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RESUMEN

En la presente Tesis Doctoral, que se inscribe en el contexto del Proyecto Europeo
BMH4-CT96-0510,DG12-SSMA, se han analizado las implicaciones funcionales del receptor
5 opioide, particularmente en la modulacion de respuestas antinociceptivas y
comportamentales, asi como en la actividad del eje hipofisario-adrenal. Se ha prestado una
especial atencion a las respuestas de las ratas durante el periodo postnatal temprano,
analizandose también durante este periodo las interacciones funcionales del receptor & con
los receptores 1 y x opicides y con sistemas catecolaminérgicos cerebrales, los efectos de
la manipulacién temprana y la existencia de diferencias sexuales. Se han empleado
tratamientos cronicos con el antagonista selectivo del receptor & opioide naltrindol, con el fin
de conseguir animales funcionalmente deficientes en dicho receptor. Se utilizaron asimismo
agonistas selectivos para los receptores p y k. Los resultados indican interacciones
funcionales entre l0s receptores 8 y y, pero no 6 y x en la modulaciéon de la antinocicepcién
y sugieren que los sistemas p y § implicados en {a modutacion de la antinocicepcion son, al
menos en parte, distintos de aquellos implicados en las respuestas comportamentales en el
campo abierto. Los datos también indican que el receptor 3, probablemente en interaccion
con el sistema dopaminérgico, esta implicado en la modulacion ténica de la actividad motora
durante el periodo neonatal. La manipulacion neonatal modificé la sensibilidad a estimulo
térmico, las respuestas analgésicas a morfina y la actividad del eje hipofisario adrenal en
ratas neonatales. Se han observado dimorfismos sexuales durante el periodo neonatal en
una gran parte de los parametros analizados en esta Tesis Doctoral. Los tratamientos
neonatales con naltrindol no se tradujeron en efectos a largo plazo sobre el comportamiento
de los animales adultos, y los datos muestran que, en edad adulta el receptor p, sin
aparente contribucion del receptor §, estd implicado de forma fundamental en el

componente afectivo del dolor inducido por estimulo eléctrico.
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I. INTRODUCCION



Introduccién

1.1. SISTEMA OPIOIDE ENDOGENO (SOE).

1.1.1. COMPONENTES DEL SOE. REGEPTORES Y PEPTIDOS.

El SOE esta constituido tanto por los péptidos opioides enddgenos como por sus
receptores especificos. La investigacion llevada a cabo sobre el SOE desde su
descubrimiento ha sido muy intensa y pone de manifiesto la infervencion de este sistema en
una numerosa gama de funciones basicas como el crecimiento y desarrollo, 1a locomocién,
la regulacion de la presion sanguinea, la ventilaciéon pulmonar, los comportamientos sexual
y reproductivo, los comportamientos agonisticos, funciones inmunoldgicas, gasto de energia
y regulacidn del comportamiento alimenticio y de la ingesta de sdlidos y liguidos, la
termorreguiacion, la diuresis, la respuesta endocrina a estimulos estresantes, sociales y
psicologicos y la modulacion de la nocicepcion. Asi pues, el SOE parece estar implicado en
una amplia variedad de comportamientos, aunque la naturaleza y extension de esta
implicacion no esta aun del todo clara. Las acciones opioides que mas nos interesan en el
contexto de esta Tesis Doctoral, se refieren a la modulacién del dolor y respuestas

comportamentales y neuroendocrinas a estimulos esfresantes.

[.1.1.1. Ligandos enddgenos y sus precursores.

Los primeros ligandos peptidicos endégenos de los receptores opioides fueron
aislados y secuenciados a mediados de los anos 70. Asf, en 1975 se descubrieron tas
encefalinas (Hughes 1975, Hughes y col. 1975) y en 1976 se encontraron otras sustancias
con actividad opioide a las que se denominé endorfinas (Adler 1980, Bradbury y col. 1976,
Cox y col. 1976, Guillemin y col. 1976, Li y Chung 1976, Pasternak y col. 1976).
Posteriormente, en los afios 80, se identifico otro grupo de péptidos a los que denominaron
dinorfinas (Goldstein y col. 1981). Actualmente se sabe que estas tres familias de péptidos

opioides enddgenos, descubijertas en mamiferos, derivan de moléculas proteicas de mayor
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Introduccion

tamafio, denominadas precursores. Estos precursores son la proopiomelanocortina,
proencefalina A y proencefalina B (prodinorfina) (Kakidani y col. 1982, Nakanishi y col. 1979,
Noda y col. 1982). Se ha propuesto que los genes correspondientes a estos tres
precursores fueron originados por un mecanismo evolutivo comun (Dores y col. 1993).

Recientemente se han descubierto las endomorfinas 1 y 2, unos productos opioides
sin precursor adn identificado que se han propuesto como ligandos enddgenos de alta
selectividad por los receptores p (Zadina y col. 1997). Las endomorfinas son unos
tetrapéptidos aminados no relacionados estructuralmente con los péptidos opioides clasicos.
Aunqgue el estudio de la distribucion de estos péptidos esta todavia en una fase temprana,
parece que la endomorfina 2 se halla en areas concretas del cerebro de rata, en algunas de
las cuales hay una ailta densidad de receptores p (Schreff y col. 1998). También se ha
detectado la presencia de endomorfina 2 en las neuronas sensoriales primarias y en el asta
dorsal de la médula espinal, donde podria estar implicada en la modulacidn de la entrada de
informacién nociceptiva (Martin-Schild y col. 1997).

La molécula de proopiomelanocortina contiene secuencias para la hormona
estimulante de melanocitos y (y-MSH), la adrenocorticotropina (ACTH) y 1a B-lipotropina (B-
LPH). A su vez, la ACTH contiene las secuencias para la o-MSH y el péptido CLIP, y la -
LPH para la B-MSH y las distintas endorfinas, siendo la mas importante la B-endorfina (Adler
1980) (Esquema 1, Tabla 1). Se produce un procesamiento especifico de tejido en lo
referente a la accién de determinadas peptidasas, las modificaciones post-traduccionales y
el almacenamiento de las moléculas derivadas de la proopiomeianocortina. Asi, en el idbuio
anterior de la hipdfisis predomina la ACTH sobre la a-MSH, mientras que la B-LPH (sin
actividad opioide) y la B-endorfina se encuentran en cantidades equimolares. En el 16bulo
intermedio, la ACTH y la B-LPH son casi totalmente procesadas hasta la «-MSH y pB-
endorfina, ademas, esta Ultima puede sufrir modificaciones post-traduccionales para originar

otras endorfinas (a-endorfina, y-endorfina y N-acetil-B-endorfina). En el 16bulo posterior no
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Introduccién

hay B-endorfina (Holit 1991, McDowell y Kitchen 1987, Millan y col. 1981, Zakarian y Smyth
1982). En el encéfalo el procesamiento es similar al del (ébulo intermedio, con un marcado
predominio de la «-MSH y la B-endorfina. La mayor parte de las neuronas gue sintetizan f3-
endorfina se localizan en el nicleo arqueado del hipotadlamo. Estas estructuras inervan fa
eminencia media y otros nucleos hipotalamicos y extrahipotaiamicos, estructuras todas ellas
implicadas en el control de la secrecién hormonal hipofisaria (Civelli y col. 1984, Hollt 1986,
Watson y col. 1984).

La proencefalina A contiene, entre ofras, secuencias para la [Met]-encefalina y la
[Leu]-encefalina (Esquema 1, Tabla 1). Estos dos péptidos opioides son secretados en los
tres lobulos hipofisarios. En el encéfalo, las neuronas encefalinérgicas se encuentran
ampliamente distribuidas, incluyendo areas hipotalamicas y extrahipotalamicas de
regulacion endocrina. La zona externa de la eminencia media es particularmente rica en
inervacion encefalinérgica, procedente de los nucleos paraventricular y arqueado del
hipotalamo (HolIt 1986, Udenfriend y Kilpatrik 1984, Watson y col. 1984).

La prodinorfina contiene secuencias para la [Leu]-encefalina, 1a dinorfina B (dinorfina
1qa), 1as a y B-neoendorfinas y la dinorfina A (dinorfina,.7), que a su vez contiene la
secuencia de la dinorfina 15 (Esquema 1, Tabla 1). En la hipofisis, las mayores cantidades
de dinorfina se encuentran en el I6bulo neural, siendo escasa su localizacion en el l6bulo
intermedio y nula en el Obulo anterior. En el encéfalo, las células dinorfinérgicas se
encuentran en diversos nicleos del hipotalamo, sistema limbico y mesencéfalo, todas ellas
regiones relevantes en el control endocrino. Existe una ruta que contiene péptidos
relacionados con la dinorfina que se proyecta desde el nlcleo paraventricular a la eminencia
media externa y al l6hulo neural de la hipéfisis (Goldstein 1984, Hallt 1986, Watson y col.
1984).

Tanto los opiaceos como los opioides y los péptidos opioides enddgenos, han

ayudado sustancialmente a la identificacion de los receptores opioides. Goldstein y sus
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infroduccion

PRECURSOR PEPTIDO ESTRUCTURA
POMC fi-endorfina Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-GIn-Thi-
Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-lle-lle-Lys-Lys-
Humano (267aa) Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu.
y-endorfina Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-GIn-Thr-
Pro-Leu-Val-Thr-l.eu.
a-endorfina Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-

Pro-Leu-Val-Thr.

Proencefalina (A)

Humano (269aa)

[Met)-encefalina

[Leu]-encefalina

[Met]-encefalina-Arg-Phe

[Met]-encefalina Arg-Gly-Leu

Péptido E

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Phe
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Gly-Leu
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-GIn-Phe-Lys-Val-Val-

Thr-Arg-Ser-Gln-Gin-Asp-Pro-Asn-Ala-Tyr-Tyr-Glu-Glu-
Leu-Phe-Asp-Val.

Prodinorfina

(Proencetalina B)

Cerdo (256aa)

a-neo-endorfina

p-neo-endorfina

Dinerfina A (1-17)

Dinorfina A (1-8)

Leumerfina (dinorfina B(1-29))

Dinorfina B (rimorfina)

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro-Lys

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro-Lys-Leu-
Lys-Trp-Asp-Asn-Gln.

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gin-Phe-Lys-Val-Val-

Thr-Arg-Ser-GIn-GIn-Asp-Pro-Asn-Ala-Tyr-Tyr-Glu-Glu-
Leu-Phe-Asp-Val.

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gin-Phe-Lys-Val-Val-
Thr

Tabla 1. Precursores opioides y sus productos de mayor actividad opioide (tomado de Kelly,

1996).
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MSH, hormona estimulante de melanocitos; ACTH, adrenocorticotropina; LPH, lipotropina;
END, endorfina; OP, octapéptido; HP, heptapéptido; EN, neoendorfina; DIN, dinorfina.

