19 ). Esto con-
firma la teorfo expuesta por COWIE y sus colaboradores en 1970 so-
bre la existencia en ileon de cobayo de los morfinomiméticos de
dos componentes: agonista y antagonista. Estos férmacos sin embar-
go pueden presentar uvna alta actividod intrinseca como indican

sus pequeciias 0150 y éste es el caso de la etorfino y el levorfa-
nol en los que precisamente encontromos un compqrtomiento como si

fueran agonistas parciales por lo que son pequeiios los valores mé-
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ximos de inhibicién cuando son administrados en dosis acumulati-
vas. Esta apreciocién coincide con las determinaciones de SNYDER
que clasifica o la etorfina y al levorfanol entre los opidceos
con fuerte carocter antagonista por su pequefio Indice de sodio

(SNYDER, 1977) (Fig. 4 ).

TABLA 43
Analgésico Pendiente % Méxima de inhibicién
Fentanilo 77,2227 - 96
Metadona 108,085 20
Codeina - 56,4749 80
Morfina 38,4740 79
Etorfina 48,3680 74
Levorfanol 28,4223 53

Con arreglo o los estudios de ANDEN (1976 ) creemos
que con los morfinomiméticos puede acontecer lo misma observa-
do con otros férmacos que ejercen vna accién dual: una ejercida
en receptores presinfpticos con disminucién de liberacién de en-
cefalinas de la neurona encefalinérgica (componente élgico?) y
otra en receptores presinépticos de lo neurona efectora can blo-
queo en la liberocién del neurotransmisor excitaodor. El esquemo
que proponemos (fig. 51 ) resultorfo compatible con el pensor de
SNYDER y nos explica el feed-bock negativo en lo liberacién de
encefalinas obsérvado trds lo administraocién de morfine cotinua-

domente.
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Figura 51
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Fig. 51.~ En este esquema eston representados: 1) Un terminal
’ axénico presin§ptico de una nevrona excitudora, un

espacio intersindptica y un terminal postsindptico
de una neurona efectora. 2) Una neurona encefolinér-
gica con su soma y su terminocién oxénica, la cual
en contacto oxon-oxon entra en conexién con lo neuro-
na excitadora.
La morfine segin JACQUET (1978) tendria dos componen-
tes en su octividad cuando es administrada en inyec-
cidn. intraventricular cerebral o en lo substancia gris
periacueductal: -1) Efecta analgesico (A) y 2) un efec-
to de conducta motora explosiva (EMB). Esto se expli-
ca porque en el area presinGptica (A) de la neurono
excitadoro existen receptores esteroo-especificos y
naloxona-sensibles y son los que cuando interactuan
las endorfinos provocan un estaodo de analgesio. Los
receptores (EMB2)sitos en el terminal presindptico de
lo neurona encefalinérgico no son estereocespecificos
ni naloxon-sensibles., La morfina per se a6n o pesar de
su componente dual siempre hay en ello un predominio
del receptor A sobre el receptor EMB y por ello solo
da lugar en las condiciones opuntadas onteriormente al
componente analgésico: , y Unicomente trés la adminis-
trocién de naloxona que bloquea especificamente A es
cuando lo morfina produce el efecto motor-explosivo.
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Curvas dosis-respuesta con trenes de estimulo. ,

Cuando utilizamos trenes de estimulo en esta prepora-
cién no encontramos ninguna correl&ci6n entre'el efecto de las
diversos morfinomiméticos inhibiendo las contracciones producidas
por éste tipo de estimulacién y su actividad enalgésica descrita
hasta el momento (figs.27y29). Los resultados obtenidos con tre-
nes de estimulo en la preparacién de ileon completo con estimulo
coaxiol fﬁeronporulelos e los resultados obtenidos en la prepa-
rocién de fibras longitudinales (MARTIN, 1978). Paro explicar es-
tos resultodos debemos tener presente que la liberacién intesti-
nal de Ach fué més olta a frecuencios bajas y cay§ ol incrementor
lo frecuencia (COWIE y cols. 1968; COWIE y cols. 1970); por otra
porte la morfina redujo lo liberocién de Ach con una reduccién
mayor en reposo y con estimulacién o bojos frecuencias que con es-
timulacién a frecuencias mayores (PATON, 1957, PATON y ZAR, 1967;
COMIE y cols. 1968; COWIE y cols. 1970). En 1978 COWIE y cols.
comprueban nuevamente que en la preparacién de fibros longitudi-
nales-plexo mientérico a bajas frecuencias la liberacién por pul-
so baja al oumentarla (0,017 Hz - 10 Hz). La liberacién por mi-
nuto no se alteré con frecuencias menores a 0,5 Hz pero entre 5 -
y 10 Hz la liberocién por minuto es menor al descender la frecuven-
cio y esto relacién yo se habfa estudiado en ségmentos de ileon
de cobayo estimulados a frecuencias entre 0,03 y 30 Hz (PATON,
1963). Ademés identicas relaciones entre lo liberocién del neuro-

transmisor NA y la frecuencia de estimulocién se obtuvieron en
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las sinapsis sensibles al efecto especifico de la morfina en el
conducto deferente de ratén (HENDERSON y cols. 1972b) y en la mem-
brana nictitonte de gato tanto in vivo como in vitro (CARNIE y
cold. 1961; HENDERSON y cols. 1975), Posiblemente lo contraccién
causada por los trenes de estimulo con frecuvencio de 10 Hz sea
debida a la liberacién de otros agentes ademés de Ach. En el ple-
xo de Averboch considerodo como un mini-cerebro pudieran aconte-
cer cambios anélogos que en el S.N.C. con puesta en libertad de
factores como: sustancia P, angiotensina, histomina, etc... Los
trabajos de JACOB en 1978 establecen que los efectos de los mor-
finomiméticos en S.N.C. son el resultado de funciones integradas
entre endorfinas y otros'neurotronsmisores moduladores diversos
como Ach, sustancia P, dopomina, glicina y GABA; por lo que su
resultante es muy compleja. También existen evidencias de una mo-
yor liberocién de encefalinos al elevar la frecuencia de estimu-
lacién (PUIG y cols. 1977; SOSA y cols. 1976); liberacién éue

por otra porte también se ha podido determinor con las frecuencias
menores en algunas ocasiones (SCHUWLZ y cols. 1977). Aunque no po~=
demos eliminar la posibilidad de que existon interrelaciones en-
tre la liberacién de encefalinas y la liberacién de las otros
sustancias, pensamos que el escaso nimero de pulsos que supone

la estimulacién caoda minuto con trenes de 10 Hz y 5 segundos de
duracién vtilizada en nuestra preparacién (50 pulsos en total),
no serfan suficientes pora liberar encefalinas que deprimiesen

la contraccién, pero si otros factores contracturantes del intes-

tino,. los cuales cambiarfaon en parte los efectos depresores de
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los morfinomiméticos. Desde luego daodo la estructura polipépti-
dica de las encefolinos se h& guerido ver una similitud en su
localizacién y distribucién con otros presuntos neurotransmiso-
res de porte excitador como sustancio P y sobre todo el trideco-
péptido neurotensina, que ha sido localizado en el hipotdlamo,
en el canal gastrointestinal, y en todos aquellos éreos nervio-
sas en donde abundon los receptores morfinicos (SHYDER, 1977;
ZIEGLGANSBERGER y cols, 1978; MILETIC y RANDIA, 1978). Sin embor-
go lo sustancia P parece ser que actla sobre receptores muscu-
lares (COSTA y cols.‘i978) para cont;uer el ileon de cobayo y
sus efectos no se afectaron ni ﬁor atropine, ni por naloxona, ni
por encefalinas (NORT y KATAYAMA, 1978). Lo que s§ es cierto es
que los resultados discrepan de los obtenidos en cualquier inhi-
bicidn especifico colinérgica y serfan més bien consecuencias
de antagonismos fisiolégicos. Los trabajos de COVIE y cols. 1978
sefialan ademés que cuando se trabajé con grupos de pulsos la mor-
fina descendié solo la liberacién de Ach provocado por el primer
pulso del tren pero no lo liberacién ocasionoda por los restan-
tes pulsos. Por otra parte aln tendrfamos que sefialar la posibi-
lidad de que existan fenémenos de feed-bock con este tipo de es-
timulocién en lo que el componente colinérgico es pequeiio. RAMA
SASTRY y cols. en‘l978 hablan de la posible existencia a nivel
de lo terminocién colinérgica de receptores inhibidores muscorfi-
nicos presindpticos que bloqueorfan la liberacién de Ach en el
preparado fibras longitudinales-blexo mientérico y existirfo la

posibilidad de que las encefolinas pudieran ser liberadas por su
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mediacién (fig. 52). En terminaciones adronérgicas dotadas deo

un feed-back negativo en la liberacién de norcpinefrina existen
receptores presinépticos endorfinicos (LAJGER, 1977). En este sen-
tido también ccbe seiialar las consideraciones de BARTOLINI en