Esquema 1. Representacién esquemaética de las moléculas precursaras de los péptidos opioides, sefialandollos productos finsles que se
obtienen después de) procesamiento del correspondiente precursor {tomado de Kelly, 1996, citando a Millan, 1986).
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colaboradores (1971) propusieron la utilizacion de compuestos marcados radiactivamente
para demostrar la existencia de estos receptores y caracterizarlos. Tan pronto como se
dispuso de radioligandos con alta actividad especifica, tres grupos diferentes,
independientemente pero simultaneamente, demostraron la existencia de sitios de union
opioide estereoespecificos en cerebro de mamiferos (Pert y Snyder 1973, Simon y col.
1973, Terenius 1973). Por otra parte, aunque a mediados de los anos 60 se empezaba a
pensar en la existencia de distintos tipos de receptores opioides, ya que asi se explicaban
mejor las acciones producidas por agonistas, antagonistas y agonistas-antagonistas mixtos
opioides (Portoghese 1965), la primera evidencia convincente de este concepto fue
proporcionada por Martin y sus colaboradores en 1976. Sus observaciones
comportamentales y neurofisiologicas, en perros cronicamente espinalizados, les llevaron a
proponer la existencia de tres tipos de receptores opioides, a los que denominaron Mu (u),
Kappa (k) y Sigma (o). Tras el descubrimiento de las encefalinas, Kosterlitz y sus
colaboradores (Hughes y col. 1975) estudiaron sus propiedades y las de otros opioides
mediante técnicas de union de radicligandes y bioensayos con tejidos periféricos. De hecho,
no sélo existen receptores opioides en el sistema nervioso central (SNC), sino que también
existen en la periferia, lo que ha sido aprovechado para proporcionar modelos funcionales
de accién opioide. Asi, durante mas de 30 afos se han utilizado preparaciones de ifeum de
cobaya y conducto deferente de raton, rata, conejo y hamster en multitud de ensayos
farmacologicos, con el objetivo de valorar las propiedades agonistas/antagonistas de los
opioides (Kosterlitz y col. 1980, Wild y col. 1993). Estos autores encontraron que mientras
que la morfina se revelaba mas potente que las encefalinas, en cuanto a la inhibicién de ia
liberacion de neurotransmisor evocada eléctricamente en el ifeum de cobaya, en la
preparacién de conducto deferente de ratdn ocurria lo contrario. Basados en éstas y otras
observaciones, Kosterlitz y sus colaboradores propusieron la existencia de un cuarto tipo de

receptor opioide, presente en el conducto deferente de ratén, al que denominaron receptor
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delta (8) (Lord y col. 1977). Como posteriormente se demostré la naturaleza no opioide del
receptor sigma (Mannalack y col. 1986), en la actualidad los receptores opicides suelen
clasificarse en tres tipos principales, definidos farmacologicamente: p, 8 y k. Su existencia
ha sido claramente confirmada recientemente gracias a las técnicas de biologia molecular,
mediante las que se han conseguido clonar los tres tipos de receptores opioides descritos
(Reisine y Bell 1993, Kieffer 1995, Satoh y Minami 1995). Algunos estudios sugieren la
existencia de otros tipos de receptores opioides, como el receptor epsifon (g) (Wiister y col.
1979), el receptor zeta (£) (Zagon y col. 1991) y el receptor lambda (A) (Grevel y col. 1985).
El receptor ¢ es el que se ha estudiado con mayor detalle, principaimente en el conducto
deferente de ratén y de estos estudios se deduce que este receptor presenta propiedades
farmacologicas marcadamente diferentes a las de los receptores opicides descritos (Schulz
y col. 1981, Shook y col. 1988), sin embargo algunos autores sugieren que podria
corresponder a un subtipo del receptor p 0 x (Fowler y Fraser 1994, Nock y col. 1993). El
receptor { muestra gran afinidad por la [Met]-encefalina en el interior del nlcleo de células
en desarrollo. Actualmente se sugiere que la [Met]-encefalina, al unirse al receptor £, podria
actuar como un factor de crecimiento opioide ténicamente activo, cuya funcion seria la de
inhibir el crecimiento y la proliferacion celular (Isayama y col. 1995, Zagon y McLaughlin
1992, Zagon y col. 1995). De cualquier forma, todos estos receptores no estan aln bien
caracterizados y la aceptacidbn de su existencia requiere evidencias experimentales
adicionales, en particular el aislamiento de sus ADN.. También se ha encontrado un
receptor de gran similitud estructural con los recepiores opioides clasicos, al que se ha
denominado ORL,, cuyo ligando endogeno se ha denominado orfanina o nociceptina
(Henderson y McKnight 1997, Meunier y col. 1995, Reinscheid y col. 1995). Sin embargo, se
ha visto que este péptido deriva de un precursor diferente a los precursores de los péptidos
opioides (Meunier y col. 1995) y en los aspectos farmacoldgicos difiere bastante de ellos

(Zhang y Yu 1995).
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De diversos estudios se deduce gue los distintos ligandos endégenos interaccionan
preferencialmente con determinados subtipos de receptores opioides (Tabla 2). En lineas
generales, los péptidos opioides derivados de la proencefalina muestran selectividad por los
receptores 3, mientras que los derivados de la prodinorfina presentan afinidad por los
recepiores k (Corbett y col. 1982, Chavkin y col. 1982). No existe, sin embargo, una fuerte
correlacion entre los opioides derivados de la proopiomelanocortina y los receptores p, ya
gue mientras unos autores encuentran una selectividad mayor de la B endorfina por los
receptores p, otros estudios revelan que este compuesto posee la misma selectividad por

los receptores i1 que por los & (Tabla 2).

1.1.1.2. Receptores opioides: ligandos, subtipos, distribucidn y funciones.

Receptores opioides delta (8).

Agonistas de los receptores opioides .

La mayoria de los agonistas & son peéptidos derivados de las encefalinas o
pertenecen a los opiodes derivados de la piel de anfibios. El D-Ala’-D-Leu’-encefalina
(DADLE) se comporta como agonista selectivo 3 en ensayos con iffeumn de cobaya y
conducto deferente de raton (Kosterlitz y col. 1980), sin embargo estudios posteriores han
demostrado que este compuesto Unicamente presenta el doble de afinidad por los
receptores & que por los p (James y Goldstein 1984). Entre los compuestos mas selectivos
del receptor 8 se encuentran el hexapéptido DSLET que posee una selectividad 20 a 600
veces mayor, dependiendo del ensayo, por este tipo de receptores que por los x y i (Gacel
y col. 1980), y compuestos como el DTLET, DSTBULET, BUBU, BUBUC, DPLPE, DPDPE
etc... Los péptidos opioides abtenidos de la piel de anfibios, como la deltorfina (o deltorfina
A), deltorfina | (o deltorfina C) y la deltorfina 1l (o deltorfina B) (Erspamer y col. 1989,
Lazarus y col. 1994), presentan una afinidad y selectividad por los receptores § mayor que

la que poseen los analogos sintéticos de las encefalinas (Erspamer y col. 1989).
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LIGANDO ENDOGENO

SELECTIVIDAD

REFERENCIA

p-Endorfina u=a (Lord y col. 1977)
[TR) (McKnight y col. 1983)
Encefalinas
[Met]-Encefalina &> {McKnight y col. 1983)
S>>p (Lord y col. 1977)
{Met]-Encefalina-Arg®-Phe’ 5> (McKnight y col. 1983)
S>p (Waster y col. 1981)
[Leu]-Encefalina ST (Lord y col. 1977)
S (McKnight y col. 1983)
Szuzx (Quiron 1984)
Dinorfinas
Dinorfina A4y K>pd (Corbett y col. 1982)
Dinorfina A s K> (Corbett y col. 1982)
K> (James y col. 1984).
Dinorfina By K> (James y col. 1984).
Dinorfina By_q3 K> (Wister y col. 1981)
K>>6 (Chavkin y col. 1982)
s (Corbett y col. 1982)
a-Neoendorfina K> (James y col. 1984)

Tabla 2. Selectividad de los distintos opioides endégenos por los subtipos de receptores
opioides (tomado de Kelly 1996).
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Recientemente se han sintetizado agonistas no peptidicos como el SNC 80, compuesto que

presenta propiedades prometedoras dada su alta selectividad y su minima toxicidad.

Antagonistas de los receptores opioides 6.

Los primeros antagonistas que presentaban una selectividad significativa por el
receptor 8 fueron analogos de ias encefalinas. El |Cl 154,129 presenta alta selectividad por
este tipo de receptor pero es poco potente (Shaw y col. 1982). Por otro lado el ICl 174,864
es muy potente (Cotton y col. 1984) pero su degradacion por carboxipeptidasas produce un
agonista u, 1o que resulta problematico especialmente en investigaciones in vivo destinadas
a inactivar especificamente los receptores & (Cohen y col. 1986). El naltrindol (NTI) fue el
primer antagonista & reaimente selectivo y potente que se sintetizd (Portoghese y col. 1988).
Se une a receptores 3 de membranas cerebrales de mono con valores de K; en el rango
picomolar y tiene una selectividad 100 veces mayor por los receptores & que por los pu o k
(Emmerson y col. 1994). Este antagonista, por las propiedades mencionadas y su
naturaleza no peptidica (atraviesa barrera hematoencefalica) constituye una herramienta
importante en la investigacion con opioides, y ha sido el compuesto elegido para bloquear
los receptores & en esta Tesis Doctoral. En raton, el naltrindo] también act(ia como agonista
del receptor k, pero a dosis mucho mas altas que las que bloquean los receptores &
(Stapelfeld y col. 1992, Takemori y col. 1992). Otro antagonista & altamente selectivo y

potente es el TIPP (Schiller y col. 1992).

Subtipos de receptores opioides &

Se ha sugerido la existencia de distintos subtipos de receptores opioides 3, dado que
se ha observado un bloqueo diferencial de la accién producida por agonistas de estos
receptores, tras la administracién de diferentes antagonistas selectivos & {(Jiang y col. 1991,

Sofuoglu y col. 1991). Estudios farmacolégicos realizados in vivo llevaron a proponer la
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existencia de dos sitios de reconocimiento & 8,56, (Fang y col. 1994, Fowler y Fraser 1994).
De estudios in vivo en roedores se deduce que uno de los subtipos es estimulado por el
DPDPE (8,), cuyos efectos antinociceptivos son antagonizados selectivamente por BNTX o
por DALCE (Jiang y col. 1991, Sofuoglu y col. 1893), mientras que el otro subtipo (3;) es
estimulado por la deltorfina 11 y el DSLET, cuyas aciones antinociceptivas son revertidas por
NTB 6 5'-NTlI (Jiang y col. 1991, Sofuoglu y col. 1991, Sofuoglu y col. 1993). También se ha
observado que la antinocicepcion inducida por agonistas 3§, o &, in vivo, puede ser
antagonizada diferencialmente mediante e! bloqueo de diferentes tipos de canales de
potasio (Wild y col. 1991). Los resultados obtenidos de experimentos realizados in vifro que
mas apoyan la existencia de estos dos subtipos de receptores §, derivan de estudios de
inhibicién de la actividad de la adenilato ciclasa en membranas cerebrales de rata (Buzas y
col. 1994, Noble y Cox 1995) y de estudios de la elevacion, mediada por receptores 3, del
calcio intracelular en la linea celular ND8-47. En estos estudios, se ha encontrado que la
BNTX antagonizd selectivamente el DPDPE y el NTB antagonizdé selectivamente (a
deltorfina Il (Tang y col. 1994).

Por otra parte, los receptores & también han sido clasificados en 8¢, e, Subdivision
basada en la hipotesis de que un subtipo de receptor & se encuentra formando un complejo-
receptor con el receptor u (y quizds también con el x ) (8.} mientras que el otro subtipo de
receptor (8,c) No se encontraria formando dicho complejo (Rothman y col. 1993).

Asi, dado que existen dos clasificaciones diferentes de los subtipos de receptores 3§,
es preciso conocer la relacion entre los receptores 8., Onex ¥ 105 8¢, 8z . El hecho de que ¢l
antagonista DALCE inhibiera selectivamente el binding sobre los receptores 8, (Rothman y
col. 1992) y bloqueara el efecto del agonista DPDPE sobre el receptor 3, (Jiang y col.
1990c) sugiere que los receptores &, se corresponden con los 3.« LOs receptores &;, como
ya hemos comentado, son activados selectivamente por la deltorfina I, y bioqueados

selectivamente por el antagonista irreversible 6 5-NTil (Jiang y col. 1991). Pues bien, dosis
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de 5’'NT!H que bloquean los efectos de la deltorfina Il, también bloquearon la modulacion que
ejercieron ligandos & sobre la antinocicepcion inducida por morfina (Porreca y col. 1992,
Rothman y col. 1993) y se pensd entonces que los efectos fueron mediados por los
receptores 6. (Holaday y col. 1990, Rothman y col. 1993). Estos resultados, por tanto,
sugieren que los receptores 8, se corresponden con los &, Sin embargo existe controversia
ya que otros estudios sugieren que son los 6, los que se corresponden con [0s 8¢, (Suzuki y
col. 1995).

La demostracion de la existencia de estos subtipos de receptores requiere
investigaciones adicionales ya que, hasta la fecha, Unicamente se ha clonado una proteina

con el perfil farmacologico tipico de receptor opioide 6.

Distribucion de los receptores opigides &.

Estos receptores presentan una distribucion en el SNC mas restringida que otros
tipos de receptores opiocides. Las mayores densidades se encuentran en el bulbo olfatorio,
neocortex, caudado putamen y nlclec accumbens mientras que el talamo, hipotalamo y
tronco cerebral son areas cerebrales relativamente pobres en estos receptores (Dupin y col.