1978 sobre el efecto antagonista de naloxona en la onolgesio in-
ducida por agentes muscarfnicos cn cercbro y sobre la hiperalge-
sia inducida por atropina, que le llevaron a la conclusién de que
‘los efectos de los parasimpéticoniméticos deben estar relacionados

con la liberacidn de factores end§genos merfinomiméticos.
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Figura 52.- Terminacién vagol presindptica con receptores mus-
carinicos (M) presinépticos, con receptores ence-
falinérgicos (ENK) y con receptores nicotinicos (N);
espacio intersindptico en el cual estén representa~
das las moléculas de acetilcolina (Ach); y membrana
postsindptica con receptores muscarinicos (M) post-
sindpticos. :

Raoma Sostry (1978) admite en el terminal vagal recep-
tores M-presinépticos cuyo estimulo es copbz de ori-
ginar un feed-back negativo en la liberocdén de Ach.
En el supuesto caso de que la terminacién vagol posea
tantos receptores presinépticos como la terminacién
adrenérgica es la razon por la cual se ha representa-
do una neurona encefalinérgica (N-ENK) y receptores
encefalinérgicos presindpticos y nicotinicos (N) que
tendrfan un feed-back negativo y positivo respectiva-
mente en la liberacién del neurotransmisor colinérgi-

T COe

Efectos de la cafeina

Potenciamientos de la contraccién similares a los ob-
tenidos con cafeina ya fueron descritos por MORITOKI y colabora-
dores en 1976 con una preparacién de ileon de cobayo basuda tam-
bién en la técnica de estimulacién coo*icl de PATON en 1955, en
la cual ensayoron el efecto que tenfan las bases xdnticas y el
imidazol, Los potenciamientos posiblemente se deben a una faci-
litacién de la liberacién de Ach de los términales nerviosos del
ileon actuando @ través de la permeabilizacién al calcio de las
membranas del nervio y sin mediacién del AMPc (MORITOKI y cols.
1976); es decir que su modo de accién no puede ser a través de
la fosfodiesterasa (Fig. 30). Existe evidencia de un antogonis-
mo entre metilxantinas y morfina a nivel intestinal sobre la con-
traccién producida por estfmulo eléctrico, aunque este antago-

nismo es menor al existente entre las boses xdnticas y los nuceé-



tidos de adenina (SAVYNOK y JHAMANDAS, 1976; MORITOKI y cols.
1976). También se ha descrito un antagonismo de la teofilina so-
bre los aumentos de octividad contrdctil que causa la morfina

al ser perfundida en segmentos intestinales de perro (GRUBB y
BURKS, 1975). Todos estos resultados estarian en consonancia con
los obtenidos eninuestro preparacién con morfinomiméticos en pre-
sencia de cafeina (figs.31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38).

En nuestra preparocién la cafeina potencié la respues-
ta.ol estfmulo eléctrico pero no fué capdz de prevenir la inhi-
bicién progresiva de la respuesta que se observa al ir elevando
la frecuencia de estimulocién. Esta inhibicién progresiva de lo
contraccién es consecuenéio directa de la inhibicién de la libe-
racién de Ach que tiene lugar al elevar la frecuencia de estimu-
lacién (COWIE y cols. 1968; COWIE y cols. 1970; COWIE y cols.

1978).(fig. 39).

Choques de frecuencia elevada

Los resultados obtenidos para liberar endorfinas ba-
sGndonos en la técnica de MARGARITA PUIG de 1977 corroboran en
nuestra preparacién la existencia de sustancias endégenos, fnti-
momente relacionadas con las estructuras intestinales que tienen
un efecto similar al de la morfina. En nuestra preporacién debe-
mos tener en cuenta que no hemos eliminado el componente colinér-
gico descrito por PATON y ZAR en 1968 correspondiente a la fibra

muscular circular del intestino. Probablemente incluso otras sus-
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tancias contracturantes como la histamina se eliminan del miscu-
lo circular o en los histocitos existentes en.la mucosa. Todo
esto nos permite comprender nuestros resultados en los gue apre-
ciamos mayores inhibiciones de la contraccién después de ocasio-
nar choques de elevada frecuencio al reclizar los ensayos en pre-
sencia de concentraciones de atropina o de clorfeniramina que re-
ducen parcialmente el componente colinérgico o el histominérgico
respectivamente (figs. 42 y43 ).

El hecﬁo de que a partir de cierto nimero de chogques
tetanizantes no se produzcan inhibiciones de la controccién, si
no por el contrario potenciamiento en su altura respecto @ la
correspondiente onterior‘cl choque, nos indica un agotamiento en
la liberacién de los compuestos enddgenos similares a morfina, y
posiblemente la liberacién por el contrario de la Ach y la his-
tamina que han permanecido sin poderse liberar durante los 5 mi-
nutos de estimulacién o frecuencia elevada. Las encefalinas libe-
radas por el plexo mientérico se supone se encuentren encerrodas
en vesiculas tal como indicé SNYDER en el S.N.C. (SNYDER, 1977),
y con su liberacién masiva por los primeros choques se agatoria
su almocén (figs. 10y 43).

Las encefalinas al igual que otros factores liberados
. con los choques parece proboble que se vayan degradanda con el
ticmpo y esto explicarfa también las recuperaciones parciales de
lo altura de la contraccién que hemos observado en las 10 minutos
que siguen a cualquiera de los choques que las libera. Esto esté

de acuerdo con la naturaleza peptidico de las encefalinas acepta-
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da por todos los investigadores desde su descripcién por HUGUES
y colaboradores en 1975b y estas encefolinas serfan destruidas
por los peptidasas liberadas en nuestra preparacién.

Nuestros resuvltados confirmon el papel que la bacitra-
cina tiene como inhibidor de las peptidasas cupac;s de destruvir
los péptidos end6gen63, y desmienten por el contrario la teoria
de su popel como inhibidor de las peptidasas capaces de convertir
a los péptidos endégenos de gran tamaflo en péptidbs activos
(scHuLz.. y cols. 1977). Nuestros resultados con bacitracina sefia-
lan una mayor magnitud de los efectos intestinales de inhibicién
provocados por los choques (fig§. 4Ly 42 ).

La pres;ncia d; cafeina no parece afectar esencialmen-
te el fenémeno de liberacién de endorfinas y si existiese algin
antagonismo de la cofeina sobre el efecto de los péptidos endbge-
nos o del componente purinérgico que se pueda liberar por los cho-
ques en lo presente preparacién queda poco patente por los vario-
ciones en el efecto que los mismos péptidos tienen incluso en
los controles de su liberacién. Por todo ello, la diferencia en-
tre los ensoyos con cafeina y los ensayos control no es extraiio

que no seo significativa (fig. 43 ).

Respuesta de los morfinomiméticos en presencio de bocitracina.

Sobre el efecto desarrolledo trés la administrocién
exégena de morfina o metadona en la preparacién del ileon de co-

bayo estimulado coaxiolmente con estimulo simple, la bocitrocina
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no tuvo ninguna influencio por faltar el sustrato endorfinico
cuya liberacién no se produce por lo administracién de otraos mor-
finomiméticos exégenos. La morfino no ocasionarfa liberacién de
otras sustoncias capoces de actuor en los receptores opifceos,
si-no que ella misma se unirfia o este tipo de receptores cuya exis-
tencia sin embargo, si estarfa condicionada a la existencia de
sustancias endégencs morfinomiméticaes, (figs 44 y 45).

La bacitrocina solo afectoria el efecto de sustancias
polipeptidicas morfinomiméticas que por su semejanza estructural
competirian con el mismo tipo de eﬁzimas.

Pensamos que la bacitracina no tiene ningdn efecto so-
bre la liberacién de Ach y las ligeras variociones en la altura
de la contraccién que se observan con su administrocién se deben

a alteraciones en la tensién superficial.,

Animales adictos.