1991, Mansour y col. 1987,1688, Renda y col. 1993).

Funciones de los receptores opioides &.

Los receptores & se encuentran implicados en numerosas funciones entre las que se
encuentran fa modulacién del dolor, integracién motora, motilidad gastrointestinal, olfato,
respiracion, funciones cognitivas etc... En ratas se ha visto que las encefalinas endogenas,
asi como los agonistas selectivos 8, incrementan la actividad motora e inducen efectos de
tipo antidepresivo (Baamonde y col. 1992). Se sabe los receptores & espinales estan
implicados notablemente en la mediacidén de los efectos antinociceptivos producidos por

agonistas & (Drower y col. 1991, Improta y Broccardo 1992, Porreca y col. 1984, 1987a,
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Stewart y Hammond 1993, Sullivan y col. 1989), ya que se ha observado que estos
agonistas inhiben la liberacién de sustancia P y péptido relacionado con el gen de la
calcitonina, desde los terminales de las fibras aferentes naciceptivas primarias del asta
dorsal de la médula espinal de rata (Bourgoin y col. 1994). La administracion de agonistas 8
en médula espinal parece ser particularmente efectiva en la produccion de antinocicepcion
frente a estimulos térmicos y quimicos (Paul y col. 1989, Porreca y col. 1987a, Schmauss y
Yaksh 1984). Sin embargo, no se excluye la participaciéon de receptores & supraespinales y
periféricos en la modulacion del dolor (Stein 1993). De hecho algunos autores han aportado
evidencias de la participacion de receptores supraespinales en la analgesia producida por
agonistas & (Heyman y col. 1988, Jiang y col. 1990a, Mathiasen y Vaught 1987). El
tratamiento con agonistas & puede reducir la frecuencia respiratoria y prolongar el tiempo de
espiracion (Haddad y col. 1984, Morin-Surun y col. 1984). Por otro lado, tanto los receptores
periféricos (Fox-Threlkeld y col. 1994} como los centrales (espinales y supraespinales)
(Broccardo e Improta 1992, Burks y col. 1988, Pol y col. 1994) participan en la inhibicion del

transito gastrointestinal producido por agonistas .

Receptores opioides kappa (x).
Agonistas de los receptores opioides k.

Para el estudio de estos receptores se utilizaron inicialmente compuestos como la
ketociclazocina, etilketociclazocina (Lord y col. 1977, Martin y col. 1976), bremazocina
(Roémer y col. 1980) y tifluadom (Romer y col. 1982) que tienen alta afinidad por los
receptores opioides pero son poco selectivos (Emmerson y col. 1994). En 1982 se sintetizé
el primer agonista k que resultd realmente selectivo, el U-50,488 (Lahti y col. 1982, Von
Voigtlander y col. 1983). Le siguieron compuestos como el U-6$,593 ( Lahti y col. 1985) y el
U-62,066 (Von Voigtlander y Lewis 1988) de comparable (Emmerson y col. 1994, France y

col. 1994) o mayor {Lahti y col. 1985) selectividad. Otros agonistas « sintetizados son el PD
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117302 (Cfark y col. 1988), ICl 197067 y CI-977 (o PD 129290 ¢ enadolina) (Hunter y col.
1990), compuesto de gran afinidad y selectividad, que hemos utilizado en esta Tesis

Doctoral.

Antagonistas de los receptores opioides «.

Entre los antagonistas del receptor « se encuentran el TENA, compuesto poco
selectivo (Kosterlitz y col. 1881, Portoghese y Takemori 1985) y la norbinaltorfimina (nor-
BNI) (Portoghese y col. 1987) cuya selectividad ha sido cuestionada por algunos autores
{Birch y col. 1987, Levine y col. 1990, Spanagel y col. 1994) y que in vivo exhibe una
actividad de larga duracidén (Horan y col. 1992). Se han sintetizado compuestos mas
potentes y selectivos que la nor-BNi, como el 5’ -[N*~{butilamidino)-metil} NTI (Olmsted y col.
1993). El UPHIT y el DIPPA, derivados del U-50-488, se comportan como antagonistas

selectivos e irreversibles de estos receptores (De Costa y col. 1989, Chang y col. 1994).

Subtipos de receptores opioides «.

Se ha propuesto la existencia de tres subtipos de recepiores ki ky, k2 ¥ k3. El U-
50,488, U-68,593 y Ci-977 se unirian Unicamente al subtipo xy, mientras que otros agonistas
k también interaccionarian con los subtipos x; ¥ k3 (Clark y col. 1989, Horan y col. 1991,
1993, Nock y col. 1990). Por el momento no esta claramente definido el perfil farmacolégico
de los sitios de unién «x, y k3 Algunos autores propusieron que podrian corresponder a
receptores € y/o u; (Fowler y Fraser 1994, Nock y col. 1990, 1993). Ademéas en cerebro de
ratdn y cobaya se ha descrito la posible existencia de subtipos «,, ¥ kg, (Rothman y col.
1990). También se ha postulado (a existencia de subdivisiones ka1, Kza2, K21 Y Kop2 €N tejido
cerebral de cobaya en funcion de la alta o baja afinidad por diversos agonistas (Ni y col.
1995). La ausencia de antagonistas especificos para los distintos subtipos de este receptor,

dificulta una clasificacidon precisa y su completa caracterizacion, aunque parece ser que, al
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menos en ratdn, la subdivision xf«k, se justifica a través de los antagonistas (-)-UPHIT y
WIN 44,441 respectivamente (Horan y col. 1991, 19983). Por otra parte, los denominados
subtipos de receptor k {y de otros receptores opioides) podrian corresponder a diferentes
estados de afinidad de un mismo receptor, dependiendo de su acoplamiento con la proteina

G (Richardson y col. 1992).

Distribucién de los receptores opioides .

Las areas cerebrales que presentan una mayor densidad de receptores x en la rata
son el niicleo accumbes, claustro, nucleo dorsal endopiriforme y nacleo interpeduncular
(Boyle y cot. 1890, Nock y col. 1988), sin embargo se ha encontrado poco binding en la

corteza cerebral.

Funciones de los receptores opioides «.

Estos receptores estan implicados en la regulacién de diversas funciones como son
la nocicepcion, diuresis, alimentacién y secrecion neuroendocrina (Hansen y Morgan 1984).
Ademas, estudios recientes que demuestran la expresion de receptores k por las células de
linfoma (Hom y col. 1995), sugieren que estos receptores también participan en el control de
la funcidén inmune. Los agonistas « tienen propiedades antinociceptivas (France y col. 1994,
Millan 1989, Millan y col. 1989, Nakazawa y col. 1991, Porreca y col. 1987a, Schmauss
1987), sin embargo se han publicado datos contradictorios respecto a la naturaleza de los
estimulos nociceptivos frente a los que son particutarmente efectivos (Millan 1989, Porreca
y col. 1987a, Schmauss 1987). Parece claro que los agonistas x producen sus efectos
analgésicos mediante la actuacién sobre receptores espinales, sin embargo todavia existen
desacuerdos respecto a la existencia de sitios de unidn supraespinales, que pueden estar
involucrados en estos efectos (Millan y col. 1989, Nakazawa y col. 1991, Porreca y col.

1987a, Schmauss 1987).
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Receptores opioides Mu ().
Agonistas de los receptores opioides .

El conocimiento de las propiedades farmacolbgicas de los receptores p deriva, en
gran parte, de los numerosos estudios realizados en ileum de cobaya, tejido rico en este
tipo de receptores opioides. Se sabe que la morfina tiene aproximadamente una afinidad 50
veces mayor por los receptores p que por los 8 (Emmerson y col. 1994). En distintos
estudios se observd que este agonista prototipo tenia preferencia por los receptores p, pero
también se unia con baja afinidad a los receptores & y x {Corbett y col. 1993, Matthes y col.
1998, Raynor y col. 1994). Esta diferente selectividad podria ser suficiente para examinar
las respuestas de los receptores p in vitro, pero no aseguraba la selectividad p en
experimentos in vivo. Asi, durante mucho tiempo se ha creido que la morfina activa
multiples receptores in vivo. La investigacion de las respuestas a morfina en ratones en los
que se ha eliminado el gen que codifica para el receptor u (knockout p), han clarificado el
modo de accion de la morfina. La completa pérdida de actividad biologica de la morfina en
estos animales, demuestra que tanto los efectos terapéuticos como los adversos de la
morfina resultan de su interaccidn con un unico producto génico (Gavériaux-Ruff y col.
1998, Loh y col. 1998, Matthes y col. 1996, 1998, Roy y col. 1998, Schuller y col. 1997, Sora
y col. 1997b, Tian y col. 1997). Asimismo se ha encontrado que la analgesia inducida por
morfina es preservada en ratones Knockout para el receptor 8 (Zhu y col. 1997) o «
(Simonin y col. 1998). Otros agonistas no peptidicos son el sufentanil, agonista potente con
alta afinidad y selectividad por los receptores u (Emmerson y col. 1994, Magnan y col. 1982)
y el alfentanil que también posee alta afinidad por estos receptores y que ha sido utilizado
en esta Tesis Doctoral. Otro agonista muy selectivo y potente de estos receptores es el
etonitazeno (Emmerson y col. 1994). Entre los agonistas selectivos p mas utilizados se
encuentra un analogo de las encefalinas, el DAMGO, también llamado DAGO o DAGOL

(Handa y col. 1981), que posee alta afinidad por estos receptores. Por otra parte las
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dermorfinas, heptapéptidos naturales, también son compuestos con alta afinidad y

selectividad por los receptores p (Negri y col. 1992, Richter y col. 1880).

Antagonistas de los receptores opioides .

La naloxona, el primer antagonista opioide identificado, tiene mayor afinidad por los
receptores u que por el resto de receptores opioides (Emmerson y col. 1994, Magnan y col.
1982). Asi, una cuidadosa seleccion de la dosis puede conducir al hloqueo completo de los
receptores p con un minimo antagonismo sobre los receptores 8 y k. La accion es inmediata
porque atraviesa muy bien la barrera hematoencefalica (Zimmerman y Leander 1990). La
naltrexona es menos selectiva por el receptor u (Emmerson y col. 1994, Magnan y col.
1982) pero es mas potente y tiene un tiempo de actuacion mayor que la naloxona (Crabtree
1984). La p-funaltrexamina (B-FNA) (Portoghese y col. 1980) actia como antagonista
irreversible de los receptores p, pero también como agonista reversible de los receptores x
(Ward y col. 1985). Recientemente se han sintetizado compuestos como el N-CPM-MET-
CAMO, y MET-CAMO, que son antagonistas selectivos irreversibles de los receptores p y
no ejercen acciones agonistas sobre otros receptores opioides (Jiang y col. 1994). Otros
antagonistas con alta selectividad por los receptores p son péptidos ciclicos relacionados

con la somatostatina (Kazmierski y col. 1988, Pelton y col. 1986) como el CTAP y el CTOP,

que son utilizados frecuentemente.

Subtipos de receptores opioides .

Se ha sugerido la existencia de dos subtipos de receptores p, denominados p y .
Pasternak y sus colaboradores (Pasternak y Wood 1986) proponen que el subtipo
corresponderia al receptor p que han definido los estudios farmacolégicos en el ileumn de
cobaya, mientras que el subtipo p, poseeria un perfil farmacolégico distinto. En particular,

este Ultimo subtipo podria exhibir una afinidad 5 veces mayor por DAMGO que el subtipo p,
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El meptazinol y el etonitazeno serian agonistas p, preferenciales, y la naloxazona y
naloxonazina serian antagonistas p, (Pasternark y Wood 1986). Sin embargo, como ocurre
con los otros tipos de receptores opioides, ain no se han obtenido resultados de los
estudios de biologia molecuiar, que apoyen la existencia de subtipos de receptores p.
Investigaciones recientes sugieren la existencia de un nuevo subtipo de receptor p, sobre el
que actuarian andlogos de la morfina con sustituciones en la posicién 6 (morfina- 6p-
glucuronizada, heroina y 6-acetil-morfina) (Rossi y col. 1996). Apoyaria esta hipdtesis el
hecho de que en fesf nociceptivos realizados en ratdén, se ha visto que la morfina no
presenta tolerancia cruzada con la morfina- 63 -glucuronizada, heroina y 6-acetil-morfina y
que en la cepa de ratén CXBX, la morfina apenas produce antinocicepcion mientras que los
analogos de la morfina con sustituciones en la posicion 6 son agentes antinociceptivos

potentes.