En aninales adictos hemos encontrado que necesitamos
mayores dosis de morfina para la inhibicién de la altura de la
controccién, habiéndose extrapolado una DI5O 5 veces superior a
la de los contgoles en los animales inyectados durante 14 dias
(fig. 46 ). Podemos citar algunas observaciones similares como
son los de GOLDSTEIN y SCHULZ en 1973 con la preparacién fibras
longitudinoles-plexo mientérico con un; reducciédn de la actividad
de morfina en los animales tolerantes por pellets de morfina a
la sexta porte de lo normal; las de HAYCOCK y REES en 1972 con

reduccién de la sensibilidad a la morfina en las secciones de ’
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ileon estimulodo tronsmurelmente perteneciente a coboyos inyecta-
dos con clorhidrato de morfinag; y las de VAN NUETEN y LAL en 1974
que necesitaron concentraciones de 3 a 10 veces mds altos de mor-
fina para inhibir las contracciones del intestino estimulado coa-
xialmente de los animales a los que hicieron tolerantes con la

misma técnica utilizada por nosotros (inyecciones subcutdneas de

100 mg/kg dia de sulfato de morfina) pero solo durante un periodo

. de 6 dias.

Nuestros resultados corroboran nuevamente la especifi-
cidad del fenémeno y la autenticiddd del receptor morfinico lo-
calizado en el plexo mientérico.del ileon de cobayo, y reflejan
claramente un fenémena de tolerancia que se traduce en uno pérdi-
da de la capacidad de la morfina para abolir la contraccién in-
testinal provocada por estimulo eléctrico.

Aunque no hemos encontrado diferencias en las respues-
tas o choques de elevada frecuencia (10 Hz duronte 5§ minutos) en-
tre las preparaciones control y las de animoles tratados con in-
yecciones diorias de morfina durante 3 dfas o duronte 14 dias
pensamos que esto no se debe a que no exista una diferencia real
en la liberacién de compuestos endbgenos morfinomiméticos. Los
resultados obtenidos en lo preporacién de las fibras longitudina-
les (MARTIN, 1978) muestron cloras diferencias en los respuestas
a los choques entre onimales control y los mismos animales tra-
tados que nosotros utilizaomos. Lo diferencia encontrada entre
los resultudos obtenidos con la técnica deblas fibras longitudi-

nales y la técnica dei ileon completo se debe probablemente a
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que utilizondo el ileon completo se liberon mds sustancias de por-
te excitador. Por otra porte habria que seiiolor el que las ence-
falinas no son el Gnico neurotronsmisor inhibidor, GABA, glicina,
taurina, etc... también son capaces de disminuir los efectos del
neurotransmisor excitador. -

El menor efecto encefalinérgico por parte de los anima-
les adictos se podrfia atribuir a una menor liberacién de encefo-
linas (SIMANTOV y SNYDER, 1976b; SNYDER, 1977) o a una menor ofi-
nidad de estas por el receptor. Esta segunda suposicién ya fué
descartada con los trabajos de PERT y SNYDER en 1976, los de
NIREMBERG y KLEE (citodos por SNYDER, 1977) y los de COX y PADHYA
en 1977. La teoria cldsi;u de SNYDER (1977) sostenida también por
GARCIA DE JALON en 1977 con la existencia de un feed-back nego-
tivo que suprime la liberacién de encefalinas al administrar mor-
fina de forma contfinuada explica poco satisfactoriamente sin em-
bargo el sindrome de abstinencia. Este sindrome no se deberfa
producir si tuviera lugar una liberocién masiva de las encefali-
nas que estarfan acumulodas sin liberarse mientras se administra-
ba la morfina. El sindrome de abstinencia provocodo por adminis-
tracién de naloxona en onimales adictos se traduce a nivel de
las fibras longitudinales de ileon de cobayo en uno disminucién
de la sensibilidad a la naloxona (MARTIN, 1978).

A nivel cerebral en adicto existe un aumento de los ni~
veles de encefalinas bien por disminucién de liberocién o por ou-
ﬁento de sintesis y el sindrome de aobstinencia no se explica fa-

cilmente. Sin emborgo, hay que tener en cuento que los niveles

215



elevados de encefalinas que encuentran SIMANTOV y SNYDER en ratas
tolerantes (1976b) se refieren a determinociones de contenido to-
tal del cerebro. Es probable que la elevacién solo tenga lugar
en algunas éreas cerebrales y puede que estén mds implicadas en
el sindrome de abstinencia otras éreas més reactivas como son los
zanas emocionales del drea limbica o la sustoncic gris periacuve-
ductal. En éste ospecto cabe sefiolar la disaciacién del comporta-
miento de los sistemas encefalinérgicos del nucleo accumbens y

el nucleo cavdatus estudiado por DILL y COSTA en 1977. Estos au-
tores observaron que la morfina no descendfa la velocidad del
turnover d; Ach en el'éstriodo pero si en el nucleo accumbens,
mientras que aumenta en ambos la velocidad del turnover dé dopa~
mina, Ademdés la naltrexona bloquea la anolgesia y la cotolepsia
ocosionoda por morfina cuando se inyectdé en el nucleo accumbens
pero na cuando se inyecté én el nucleo caudatus. Puede que los
receptores opifceos del estriado no regulen neuronas de Ach. Qui-
z6 en el nucleo accumbens un .descenso en la actividad colinérgi-
ca regula la actividod de neuronos aferentes de GABA las cuales
pueden estar relacionadas con neuranos de la sustoncio gris peri-
ocuveductal donde estén localizados receptores morf!nicqs impor-~
tantes pora lo mediocién de anolgesia. Es decir que la activacién
de los receptores opifceos en el nucleo accumbens juega un papel
importante en la catalepsia y la unalgesio cousada por morfino pe-
ro no se puede atribuir un papel similar a los receptores opiéceos
del nucleo caudatus donde las inyecciones de morfina no cousoron

ningun efecto.
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Por otra parte para explicar el sindrecme de abstinencia
con la teorfo clésica de SNYDER (1977) podemos considerar que
las encefolinas tienen uno cinética de asociocién y disociacién
més lenta que la morfina posiblemente debido a la necesidad de
combios conformacionales por porte del péptido en las interaccio-
nes con el receptor opiceo (SIMANTOV y cals. 1978),

Se concluye que en el fenbémeno de tolerancia-dependen-
cia y en el de abstinencia a los morfinicos estorio més bien im-
plicada una alteracién en las respuestaos o nivel celular (MARTIN,
1978), como también se deduce de los trabajos de HERR en 1978 y
los de NIREMBERG y KLEE (citados por SNYDER, 1977). Segin COX
(1972) la morfina aumentﬁria la sintesis de protefnas y por con-
siguiente la sintesis enzimdtica y el desarrollo de la toleroncia
a los efectos anolgesicas se puede inhibir por olgunas sustancias
que inhibirfan la sfntesis pratéica,

Tembién tendriamos que tener en cuenta que el fenémeno
puede ser camplejo debido a las mGltiples variontes de receptores
aceptadas por diversos investiaodores hasta el momento. Por una
parte hoy que tener en cuenta que existirfan receptores més es-
pecificos para unos morfinomiméticos ex6genos que para otras y
de esta forma se establecié que la morfino era el prototipo de
aganista para el tipo M , la ketocyclazocina para el tipo K
y la N-allylnorphenazocina (SKF—10,047) pora el o receptor
(MARTIN y cols. 1976), Numerosos investigadores siguen aceptondo
16 diversidad en los receptores morfinicas (PATERSON y KOSTERLITZ,

1978; BONNET y cols. 1978; WARD y cols. 1978) pero ademés tenemos
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‘que tener en cuenta que se ho comprobado que existen receptores
més sensibles a encefalinas que o morfina que serfan los del ti-
po J locolizados fundamentolmente en el deferente de ratén, y
receptores de tipo A més sensibles o morfina y etorfina que

"] encefalinas,que no serfian los del cerebro de cobayc pero si los
de la preparacién de ileon de cobayo utilizda por nosotros (JACOB

y cols. 1978 ; KOSTERLITZ, 1978).

Pérdidas de peso.

Los pérdid;s de peso que ocusan los onimales trotados
con inyecciones de morfina pueden estor relacionodas con el au-
mento del metabolismo que causa su administraocién en sujetos que
no podecen dolor (SHERMAN y MITCHELL,1972 y 1973); sin olvidar-
nos tampoco que lo morfino posee el papel de interactuar en la
liberocién de foctores hipotalémicos y de hormonas de lo hip6fi-
sis (MARTIN, 1973). Tampoco podemos descartar que hubo menor in-
gesto posiblemente por la propia depresién centraol que lo morfi-
na causa. En este ospecto podemos seiialar también las pérdidas
de peso corporal que STAVINOHA y colaboradores en 1977 observa-
ron en ratones tolerantes y las observadas por TAGASHIRA y cola-
baradores en 1978 en rotas tolerantes. También podemos sefolar
los trobojos de MARGULES y colaboradores en 1978 que obtuvieron
los niveles de P endorfina duplicados en las pituitarios de
rotones de peso elevado ounque en cerebro eran normales; y ademds

observaron que la noloxona disminufa la sensacién de sobreingesta
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en ratones y ratas de peso elevedo. Explicaron el fendmeno penson-
do que la P endorfina de lo pituitaric puede juger papel en

el desarrollo de los sintomos de sobreingesta y en el sindrome de
obesidad. Pudiera ser que las voriaciones en lo liberacién de en-
dorfinas debidos @ la odministracién continuoda de morfina estu-
vieron tombién intimamente relocionadas con las pérdidas de peso
observadas en los animales tolerantes. (fig. 47).