Distribucién de los receptores opioides i

Los estudios autorradiograficos realizados con radioligandos selectivos muestran
que los receptores p estan distribuidos a través de todo el neurogje. La mayo‘r densidad de
receptores p se encuentra en el caudado putamen y va disminuyendo en el orden siguiente:
neocortex, talamo, nucleo accumbens, hipocampo y amigdala. Los receptores p también
estan presentes en las capas superficiales del asta dorsal de la médula espinal, donde
estan localizados, al mencs en parte, en [os terminales presinapticos de las fibras aferentes
primarias nociceptivas (Besse y col. 1990). Existe una concentracién moderada de estos
receptores en la sustancia gris periacueductal y niucleo del rafe y hay baja densidad en el
hipotalamo, area predptica, y globo palido (Hawkins y col. 1988, Mansour y col. 1988,
Waksman y col. 1986). Los receptores p también se encuentran ampliamente distribuidos
en el sistema nervioso periférico. En particular, estos receptores se expresan en las

neuronas mientéricas en el intestino (Hutchison y col. 1975) y en el conducto deferente de
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rata (Lemaire y col. 1978).

Funciones de jos receptores opioides pu.

Los agonistas selectivos p bloquean las respuestas nociceptivas a estimulos
mecanicos, térmicos y quimicos de alta intensidad (Knapp y col. 1989), son por tanto drogas
antinociceptivas potentes. Tanto los receptores | espinales y supraespinales como los
localizados en la periferia juegan un papel importante en el control de la nocicepcion
(Chaillet y col. 1984, Fang y col. 1986, Hansen y Morgan 1984, Paul y col. 1989, Porreca y
col. 1984, 1987a, Stein 1993). Estos receptores controlan ademas la funcion respiratoria,
cardiovascular e inmune, el transito infestinal, la termorregulacién y la secrecidon hormonal,
funciones que, excepto esta Btima, son deprimidas, la mayor parte de las veces, por la
estimulacion de los receptores p. Los efectos depresores de la respiracion y los efectos
cardiovasculares estan mediados por receptores centrales y por receptores localizados
periféricamente. Los agonistas p, dependiendo de las especies animales y la temperatura
ambiental, pueden producir hipotermia o hipertermia (Adler y Geller 1988, Handler y col.
1994). De forma similar, los efectos sobre la actividad locomotora dependen también de la
especie animal y la dosis de agonista administrada (Bot y col. 1992, Meyer y Meyer
1993ab). Los distintos [aboratorios que han generado ratones Knockout para el receptor p
(Loh y col. 1998, Matthes y col. 1996, Schuller y col. 1997, Sora y col. 1997b, Tian y col.
1997) han comprobado, mediante la administacién de morfina, la implicacion de los
receptores pn en la antinocicepcion, depresidn respiratoria, sindrome de abstinencia,
inmunosupresion, actividad maotora, constipacién y recompensa (Gavériaux-Ruff y col. 1998,
Loh y col. 1998, Matthes y col. 1996, 1998, Roy y col. 1998, Schuller y col. 1997, Sora y col.

1997b, Tian y col. 1997).

En la tabla 3 se presentan los principales agonistas y antagonistas de los receptores
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opioides. La estructura molecular de los compuestos utilizados en esta Tesis Doctoral se

muestran en la Figura 1.

1.1.1.3. Biologia molecular de los receptores opicides.

Los avances realizados en las técnicas de biologia molecular han permitido clonar y
caracterizar los genes que codifican las tres familias de péptidos opioides endogenos -
proencefalina, prodinorfina y proopiomelanocortina- asi como sus receptores- u, 8 y x (Akil y
col. 1984, Kieffer 1995, Knapp y col. 1995, Satoch y Minami 1995). Como ya hemos
comentado, no existe apoyo de la investigacidén molecular para la existencia de subtipos de
receptores opioides que han sido caracterizados farmacolégicamente, ya que por el
momento Unicamente se han clonado tres genes homdologos. Asi, podria pensarse que un
splicing alternativo, modificaciones postransduccionales de los productos génicos
(glicosilacion, N-acetilacion, palmitoilacion, fosforilacion etc...), interacciones de los
receptores con distintas proteinas y efeclores intracelulares, una distinta localizacion
subcelular de los receptores etc... podrian ser mecanismos potencialmente responsables de
la heterogeneidad farmacolégica descrita (Befort y Kieffer 1997, Corbett y col. 1999, Dondio
y col. 1997, Pan 1988, Zaki y col 1996). Otra posibilidad seria la existencia de otros genes
que codifiquen para receptores opioides y que todavia no hayan sido aislados. Los ratones
deficientes en receptores p, 8 y x constituyen una herramienta importante en la
investigacidén de esta hipotesis (Kieffer 1999).

Como hemos comentado, en la actualidad se han clonado los tres tipos de
receptores opioides descritos. Dos grupos independientes clonaron el primer receptor
opioide - el receptor § de ratdn- utilizando métodos similares (Evans y col. 1992, Kieffer y
col. 1992). Tanto este receptor como el receptor 8 de rata, que fue clonado posteriormente
(Fukuda y col. 1993), son proteinas de 372 aminoacidos que poseen un 97% de similitud.

También ha sido clonado el receptor 8 humano que posee € mismo nimero de aminoacidos
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RECEFPTOR AGONISTAS ANTAGONISTAS
8 DADLE ICl 154,129
DSLET IC! 174,864
DTLET TIPP
DSTBULET TIPP (y)
BUBU DALCE
BUBUC Naltrindol (NTI)
DPLPE BNTX
DPDPE Naltrindol & isotiocianato {5’-NTII)
Deltorfina Naltriben
Deltorfina | N-bencilnaltrindol (BNTI)
Deltorfina Il
BW 373U86
SNC 80
SIOM
1L CORI 82-205 CToP
DAMGO cTp
FK 33-824 SMS-201,995
PL M7 CTAP
Dermorfina TCTOP (D-Tic-CTOP)
Morficeptina Naloxonacina
TRIMU-5 B-funaltrexamina (3-FNA)
Sufentanil N-CPM-MET-CAMO
Morfina MET-CAMO
Etonitazeno
Meptazinol
Alfentanil
. [D-Pro"-Dyn (1-11) TENA

E-2078

Dinorfina la
Ketociclazocina
Etilketociclazocina
Bremazocina
Tifluadom
U-50,488

U 69,593

U-62,066 (espiradolina)

PD 117302

CI-977 (PD 129290, enadolina)

ICI 197067
IC1 199441
ICl 204448
EMD 61753
EMD 60400
GR 89696

Nor-binaltrofimina {NorBNl)
5'-[N*-{butilamidino)-metil]naltrindol
UPHIT

DIPPA

No Selectivos

Naltrexona
Naloxona

Tabla 3. Principales agonistas y antagonistas de los receptores opioides.
Se sefialan en negrita los compuestos no peptidicos.
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Figura 1. Compuestos opioides utilizados en este trabajo.
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y presenta una homologia de un 93% con el receptor & de rata y raton (Knapp y col. 1994).
Mientras algunos autores proponen que el receptor clonado se corresponde con el 8., (Cha
y col. 1995), otros sugieren que podria ser el subtipo 6, (Law y col. 1994).

Distintos grupos han aislado y caracterizado diversos clones de ADNc esencialmente
idénticos, que codifican para el receptor « de ratén (Yasuda y col. 1993), rata (Chen y col.
1993b, Liy col. 1993, Meng y col. 1993, Minami y col. 1993, Nishi y col. 1993) y cobaya (Xie
y col. 1994). El receptor k de ratén posee 380 aminoacidos y comparte un 61% de similitud
con el receptor & de la misma especie. El receptor « de rata y ratdn tienen una similitud del
98% y éstos con el de cobaya presentan un 89% de homologia. El receptor x humano
(Mansson y col. 1994) posee 380 aminoacidos y comparte una homologia del 91% con el de
rata. Sin embargo se ha ohservado poca homologia con los receptores 3 (58%) y p (61%)
humanos. El receptor clonado se sugiere que corresponde al caracterizado como subtipo «,,
debido a la alta afinidad que presenta por el U-50,488 y U-69,593 (Lai y col. 1994, Meng y
col. 1993, Raynor y col. 1894, Yasuda y col. 1993).

El receptor u ha sido clonado de la rata (Bunzow y col. 1993, Chen y col. 19933,
Fukuda y col. 1993, Minami y col. 1994, Thompson y col. 1993, Zastawny y col. 1994) y del
hombre (Wang y col. 1993, 1994). El receptor p de rata consiste en una proteina de 398
aminoacidos, y tiene una similitud de un 64% con el receptor 5 de ratén. El receptor p
humano posee 400 aminoacidos que forman una secuencia de un 95%, 59% y 62% de
homologia con los receptores p, k y & de rata respectivamente.

Recientemente se ha clonado otra proteina (de 360-370 aminoacidos, dependiendo
de las especies) denominada ORL, (de Opioid Receptor Like protein) porque posee un 50-
60% de homologia en su secuencia con los receptores p, & y x. Ha sido identificada en tres

especies: rata, ratén y humano, con una homologia entre las tres superior al 90%
(Henderson y McKnight 1997). Para su agonista endogeno, un péptido aislado de tejidos

cerebrales de diversas especies animales (rata, raton, cobaya, bovino y humano), se
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emplean dos nomenclaturas indistintamente y con igual frecuencia en la bibliografia:
nociceptina (Meunier y col. 1995) y orfanina FQ (Reinscheid y col. 1885). Sin embargo se ha
visto que este péptido deriva de un precursor diferente a los precursores de los péptidos
opioides (Meunier y col. 1995). Asi, aunque el receptor ORL, fue aceptado como miembro
de la “familia” opioide por su similitud estructural con los receptores opioides clasicos, en los
aspectos farmacolégicos difiere bastante de ellos, ya que incluso los ligandos que exhiben
una alta y uniforme afinidad por los receptores p, 8 y x muestran una muy baja afinidad por
ORL,, de modo que unicamente se unen a este receptor las dinorfinas y con baja afinidad
(Zhang y Yu 1995). El estudio comparativo de las secuencias aminoacidicas de los 4
receptores permitid detectar algunas diferencias estructurales clave para explicar las
disimilitudes en el perfil farmacolégico: en los receptores p, 8 y x en la parte superior de los
segmentos transmembranales existen regiones muy conservadas que sin embargo estan
alteradas en ORL; y ademas se ha comprobado que la selectividad de ORL1 por
determinados agonistas se incrementa tras la sustitucion de fragmentos pequefios (1-3
aminoacidos) de su secuencia por otros de alto grado de conservacion presentes en ia
secuencia de p, 8 y x (Meng y col. 1996).

Los estudios realizados han revelado que los receptores opioides son proteinas de
membrana acopladas a proteina G con 7 hélices transmembranales, regiones en las que
existe una homologia de! 73-76% entre los tres receptores. Los dominios infracelulares
presentan un 63-66% de homologia, mientras gue la region extracelular muestra una
similitud de sélo un 34-40%. Los principales sistemas efectores asociados a proteinas G
identificados son la activacion e inhibicién de la adenilato ciclasa, la estimulacidn del
turnover de fofoinositol y un acoplamiento directo de 1a proteina G con canales de K’ o Ca’
(Birnbaumer y col. 1990). Se han observado efectos opioides con todos estos sistemas
efectores. La union del ligando al receptor opioide conduce generalmente a la inhibicion de

la enzima adenilato ciclasa que cataliza, en el lado citoplasmatico de la membrana
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plasmatica, la sintesis de AMP ciclico a partir de ATP. Los tres tipos de receptores opioides
pueden inhibir la formacion de AMP ciclico. La activacién de receptores p y 6 normalmente
incrementa la conductancia del ion K', produciendo hiperpolarizacion neuronal e inhibicion
de la generacion del potencial de accién. Por ofra parte, la activacion de receptores «
generalmente da como resultado una inhibicién de la conductancia de Ca’, lo que constituye
un mecanismo de inhibicion de la transmision sinaptica. Por tanto, el efecto global de la
activacion de los receptores opioides es la inhibicién de la transmision neural (Knapp y col.

1995).

1.1.2. DESARROLLO ONTOGENICO DEL SOE.

El estudio ontogénico del SOE ha sido precedido por una gran cantidad de estudios
en adultos. Esto ha sido debido a las dificultades que conlleva el estudio perinatal, referidas
tanto a la aplicacidén de la metodologia establecida para aduitos en embriones y animales
neonatos, como a las impuestas por el corto periodo de gestacién, el pequefio tamario del
encéfalo de fetos y embriones, el rapido desarrollo postnatal y las diferencias en la
maduracion relativa entre distintas especies durante el periodo perinatal (McDowell y
Kitchen 1987).

La mayoria de los estudios ontogénicos comenzaron en el SNC de rata. Asi se
confirmoé que si bien todos los péptidos opioides enddgenos estan presentes en el SNC
antes del nacimiento, el desarrollo del SOE no se completa hasta varias semanas después
del nacimiento. Hacia la tercera semana postnatal se alcanzan los mayores niveles de
opioides para casi todas las regiones cerebrales, salvo el cerebelo que los alcanza durante
la primera semana postnatal (McDowell y Kitchen 1987). El desarrolloc de los tres
precursores opioides es independiente y los patrones ontogénicos y de distribucién de sus

distintos productos son, por tanto, distintos en el periodo postnatal. Estas diferencias
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parecen ser reflejo, a su vez, de actividades diferenciales de procesamiento enzimatico
durante el desarrollo perinatal (ver para revision McDowell y Kitchen 1987).

En cuanto a la ontogenia de los receptores opioides, se han realizado diversos
estudios de union de ligando a receptor. Las primeras técnicas empleadas se basaban en la
utilizacion de homogenados de membrana de tejido encefalico y los primeros ligandos
utilizados no eran selectivos, como la naloxona. El conocimiento sobre el desarrollo de los
distintos tipos de receptores opioides se vio notablemente incrementado con la utilizacion de
técnicas de autorradiografia que permiten, ademas de la cuantificacion, la localizacion de
receptores en diversas y multiples regiones del encéfalo. También ha supuesto un gran
avance la disponibilidad de ligandos selectivos para los distintos tipos de receptores
opioides.

Con estas nuevas herramientas se ha puesto de manifiesto un desarrollo diferencial
de los distintos tipos de receptores opioides. Respecto a los receptores &, la union a
ligandos selectives no aparece hasta la segunda semana postnatal en la rata y se triplica
entre los dias 10 y 28 postnatales (Spain y col. 1985). El desarrollo de los receptores p y &
no se completa hasta la tercera y cuarta semana postnatal, respectivamente (Kitchen y col.
1995ab, Kornblum y col. 1987, McDowell y Kitchen 1986, 1987). Se ha sugerido que el
destete podria ser, en la rata, un proceso critico para la maduracion del receptor & (Kelly y
col. 1998, Kitchen y col. 1994, 1995b, Muhammad y Kitchen 1993b). Existen aln dudas
respecto al patrén ontogénico de los receptores k, de modo que mientras algunos autores le
atribuyen un desarrollo tardio, como el de los & (en torno al dia 35 postnatal), otros estudios
lo consideran temprano {en torno al dia 10 postnatal). Estas diferencias podrian ser
explicables en funcion de un patron diferencial para los subtipos de receptores « (Kitchen y
col. 1990, Spain y col. 1985).

Los estudios ontogénicos del SOE realizados con ratdn, han puesto de manifiesto un

patrén de desarrollo para el receptor 8 similar al de la rata. En el caso de animales con

pagina 26



introduccion

periodos perinatales mas largos se ha encontrado una mayor madurez del SOE en el
momento del nacimiento (McDowell y Kitchen 1987).

Hasta el momento se ha venido considerando que, en general, las regiones mas
caudales del encéfalo madurarian antes que las mas anteriores (Jacobson 1978). Parece
haber indicios de que ésto también seria aplicable a los receptores opioides {ver por
ejemplo Bardo y col. 1981,1982), si bien este extremo no esta plenamente confirmado y
parece haber algunas discrepancias entre el desarrollo de los receptores y los péptidos

opioides (Bayon y col. 1979, Loughlin y col. 1985, McDowell y Kitchen 1987).

1.1.3. PLASTICIDAD DEL SOE. UTILIDAD DE LOS TRATAMIENTOS CON

ANTAGONISTAS.

Es un fendmeno bien conocido la capacidad del SNC de los mamiferos de adaptarse
en respuesta a lesiones o a distintos estimulos farmacologicos o ambientales (para revision
ver Baron y col. 1985, Fuller 1984, Giardino y col. 1990, Sharma y col. 1988). Dentro de
este contexto, el SOE parece presentar una especial plasticidad o capacidad de ajuste a los
distinfos estimulos ambientales, farmacologicos o fisioldgicos. La plasticidad de los
receptores opioides ha sido puesta de manifiesto a través de distintos estudios
comportamentales, bioquimicos y morfolégicos en la rata adulta (Bardo y col. 1982, 1983ab,
Giardino y col. 1990, McDowell y Kitchen 1987, Morris 1991, Sharma y col. 1988, Tang y
Collins 1978, Tempe! y col. 1882, 1984, Zadina y col. 1985).

Muchos estudios han demostrado que el tratamiento crénico con antagonistas
opioides puede incrementar la potencia (supersensibilidad) de los agonistas opioides tanto
en sistemas in vivo (Bardo y col. 1983ab, Millan y col. 1988, Tang y Collins 1978, Tempel y
col. 1985, Yoburn y col. 1985, 1986, 1988, 1989a), como in vitro (Schulz y col. 1978). En

estudios de binding se ha encontrado que estos tratamientos también pueden conducir a un
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incremento en la densidad de receptores u, 3 y k (Up-regufation) tanto en el SNC (Bardo y
col. 1982, 1983ab, Baron y col. 1985, Lahti y Collins 1878, Morris y col. 1988, Tempel y col.
1985, Sharma y col. 1988, Yoburn y col. 1985, 1986, 1989b, Zukin y col. 1882), como en el
periférico (Schulz y cal. 1979), sin afectar la afinidad. Parece probable que a este
incremento del nimero de receptores le acomparie una elevacion de [os niveles de opioides
endogenos (Bardo y col. 1982, 1983h, Tempel y col. 1985, Sharma y col. 1988, Zagon y
McLaughlin 1984). La supersensibilidad y up-regulation de receptores opioides se ha
observado tras un tratamiento crénico (8 dias), pero no tras un tratamiento agudo (1 dia)
con antagonistas opioides (Bardo y col. 1983b, Yoburn y col. 1990). Por el contrario, en
general, se ha observado que la administracion cronica de agonistas opioides produce
fenomenos de down-reguiation (Tao y col. 1990, 1998}, sin embargo los efectos de dicha
administracion sobre los niveles de receptores son atn controvertidos y parecen depender
del tipo de agonista empleado (para revision ver McDowell y Kitchen 1987, Tempel y col.
1988, Zadina y col. 1985). Ademas, distintos estudios sugieren que la plasticidad de este
sistema no presenta las mismas caracteristicas en las distintas etapas del desarrollo (Bardo
y col. 1982, 1983b, Sirinathsinghji y col. 1985, Tempel y col. 1988, Zadina y col. 1985).
Como ya hemos comentado, los receptores opioides se encuentran en rapido desarrollo
durante las primeras semanas postnatales, por lo que podrian ser mas susceptibles a las
distintas alteraciones y estas etapas tempranas del desarrollo podrian corresponder a un
periodo de plasticidad unica. Los trabajos existentes en la literatura parecen indicar que el
receptor p seria el mas sensible a los tratamientos farmacolédgicos necnatales (McDowel y
Kitchen 1987, Tempel y col. 1988, Zadina y col. 1985), ademas de tener un papel
importante en la modulacion de distintas funciones durante el desarrollo {Bailey y Kitchen
1987, Hammer y col. 1989, McDowell y Kitchen 1987, Roth y col. 1980). Por otra parte se ha
postulado que las modificaciones postsinapticas inducidas sobre el sistema opioide podrian

tener consecuencias a nivel presinaptico, que serian las responsables de las alteraciones
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comportamentales observadas a largo plazo (Bardo y col. 1983b, Harry y Rosecrans 1979,
Kastin y col. 1980, Meyerson y col. 1988, Sirinathsinghji y col. 1985). Las consecuencias de
la plasticidad opioide sobre el estado funcional de otros sistemas de neurotransmision a
nivel central, asi como hasta qué punto la actividad de estos sistemas estd modulada por
una accion ténica opioide, son temas poco conocidos. Aunque los efectos de algunas
sustancias tanto agonistas como antagonistas opioides sobre sistemas estrechamente
relacionados como los monoaminérgicos, han sido investigados por ofros aufores tanto en
el animal adulto (Baron y col. 1985, Roth y col. 1980, Sharma y col. 1988) como en ratas en
la etapa predestete (Bardo y col. 1982, Roth y col. 1980), esta cuelstic'm no esta aun
resuelta.

El uso de administracion cronica de antagonistas opioides ha demostrado ser muy
util para el estudio de las funciones fisioldgicas de los péptidos endogenos y de la
plasticidad del SOE en ratas. Recientemente se ha resaltado 1a utilidad de antagonistas no
peptidicos de receptores de neuropéptidos, como herramienta para un conocimiento mas
preciso del papel fisiologico de los péptidos enddgenos y su posible utilizacion en terapia
(Betancur y col. 1997). De entre los tres tipos de receptores opiocides descritos, el receptor
es el menos conocido. De hecho sélo en los ultimos afos se ha podido contar con varios
compuestos selectivos & de alta afinidad (Erspamer y col. 1989, Portoghese y col. 1988) que
permiten un analisis mas riguroso de las posibles funciones del receptor 6. En concreto, la
disponibilidad del naltrindol, antagonista altamente selectivo del receptor 8, de naturaleza no
peptidica y capaz de atravesar barrera hematoencefalica (Portoghese y col. 1988) resulta
de especial utilidad en este tipo de estudios.

Trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigacion en los que se
aplicaron tratamientos cronicos con el antagonista opioide general naltrexona, revelaron
interesantes resultados acerca de la implicacion del SOE en la modulacién de respuestas

comportamentales en {a rata (De Cabo y col. 1995) y respecto a las interacciones entre ef
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SOE y sistemas monoaminérgicos centrales a lo largo del desarroflo (De Cabo y col. 1994,
Viveros y col. 1995). Mas recientemente, mediante la aplicacion de un tratamiento crénico
con el antagonista selectivo & naltrindol, idéntico al empleado en esta Tesis Doctoral,
nuestro equipo de investigacion ha estudiado interacciones funcionales entre distintos tipos
de receptores opioides en [a modulacion de respuestas antinociceptivas y neurcendocrinas
en ratas hembras neconatales (Antelo 1998, Antelo y col. 1998), y el mismo tipo de
tratamiento nos ha permitido mostrar la impticacion del receptor & en la modulacion de los
efectos antinociceptivos y simpaticoliticos inducidos por el agonista o, adrenérgico

clonidina, en ratas necnatales (Alberti 1999, Alberti y col. 1999).

1.2, INTERACCIONES FUNCIONALES ENTRE DIFERENTES TIPOS DE RECEPTORES

OPIOIDES.