Las pérdidas de peso por parte de los animoles inyec-
tados con svero fisiolégico son atribuibles ol stress ocasionado
que se ocentua con la pérdida de libertod. En este ospecto pode-
mos sefialar los trobajos de SPARBER y COLELLI en 1978 en los que
la produccién de stress en ratos también reduce lo velocidod pa-
ro odquirir el alimento y por otra parte el stress parece antogo-
nizar también el e%ecto de la naloxono en el comportamiento de |,
estos animoles pora conseguir alimento. (fig. 47).

Pensamos por todo ello que tombién laos situaciones de
stress podrian estar asociodas con una menor liberacién de ence-
falinas de iguel forma que lo adiccién es capaz de producirla,

y a su vez estos niveles inferiores de encefalines tendrfan mu-
cho que ver con los fenémenos de alimentacién, asf como con todos

los otros fenémenos de comportomiento.

Efectos del AMPc.

Hemos observado en nuestra preparocién que el AMPc dis-

minuyé la altura de la contraccibn producida pcr estimulacidn
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cléctrica con estfmulo simple de 072 Hz de frecuencia (figs 48 y
50). Similares observaciones con los derivados de adenosing, . cuan-
do se estimula el intestino de cobayo con frecuencias bajos, son
las de GINTZLER y MUSACCHIO en 1975 y las de HORITOKI y cols. en
1976 con ANPc.vEste efecto no resulta dificil de entender y podria
trotarse de un efecto directo en receptores purinérgicos ya que
BURNSTOCK afirmé la existencia de la neurona p;rgnérgico intesti-
nal que posiblemente sea la misma neurona inhibitoria descrita por
KGITEGODA ea 1970 (BURNSTOCK y cols 1970; BURNSTOCK 1975 g y b;
KCTTEGODA 1970) (fig. 53). Tampoco podemos olvidar que los efectos
vagales e#één reiociénodqs con aunentos de GliPc y con disminucién
del AitPe,

Los resultados en presencia de propanolol son algo difi-
ciles de explicar, pues el bloqueo de receptores adrenérgicos tan-
to presinépticos como postsinépficos aisminuvirfe la relajacién in-
testinol couséda por cualquier efecto de la inervacién adrenérgica

intestinal (figs. 49 y 50).
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Fig. 53,- Esquema sobre la inervocién intestinal (Garcio de Ja-
16n, 1976)
1) Neurono sensitiva de la submucosa (sustancia P
como mediadora)
2) Neurona colinérgica intercalor {excitadora)
3) Neurona caudal inhibitorio purinérgica
4) Neurona colinérgica efectora.

I

e &

——

221



CONCLUSIONES



CONCI.USIONES

19) Can las condiciones experimentales empleadas los morfinamimé-

2

3

X

)

ticos inhibieron las contracciones del ileon de cobayo esti-
mulado cooxialmente con estimulo simple supramaximal de 0,2

Hz de frecuencia y 2 milisegundos de duracién, y el orden de

" actividad encontrada para ellos en esta preparecién basada en

la técnica de Paton de 1955 fué correlocionable con si ruoden
de actividad analgésica y con el orxden de actividad que pre-

sentan en otras preparaciones y tests, habiéndose obterido

las siguientes DISO;
Codefna : 9,3.10—6M Metadona 3,1.10~8M
Morfina 3.10-7M Fentanilo : 7,1.10_9M
Levorfanal : 2,2.10-7M Etorfina : 2,9.10“10M

Los morfinomiméticos inhibieron las contracciones del ileon
de cabayo estimulado coaxialmente con trenes de estimulo su-
praﬁoximul de 10 Hz de frecuencia y 2 milisegundos de dura-
cién durante 5 segundos y con un intervalo de 1 minuto, pero
su efecto fué menor al que produjeron con estimulo simple y
el orden de octividad encontrodo no guard¢ ningln paralelis-

mo con su actividad analgésica.

La dosis 5.10—5M de cafeina potencié la respuesto contréetil
del ileon de cobayo estimulodo coaxialmente con los caracte-
risticas fijodas de estimulo simple, siendo muy variable el

grado de potenciemiento en los preparaciones y siendo en ge-

222



49)

59)

6

7

a

)

neral mayor cuando la octividad contréctil del intestino era

inicialmente boja

La dosis 5.10-5H de cafeina antagonizé el efecto de morfina,
metadona y fentanest sobre la contraccién del ileon de cobayo

estimulado coaxialmente con las carocteristicas fijadas de

~estimulo simple.

El intestino de cobayo estimulado coaxiolmente con estimulo
simple Supramoximul respondié sola cuando la frecuencia de
estimulacidn era boja y progresivamente se inhibié su respues-
ta ol ‘ir elevéndola, considerdndose nula la respuesta obteni-
da con 0,7 Hz de freéuencia. Este fenémeno fué idéntico en

presencia de la concentracién 5.10-5M de cafeina.

La estimulacién con choques tetanizantes de 10 Hz de frecuen-
cio durante un periodo de 5 minutos baséndonos en la técnica
vtilizado pér Margorito Puig en 1977 poro liberor endorfinas
en la prepnparoci6n’da fibras longitudinoles-plexo mientérica
de intestino de cabayo, liberé sustdncios morfinomiméticas
endégenas también en las porciones de ileon completa, lo cuol
hizo»que lao altura de la contraccién disminuyese cuando vol-
vimos @ estimulor con estimulo simple, y este efecta fué més
patente en presencia de concentraciones de atropina o de clor-
feniromina que redujeron parcialmente la contraccién con esti-

mulo simple.

Con las porciones de ilcon completo de cobayo si el ndmero de
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89)

choques tetanizantes de 10 Hz era elevado, ocurrieron fené-
menos de potenciamienta con aumentos de la oltura de la con-
traccién al volver a estimular con estimulo simple después

del choque.

El efecto de las sustancios morfinomiméticas endégenas libe-

. radas por choques tetanizantes de 10 Hz en las porcianes de

99)

lo¥)

ileon campleto de cobayo fué mis duradero en presencio de lo
concentracién 2,5.10-4M de bacitracina, probablemente por

disminuir este antibidtico su degradacién

En presencia de la concentracién 5.10-5M de cafeina lo libe-
racién de sustunciq; morfinomiméticas endégenas en las por-
ciones de ileon completo provocada por choques tetanizontes
de 10 Hz no fué significotivamente diferente de los controles

correspondientes.

La respuesta a las morfinomiméticos del ileon de cobayo esti-
mulado coaxialmente con las caracteristices fijodos de esti-

mulo simple no se alter§ en presencia de bacitracina.

El ileon estimulado coaxialmente con las coracter{sticos fi-
jadas de estimulo simple, pertencciente a cobayos tratados
durante 14 dfas con dosis diarias de 100mg/Kg de sulfato de

morfina, fué menos sensible al efecto de la morfina, habiéndo-

se obtenida una 0150 5 veces superior o lo de sus controles

correspandientes.,

129) No apreciamos diferencias significativas en la liberacién de

224



13

)

endorfinas en las porciones de intestino completo de tobayo,
provacada por choques tetanizantes de 10 Hz, de animales
tratados c;n 100mg/Kg dia de sulfato de morfina durante 3 o
durante 14 dias respecto a sus controles carrespondientes;
probablemente debido a la liberacién que acantece de otras

sustoncios cuando se utiliza ilean completo.

Las cobayos trotados con inyecciones diarios. de morfina su-
frieron una pérdida de su peso corporal que fué més acusada
si permaonecian enjoulados que si: permanecian en libertad.
Durante los primgros dfas se observé pérdida de peso también
en los controles no'trutcd;s probablemente debido al stress
causado por la manipulacién, y las pérdidas fueron también

mayores can controles enjaulados que con los libres.

El AMPc inhibié la cantraccién del ileon de cobayo estimula-

do coaxialmente con las caracteristicos fijados de estimula

simple habiendose obtenido una DI, = 10-5N, y siendo el efec-
5

to del AMPc mayar en presencia de la concentracién 1,25.10 M

de propanolol.
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