Se han acumulado evidencias que sugieren que, bajo determinadas circunstancias,
puede existir una interaccion fisica y/o funcional entre los distintos tipos de receptores
opioides (Palazzi y col. 1996, Rothman y col. 1993, Traynor y Elliot 1993). Distintos trabajos
han demostrado que la potencia antinociceptiva de agonistas p como la morfina puede ser
modulada (incrementada o disminuida) por agonistas &. Vaught y Takemori (1979)
encontraron que la administracion i.c.v. de dosis subanalgésicas de [Leu’]-encefalina
incrementéd la potencia antinociceptiva de la morfina. Posteriormente Lee y sus
colaboradores vieron que en confraste con la accién de la [Leu’]-encefalina, la
administracién de dosis subanalgésicas de [Met’]-encefalina atenud los efectos
antinociceptivos de la morfina (Lee y col. 1980, Vaught y col. 1982). Estudios posteriores
mostraron que dosis subanalgésicas del agonista & DPDPE incrementaron la potencia
antinociceptiva de la morfina, mientras dosis del agonista § [D-Ala® Met®-encefalinamida

que no producen antinocicepcion, la redujeron. Los efectos moduladores fueron bloqueados
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por la administracion i.c.v del antagonista 8 ICl 174, 864 (Porreca y col. 1987b, Heyman y
col. 1989ab), mientras que en estos estudios el IC] 174,864 no tuvo efectos antinociceptivos
“per se”, y no antagonizd o potencid directamente la antinocicepcion inducida por morfina
(Heyman y col. 1989ab). También se ha observado que distintos agonistas del receptor &
modulan positivamente o negativamente la eficacia antinociceptiva de agonistas pu como la
morfina {Jiang y col. 1990ab). Estas modulaciones de nuevo parecen mediadas por los
receptores 3, ya que el antagonista & ICl 174,864 las bloqueo y sin embargo aqui como en
otros trabajos (Heyman y col. 1987a) este antagonista no tuvo efecto sobre la analgesia
inducida por morfina {(Jiang y col. 1980a). Otros estudios encuentran que cuando se
coadministraron los agonistas & BW373U86 y p fentanil, la actividad convulsiva del
BW373U86 fue atenuada por el fentanil de forma dosis dependiente, y que el efecto Straub
inducido por fentanil fue antagonizado por BW373U86. Asimismo, la coadministracién
potencid la actividad analgésica en la placa caliente (O’Neill y col. 1997). De acuerdo con
estos estudios, se ha visto que 1a administraciéon de dosis subanalgésicas de los agonistas
selectivos p dermorﬁna y o [D-Alaz,Glu“]—deltorfina, produce antinocicepcion en el test de la
retirada de la cola de calor radiante, en el que el agonista & actia como un agonista
extremadamente débil (Negri y col. 1995).

También se ha observado cooperacion p-o en ta inhibicion opicide de ta propulsion
intestinal (Heyman 1987) y en la contraccién de la vejiga urinaria (Sheldon y col. 1989).
Holaday y D’Amato (1983) describieron interacciones p-3 en la modulacién del shock
endotéxico en la rata y Kamei y sus colaboradores (1993) demostraron la modulacién de la
actividad antitusiva de agonistas opioides p, por agonistas opioides & en ratén. En ratas, el
pretratamiento con morfina o con el agonista selectivo p dermorfina, produjo sensibilizacion
a los efectos comportamentales del agonista selectivo & [D-Ala?, Glu*-deltorfina (Melchiorti y
col. 1992).

La capacidad de los agonistas 3 para producir antinocicepcion directamente, asi
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como para modular (incrementar o disminuir) la antinocicepcion mediada por receptores p,
junto con los datos de estudios de binding que demuestran una aparente interaccién no
competitiva entre los sitios de union 1 y 8 (Rothman y Westfall 1982ab), llevan a la hipétesis
de que dicha modulacion ocurre a través de receptores 6 que forman un complejo opioide
receptor con los receptores p, con los que interactian (Vaught y col. 1982). Asi, Rothman y
sus colaboradores (1988) sugirieron que los recepiores & pueden existir de forma
independiente o bien en un estado asociado con los receptores p. Estos receptores
separados o asociados fueron denominados &, (receptor no complejo) y & (receptor
complejo} respectivamente. Por otro lado, ya hemos comentado que los estudios
farmacoldgicos sugieren la existencia de dos subtipos de receptores &, el §; (sensible a
DPDPE y DALCE) y el 8, (sensible a deltorfina Il y 5-NTIl) (Maftia y col. 1992). Se han
utilizado nuevos antagonistas selectivos de estos subtipos de receptores, con el objetivo de
identificar el subtipo involucrado en la accidn moduladora. Dado que {a modulacidn positiva
(incremento en potencia) y negativa (disminucién de la potencia) de la antinocicepcion
inducida por morfina fue antagonizada potr §'NTil pero no por DALCE, los datos sugieren
que el receptor implicado corresponde al 8, (Porreca y col. 1992). Otros resultados apoyan
esta hipétesis (Zaki y col. 1996, Negri y col. 1995), sin embargo existe controversia ya que
en otros estudios se ha encontrado una implicacion predominante del subtipo &, (Suzuki y
col. 1995b).

En ratén, las respuestas antinociceptivas al sufentanil, meperidina, metadona y a los
peptidos selectivos p DAMGO y PLO17, no fueron afectadas por la administracion del
agonista 8 DPDPE, mientras que este agonista potencié los efectos antinociceptivos
producidos por los agonistas p morfina y normorfina, en el tesf de la inmersién de la cola en
agua caliente {(Heyman y col. 1989b). De la misma forma Adams y colaboradores han
informado de una cooperacion positiva entre el DPDPE y la morfina en el tesf de retirada de

la cola de agua fria en raton, pero sorprendentemente no se observd interaccion p-&
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utilizando otros agonistas distintos a ta morfina y normorfina (Adams y col. 1993). Esto ha
llevado a proponer que existirian receptores p asociados en un complejo receptor con los
receptores 3 (ug,) Y receptores p que no formarian dicho complejo (ja) (Rothman y col.
1987). E!l receptor p., debe ser un subtipo especifico de receptor pque se activa Unicamente
por algunos agonistas. Este receptor no parece corresponder al definido
farmacoldgicamente como p, (Pasternak 1980), dado que el DPDPE continta
incrementando la antinocicepcion inducida por morfina en presencia de un antagonista p
(Hahn y col. 1882), sino que mas bien se sugiere que corresponde al subtipo p, (Heyman y
col. 1989a).

Por otra parte, otros estudios realizados en ratas adultas no revelaron interacciones
cooperativas entre el DPDPE y el agonista i PLO17 en los fest de retirada de la cola de
agua fria y caliente, aunque ambos péptidos actuaron como agonistas en el fest de
inmersién de la cola en agua fria (Adams y col. 1993). Hay que tener en cuenta que no
todos los test antinociceptivos son igualmente sensibles a los agonistas 8, mientras que
pueden ser muy sensibles a los agonistas p. Por ejemplo, el test de la placa caliente en
ratén y rata, el fest de la retirada de la cola de agua fria en rata, y el test de retirada de la
cola de agua caliente en raton, son sensibles a agonistas opicides &, mientras los fest de
retirada de la cola de agua caliente y calor radiante en ratas son poco o nada sensibles a
estos agonistas (Calcagnetti y col. 1890, Heyman y col. 1987b, Negri y col. 1991). Asi,
cuando el dolor fue producido en ratas por inmersiéon de la cola en agua caliente, no se
encontraba sinergismo entre la morfina y DPDPE (Adams y col. 1993). Igualmente, en el
test de la retirada de la cola de calor radiante no se observé una antinocicepcion
cooperativa entre péptidos opioides u y § selectivos.

Asi pues, existen evidencias indirectas que indican que los receptores opiocides no
necesariamente actuan independientemente unos de otros. Por otra parte, la posible accion

coordinada entre estos receptores parece compleja y, dada su importante aplicacion
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ferapéutica, necesita ser clarificada.

Los ratones mutantes en los que se elimina el gen que codifica para uno de los
receptores opioides, Knockout para ese receptor, constituyen una herramienta anica para
determinar si los receptores opicides interaccionan funcionalmente. Si asi fuera, en ratones
Knockout para el receptor p, por ejemplo, las respuestas funcionales a agonistas & y
deberian estar alteradas.

Se ha demostrado que en los ratones Knockout p estan presentes los receptores 6 y
k., ¥ que no se modifican significativamente ni sus niveles de expresion ni su distribucién.
Sin embargo, en algunas regiones se observd una disminucién en la densidad de
receptores & y x, lo que apoya la posibilidad de cooperatividad entre distintos receptores.
Asi, se ha observado una correlacion pequefia pero significativa, entre los cambios en los
receptores 8 existentes en ratones Knockout 11 y el nivel de expresion de los receptores L en
ratones normales, sugiriendo que en las regiones con mayor densidad de receptores ,
existe alguna modulacién de la expresién de receptores & (Kitchen y col. 1997). Por otra
parte, mientras que unos estudios autorradiograficos demuestran que la falta de los
receptores k no produce cambios compensatorios detectables en la expresion de los otros
tipos de receptores opioides (Simonin y col. 1998), otros hablan de pequefios incrementos
en la densidad de receptores 5 en regiones no corticales (Slowe y col. 1999).

La ausencia de receptores p se ha visto que no interfiere significativamente en el
acoplamiento de los receptores 3 y x a la proteina G, de forma que la activacion de ambos
receptores activa la proteina G en cerebros y médula espinal de ratones Knockout para el
receptor p (Matthes y col. 1998). También se encontré que agonistas § y x inhibieron
significativamente la actividad de la adenilato ciclasa, sin encontrarse madificaciones
significativas de dicha capacidad inhibitoria en estos ratones mutantes (Matthes y col.
1998). Sin embargo la accion de la deltorfina |l sobre la funcidn respiratoria fue anulada en

los ratones mutantes (Matthes y col. 1998), pese a la presencia de receptores § en los
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centros respiratorios (Kitchen y col. 1997), lo que indica que la presencia de los receptores p
es necesaria para la modulacién de la respiracion mediada por receptores § (Matthes y col.
1998).

La antinocicepcion mediada por receptores k no es modificada por la ausencia de
receptores p, al menos en respuesta a estimulos térmicos agudos. Tampoco se vio
modificada la modulacion de la funcion respiratoria por los receptores k. Estos resultados
sugieren que estas propiedades funcionales del receptor x se mantienen en ratones
mutantes y que el receptor ¥ actla independientemente del receptor p. (Matthes y col.
1998). En la literatura relativa a la posible cooperatividad entre receptores opioides, existen
pocas indicaciones acerca de las interacciones p-x en comparacion con las interacciones y-
5. De los estudios con estos ratones Knockout para el receptor y, se deduce que si existen
interacciones p-x, no parecen tener influencia sobre el acoplamiento de receptores o el
control de 1a nocicepcion y la respiracién in vivo (Matthes y col. 1998). Hay que destacar, sin
embargo, que esto no quiere decir que no exista interaccidn en otras respuestas. Asi,
resulta interesante la diferente abstinencia a morfina presentada por los Knockouf
(Matthes y col. 1998) y los Knockout k (Simonin y col. 19988). El sindrome de abstinencia a
morfina fue abolido en los Knockout p, lo que indica que la dependencia a morfina no surge
de la activacion no selectiva de los receptores 8 o «, y fue atenuada en los Knockout «, o
que sugiere una actuacidon sinérgica de receptores p-«x en la dependencia a morfina
{(Simonin y col. 1998).

Existen tres estudios que describen la analgesia mediada por receptores & en
ratones Knockout p (Loh y col. 1998, Matthes y col. 1998, Sora y col. 1997a). La analgesia
espinal (medida por la respuesta de retirada de la cola) producida por los agonistas
selectivos 6 DPDPE (Loh y col. 1998, Matthes y col. 1998, Sora y col. 1997a) y deltorfina 1]

(Sora y col. 1997a), se vio inalterada (Loh y col. 1998), ligeramente disminuida (Matthes y
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col. 1998) o severamente reducida (Sora y col. 1997a) en los animales mutantes, en
comparacion con los ratones normales. Los dos Ultimos estudios sugieren que es necesaria
la presencia de receptores | para obtener una analgesia & completa en la respuesta de
retirada de la cola. Hay que destacar que los efectos antinociceptivos de los agonistas & en
los ratones normales fueron antagonizados por naltrindol, por tanto dichos efectos no fueron
consecuencia de la accidén no selectiva de los agonistas sobre los receptores p (Matthes y
col. 1998). La respuesta antinociceptiva supraespinal (salto en la placa caliente), valorada
en un experimento paralelo, se vio disminuida (Sora y col. 1997a) o preservada (Loh y col.
1998, Matthes y col. 1998) en los ratones mutantes. Estos resultados indican que las
interacciones p-8 no estan implicadas de la misma manera en respuesta a diferentes
estimulos nocivos. Las discrepancias encontradas en estos trabajos, posiblemente sean
consecuencia de los distintos disefios experimentales utilizados. En cualquier caso, de estos
estudios se deduce la existencia de interacciones sinérgicas entre los receptores p-8, que
se revelan bajo ciertas condiciones experimentales.

Todavia no esta claro si la interaccién entre receptores tiene lugar entre receptores
distantes localizados en neuronas separadas ¢ surge de interacciones entre receptores a
nivel celular. Las datas de binding sugieren acoplamientos alostéricos enfre los receptores
(Rothman y col. 1993) y estudios de inmunohistoquimica sugieren la colocalizacién de los
receptores opioides en algunas neuronas (Ji y col. 1985). Asi, tanto los receptores p como
los & se han identificado en neuronas de bulbo respiratorio (Morin-Surum y col. 1984). Si la
interaccion p-8 ocurre entre poblaciones de receptores p y § coexpresados en las mismas
neuronas, podriamos esperar que la transduccion de las sefales tras la activacion del
receptor & se viera afectada en ratones Knockout para el receptor p. Sin embargo no se han
observado, como ya hemos comentado, alteraciones de la activacion de proteina G o de la
inhibicion de la adenilato ciclasa por agonistas 3 en ratones Knockout para el receptor p .

Por tanto, parece que el sinergismo entre fos receptores p-8 implica distintas células que se
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encuentran asociadas funcionalmente dentro de la red neuronal. Aun queda por clarificar el
modo preciso de interaccién entre los receptores, para lo que resultaran especialmente
atiles ratones Knockout para varios receptores opioides (Kieffer 1999).

Una buena aproximacion experimental al estudio de la interaccion entre los distintos
tipos de receptores opioides corresponde a la utilizada en esta Tesis Doctoral. La
administracion crénica del antagonista & naltrindol, que a la dosis utilizada en este trabajo
conduce al bloqueo de los receptores & sin afectar a los p (Crook y col. 1992), y el estudio
posterior de distintas respuestas (antinociceptivas y comportamentales) inducidas por
agonistas p y «, constituye un disefioc experimental apropiado para el estudio de las
interacciones entre los receptores opioides 6-pu y 8-«x. Este tipo de interacciones ha sido
estudiado en roedores adultos, pero existe muy poca informacién en Ia literatura respecto a
la interacciones funcionales entre receptores durante el periodo neonatal. En trabajos
previos de nuestro grupo de investigacion encontramos que un tratamiento crénico con
naltrindol durante los 19 primeros dias de vida, no modificd la antinocicepcién inducida por
el agonista p alfentanil, en ratas hembras neonatales de 20 dias de edad (Antelo y col.
1998). Hay que tener en cuenta la influencia que parece tener el sexo sobre la nocicepcion y
la modulacién del dolor (Bodnar y col. 1988, Cicero y col. 1997, Fillinging y Maixner 1995,
Mogil y Belknap 1997, Romero y col. 1988), asi como la existencia de diferencias sexuales
en cuanto al desarrollo y densidad de receptores opioides (De Cabo y col. 1992a, Hammer
1990, Limonta y col. 1991, Rimanodczy y Vathy 1995), por lo tanto los resultados obtenidos
en hembras no son extrapolables a machos. Asi, en la presente Tesis Doctoral se
estudiaran las interacciones funcionales pu-8 en animales neonatales de ambos sexos. Dado
que la modulacion de la antinocicepcién mediada por el receptor p por parte de agonistas 8,
también parece depender del agonista p especifico empleado (Heyman y col. 1989b,
Malmberg y Yaksh 1992, Traynor y Elliot 1993), estas interaccicnes se estudiaran utilizando

distintos agonistas p (alfentanil y morfina).
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También se han encontrado efectos de la manipulacidon neonatal sobre la
nocicepcion, y se han observado diferencias sexuales en este aspecto. Asi, se encontrd que
hembras adultas manipuladas en {a infancia, presentaron mayores latencias de lamida de
patas en el test de ia placa caliente, mientras que en los machos estas latencias no se
modificaron significativamente (Smythe y col. 1994). En un trabajo reciente, nosotros hemos
observado que la manipulacion neonatal incrementé la sensibilidad al dolor (prueba de
inmersion de la cola) en animales neonatales de ambos sexos y que las ratas macho
neonatales mostraron una mayor vulnerabilidad que las hembras, a los efectos de la
manipulacion sobre las respuestas antinociceptivas y simpaticoliticas inducidas por clonidina
{Alberti y col. 1999).

Dada la importancia que parece tener la manipulacion de los animales tanto en la
sensibilidad al dolor como en su modulacion, en los experimentos en los que estudiaremos
los efectos del tratamiento neonatal con naltrindo!l sobre las respuestas antinociceptivas a
morfina en animales de 20 dias, incluimos en el diserio experimental grupos de animales no
manipuiados.

La mayoria de los esiudios realizados en roedores adultos sobre interacciones entre
receptores p-& en relacion con la antinocicepcién, han utilizado como pruebas nociceptivas
la inmersién de la cola en agua caliente, y el test del tail-flick (Heyman y col. 1989a, Kamei y
col. 1992, Negri y col. 1995, Parreca y col. 1987b), que sblo permiten registrar respuestas
qgue son esencialmente reflejos coordinados a nivel espinal y proporcionan poca informacién
sobre el componente afectivo/femocional del dolor. La implicacién del receptor & y sus
posibles interacciones con el receptor pu en las respuestas afectivas al dolor son menos
conocidas. En la presente Tesis Doctoral, la combinacion en el disefio experimental de un
tratamiento crénico con naitrindol y el test de la estimuiacion eléctrica de ta cola, que
permite el estudio de diferentes reacciones at dolor integradas a diferentes niveles del SNC

(Borszcz 1995, Carrol y Lim 1960, Naranjo y col. 1982, Millan 1990, Noble y col. 1997), para
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el estudio de respuestas antinociceptivas a morfina, con especial interés en la dimension
afectiva del dolor, supone una nueva aproximacion al estudio de las interacciones pu-6 en el

animal adulto.

I.3. RELACIONES ENTRE EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-ADRENAL (HHA) Y EL

SOE.

1.3.1. DESARROLLO DE LA RESPUESTA ADRENOCORTICAL EN LA RATA.

Esta relativamente bien establecido, a partir de abundantes datos experimentales, que
en la rata existe un periodo de hiporreactividad del eje HHA, durante el periodo postnatal
temprano. Segun algunos autores, dicho periodo comienza aproximadamente el dia 2 de edad
y continlia hasta el dia 14 de vida postnatal (Sapolsky y Meaney 1986), de forma que estas
dos primeras semanas se caracterizan por concentraciones basales de corticosterona bajas y
una ausencia de respuesta o respuesta disminuida de corticosterona a diversos agentes
estresantes. Este periodo se ha denominado periodo de no respuesta o de hiporreactividad al
estrés (para revision ver Sapolsky y Meaney 1986, Schapiro 1968), de manera que durante
este intervalo el estimulo necesario para inducir una respuesta adrenocortical al estrés es
inusualmente alto. Hay que tener en cuenta la influencia de los glucocorticoides sobre el
crecimiento y el desarrollo del SNC. Ratas tratadas con glucocorticoides durante la primera
semana de vida presentan un peso cerebral y un contenido en ADN permanentemente
reducidos (Ardeleanu y Sterescu 1978, Balazs y Cotterrell 1972, Cotterrel y col. 1972, Howard
y Benjamin 1975). La reduccion en el contenido de ADN parece deberse a la supresion de la
division celular, por lo que este efecto se acentia en regiones con alta frecuencia de mitosis
como son el cerebelo y el giro dentado del hipocampo (Bohn 1980, Bohn y Lauder 1978,

Weichsel 1974). Ademas, la mielinizacion neuronal, que depende de la division celular
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postnatal, también disminuye tras el tratamiento con corticosterona durante la primera semana
de vida (Howard y Benjamin 1975). El tratamiento con glucocorticoides durante estos primeros
dias de vida también afecta la morfogénesis neural, reduciendo el numero de espinas
dendriticas de células piramidales en varias regiones cerebrales. Todos estos efectos se ha
visto que influyen en el desarrolio comportamental. Asi, animales expuestos a altos niveles de
glucocorticoides durante la primera semana postnatal muestran un comportamiento social
alterado (Meaney y col. 1981) y se ve perjudicado el rendimiento en distintos paradigmas de
aprendizaje (Olton y col. 1974). El periodo de hiporrespuesta al estrés constituye por tanto un
mecanismo protector que asegura unos niveles bajos y estables de glucocorticoides durante el
desarrollo postnatal temprano (Schapiro 1971, Sapolsky y Meaney 1986).

Existen algunas diferencias, dependiendo de los autores, en cuanto a la posible
duracién del periodo de hiporreactividad al estrés en animales jovenes. Tales diferencias
podrian deberse al tipo de agente estresante utilizado y/o, en su caso, al estudio directo de la
respuesta de corticosterona a ACTH (Allen y Kendall 1967, Bailey y Kitchen 1987, Haltmeyer y
col. 1966, Henning 1978, Iny y col. 1987, Kakihana y col. 1974, Walker y col. 1986), pero
parece deducirse que hay un cierto acuerdo general en que es en |a tercera semana postnatal
cuando ia respuesta de corticosterona al estrés esta bien establecida. Por esta razén, en esta
Tesis Doctoral hemos elegido la edad de 25 dias para realizar las valoraciones de
corticosterona, de forma que pudiéramos garantizar que nos encontrabamos fuera del periodo

de no reactividad desde el punto de vista de la respuesta adrenocortical.

[.3.2. IMPLICACION DIFERENCIAL DE LOS DISTINTOS TIPOS DE RECEPTORES

OPIOIDES EN LA MODULACION DE LA RESPUESTA CORTICOADRENAL.

Existen abundantes datos que indican que el SOE estd implicado en la regulacion

del sistema HHA en mamiferos. Sin embargo, 1a naturaleza exacta de este papel funcional
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es todavia objeto de controversia.

En la rata se ha observado que la secrecion de corticosterona basal e inducida por
estrés esta modulada por la administracion aguda de agonistas (Eisenberg 1985, Kokka y
col. 1973, Pechnick y col. 1985) y antagonistas opioides (Eisenberg 1980, Jezova y col.
1982, Siegel y col. 1982). Existen desacuerdos en la literatura respecto a los efectos de
dichos compuestos ya que parecen depender de la especie estudiada, la dosis, el tiempo de
accion elegido, situacidén experimental y el agente estresante utilizado (Gibson y col. 1979,
Kitchen y Rowan 1984, Siegel y col. 1982). En general, se ha observado que la
administracion aguda de agonistas opioides incrementa los niveles plasmaticos de
corticosteroides (Ferri y col. 1982, Guaza y col. 1979, Hayes y Stewart 1985) y potencia los
incrementos en {a secrecion de corticosteroides que ocurren en respuesta al estrés
(Buckingham 1982). Asi, se ha visto que la administracién intracerebroventricular de leu-
encefalina y met-encefalina aumenta la concentracion sérica de corticosterona (Gadek-
Michalska y Bugajski 1996}, y la administracion de los agonistas p DAMGQ (Eisemberg
1993) y TRIMU 5 (Eisemberg 1994) produce incrementos en los niveles de corticosterona
plasmaticos. Por otro lado el tratamiento prolongado con morfina causa un descenso en los
niveles basales de corticosterona y una reduccion de la repuesta adrenocortical al estrés
{Buckingham y Cooper 1984a). En animales neonatales (10 dias de edad), se ha observado
que tanto la morfina como el agonista x U50-488H producen incrementos en la secrecion de
ACTH vy cortticosterona (Adamson y col. 1991). El antagonista opicide naloxona
paraddjicamente, también causa incrementos en los niveles basales de corticosteroides
(Eisenberg 1980, Gibson y col. 1979, Jezova y col. 1982, Montilla y col. 1989, Siegel y col.
1982) y se ha visto que puede tanto estimular como inhibir [a respuesta del eje HHA al
estrés, dependiendo de la especie y |a dosis utilizada (Buckingham y Cooper 1984b, Gibson
y col. 1979, Kitchen y Rowan 1984, Siegel y col. 1982, Tapp y col. 1981). No parece que la

modulacion de estas respuestas por los opioides tenga lugar en las glandulas adrenales
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(Gibson y col. 1979), ni en la hipéfisis (Buckingham 1982), mas bien parece que los efectos
se producen a nivel del hipotalamo, influyendo en la liberacion de CRH (Buckingham 1982,
Siegel y col. 1982).

Se dispone de poca informacion acerca del tipo especifico de receptor opicide
implicado en la modulacién de la respuesta adrenocortical al estrés en ratas neonatales.
Ciertos datos sugieren que son los receptores p mas que los §, los implicados en la
modificaciéon de las respuestas de corticosterona en ratas (Degli Uberti y col. 1995) y
ratones adultos (Hart y col. 1985, Kitchen y Rowan 1984).

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacién, han puesto de
manifiesto la importancia de las consecuencias de la plasticidad del SOE sobre otros
sistemas neuroquimicos y neuroendocrinos sobre los que los opioides parecen jugar un
importante papel modulador (Antelo y col. 1998, De Cabo y col. 1994, 1995, Viveros y col.
1995). Es bien conocido el hecho de que las situaciones estresantes ya sean de tipo fisico o
psiquico producen activacion de todo el eje suprarrenal. Nuestro grupo de investigacion ha
encontrado que la prueba de natacién forzada (natacidén en agua a 20°C durante 3 minutos)
produce analgesia inducida por estrés (AIE) (Antelo y col. 1998), asi como un aumento de
corticosterona en suero, en ratas hembras neconatales (Antelo 1998). Por otra parte, en
estos mismos animales (hembras de 25 dias de edad), encontramos que el bloqueo
funcional del receptor & durante el periodo predestete, mediante un tratamiento neonatal
con el antagonista naltrindol, produjo una inhibicién tanto de la AIE como de la respuesta de
corticosterona al estrés de natacién forzada (Antelo 1998).

En la presente Tesis Doctoral, se presentan datos sobre un estudio paralelo al recién
citado, pero realizado en machos de 1a misma edad (25 dias). Es decir, mediante la
aplicacién del mismo tratamiento neonatal con naltrindol y el mismo protocolo de estrés que
en nuestro anterior trabajo en hembras (Antelo 1998), hemos intentado detectar posibles

diferencias sexuales en la modulacién del eje HHA por parte del receptor 8. Por otra parte,
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hemos estudiado las posibles aiteraciones de la actividad adrenocortical de animales
adultos sometidos a un tratamiento cronico con el antagonista naltrindol. En el disefio de
estos estudios se contemplaron los efectos de dicho tratamiento tanto a largo como a corto

plazo.

1.3.3. EFECTOS DE LA MANIPULACION NEONATAL SOBRE LA ACTIVIDAD DEL EJE

HHA.

Se sabe que la manipulacion de los animales durante periodos tempranos del
desarrollo puede inducir alteraciones neuroendocrinas y comportamentales permanentes
hasta la edad adulta. La manipulacidén durante periodos criticos del desarrollo puede
producir una aparicién temprana de pelo corporal, adelantar la apertura de los ojos, la
locomaocion, la aparicion de la pubertad etc. Muchos de los efectos comportamentales y
fisiologicos, pueden ser producidos por el simple tratamiento de coger las crias durante
pocos minutos al dia durante la primera semana de vida. También se ha encontrado que la
manipulacién puede modificar la sensibilidad a las propiedades reforzantes de las drogas de
abuso, de forma que animales adultos manipulados en la infancia presentan una atenuacién
en la preferencia de lugar condicionada en respuesta a anfetamina (Camphbell y Spear
1999}, asi como un consumo disminuido de alcohol (Hilakivi-Ciarke y col. 1991). Por otra
parte, diversos estudios ponen de manifiesto la influencia de la manipulacién en la actividad
del eje HHA.

Se ha sugerido que los efectos de la manipulacién pueden producirse por las
consecuencias de dicha manipulacion sobre el comportamiento maternal para con las crias.
Asi, las madres con camadas manipuladas lamen y asean mas a menudo a sus crias que
las madres de camadas no manipuladas (para revision ver Denenberg 1999). Se ha

comprobado que las crias que recibieron una mayor estimulaciéon maternal en la infancia
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presentaron niveles de ACTH, corticosterona y RNA,, para ta CRH disminuidos (Denenberg
1999). También se han observado diferencias sexuales en los efectos producidos por la
manipulacion temprana (Mcintosh y col. 1999, Shalev y col. 1998). Por ejemplo, se han
descrito diferencias sexuales en los niveles de corticosterona tras estimulos estresantes
como la restriccion, encontrandose niveles de corticosterona superiores en hembras (Aloisi
y col. 1998).

Se sabe que la manipulacién produce un incremento permanente de sitios de unién
para glucocorticoides en el hipocampo y la corteza frontal en ratas (Meaney y col. 1985ab,
Smythe y col. 1996). Los resultados experimentales obtenidos hasta el momento, sugieren
que la manipulacién neonatal disminuye la actividad del eje HHA en respuesta al estrés y
esta respuesta disminuida esta asociada con la mencionada densidad incrementada de
receptores glucocorticoides hipocampales, lo que facilita el feed-back negativo que restringe
la liberacién de corticosterona (Sapolski y col. 1984, 1985), y un contenido en CRH en la
eminencia media disminuide (Meaney y col. 1985ab, Smythe y col. 1996). Por tanto, la
manipulacion postnatal parece producir un incremento en la sensibilidad del feed-back
negativo del SNC (Meaney y col. 1992). Se ha observado que los animales adultos
manipulados durante la infancia presentan una secreciéon disminuida de corticosterona en
respuesta a determinados estimulos estresantes (Durand y col. 1998, Meaney y col. 1989,
Nufiez y col. 1996, Steimer y col. 1998, Vallee col. 1997) y que en estos animales se
restablecen mas rapidamente los niveles de corticosterona (Campbell y Spear 1999). Es
posible, por tanto, que la manipulacién temprana provea a los animales de un control mas
sensible de Ia liberacién de corticosteroides en respuesta al estrés. Asi, diversos resultados
experimentales sugieren que ciertos tipos de manipulacion hacen que los animales
respondan mas rapidamente cuando se aplica un agente estresante y que se observe un
retorno mas rapido a los niveles basales cuando termina el estrés. Ademas, los animales

manipulados ajustan de forma mas fina la magnitud de la respuesta adrenocortical al estrés
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en funcion de la intensidad del estrés que se aplica (Gray 1991).

Por otra parte, los animales adultos manipulados en la infancia responden a
ambientes novedosos con un comportamiento de inhibicion reducido y presentan niveles de
ansiedad y emotividad mas bajos (Aguiar y col. 1997, Durand y col. 1998, Ferre y col. 1995,
Meaney y col. 1991, Nufiez y col. 1995, Shalev y col. 1998, Steimer y col. 1998, Vallee y col.
1997).

Todos estos efectos presumiblemente benefician al animal, proporcionandole una
mayor capacidad para enfrentar las situaciones estresantes, protegiéndole de los
potenciales efectos dafinos de los esteroides adrenales y asegurandole la integridad
anatémica de estructuras cerebrales involucradas en las funciones cognitivas (Meaney y col.
1991). Es interesante el hecho de que el estrés durante la gestacién parece tener los
efectos opuestos en los animales en edad adulta, esto es, una respuesta incrementada de
corticosterona frente a estimulos estresantes asi como unos niveles mayores de emotividad
(Vallee y col. 1997).

Casi todos los estudios que hemos encontrado en la literatura hablan de los efectos
de la manipulacién temprana, en muchos casos el aislamiento maternal, sobre la respuesta
del eje HHA o el comportamiento frente a estimulos estresantes en el animal adulto, pero
hemos encontrado menos datos acerca de los efectos de dicha manipulacion en el animal
neonatal. Existe un estudio que indica que el aislamiento de las crias de 1a madre, durante 1
hora al dia, desde el dia 2 a! 8 postnatal, produjo un aumento en la respuesta de
corticosterona al estrés en animales aislados frente a los no manipulados, a la edad de 9
dias. En este frabajo también se ponen de manifiesto diferencias importantes entre distintos
tipos de manipulacion, dado que animales manipufados pero no aislados de la madre no
presentaron meodificaciones en la respuesta de corticosterona al estrés frente a los no
manipulados (McCormick y col. 1998). Levine y sus colaboradores han encontrado que uno

de los efectos que tiene 1a manipulacion de los animales en edades tempranas es la
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aceleraciéon de {a maduracién del sistema hipéfiso-adrenal. Por ejemplo, la respuesta
adrenocortical que sigue al estrés por frio no ocurre antes del dia 16 de edad en animales
no manipulados, pero ocurre a los 12 dias de edad si los animales se manipulan durante los
primeros dias de vida. También vieron que en animales manipulados de 3 dias de edad el
shock eléctrico causo un incremento de las hormonas adrenocorticales circulantes, mientras
los animales no manipulados no respondian a esta edad (ver para revisidn Gray 1991).

Asi pues, en funcion de los datos expuestos, particularmente teniendo en cuenta ia
influencia de diferentes tipos de tratamientos neonatales en la maduracion del eje HHA
(Gray 1991) y los datos que indican la existencia de dimorfismo sexual en la funcién del eje
HHA en animales adultos (Viveros y col. 1988), en esta Tesis Doctoral se han realizado
estudios paralelos en animales neonatales de ambos sexos, con objeto de estudiar los
efectos de la manipulacion que supone nuestro tratamiento neonatal, sobre la actividad

adrenocortical.

l.4. MODULACION DE RESPUESTAS COMPORTAMENTALES POR EL SOE.

CORRELACIONES NEUROQUIMICAS.

1.4.1. IMPLICACION DIFERENCIAL DE DIFERENTES TIPOS DE RECEPTORES

OPIOIDES EN LA MODULACION DEL COMPORTAMIENTO.

Muchos trabajos ponen de manifiesto ia participacidon del sistema opioide en el
control de diversos aspectos del comportamiento. En este sentido, se ha encontrado que los
péptidos opiocides son liberados en respuesta a una reaccidon adaptativa a diferentes
situaciones estresantes (Fanselow y Bolles 1979, Katoh y col. 1990, Sunal 1986), y podrian
facilitar la exploracién de ambientes nuevos o adversos (Van Abeelen 1989), de manera que

se ha encontrado que la administracion de agonistas opioides incrementa la exploracion de
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ambientes nuevos, mientras antagonistas como la naloxona o la naltrexona reducen este
comportamiento (Ajayi y Ukponmwan 1994, Bardo y col. 1989, Lukaszewska vy
Klepaczewska 1997). Ademas en humanos se ha observado que bajas dosis de sustancias
opioides tienen propiedades ansioliticas y antidepresivas, mientras que {a administracion de
antagonistas como [a naltrexona podrian tener el efecto opuesto (Emrich y Schmauss 1991,
Hollister y col. 1981). Se ha estudiado la modulacion opioide de la actividad general,
especialmente de la locomocion y la actividad horizontal, pero hasta el momento se han
extraido pocas conclusiones de estos estudios, debido a que tanto los agonistas opioides
como los antagonistas pueden producir efectos diferentes dependiendo de las variabies
experimentales y las condiciones especificas de los experimentos realizados. Par otra parte,
algunos de estos compuestos presentan acciones bifasicas a lo largo del tiempo o efectos
opuestos por modificaciones en la dosis administrada. Estudios recientes utilizando
agonistas selectivos de los diversos receptores opioides, administrados en determinadas
areas cerebrales, han demostrado que las acciones de los opioides sobre la locomocion y la
ansiedad parecen depender del tipo de receptor y de la region cerebral estudiada (Calenco-
Choukroun y col. 1891, Meyer y Meyer 1993ab, Mickley y col. 1990, Morelli y col. 1989). Asi,
se ha encontrado que los agonistas | ,6 y x exhiben actividad bifasica para la ambulacion,
postura erguida y esterotipias (Havemann y Kuschinsky 1985, lwamoto 1981, Meyer y col.
1994, 1995ab, Meyer y Meyer 1993ab, Michael-Titus y col. 1989, Szekely y col. 1980). En
cuanto a los efectos de la morfina se ha visto que son muy inconsistentes, ya que en
algunos casos incrementa {a locomocion (Ferger y Kuschinsky 1995, Honkanen y col. 1995,
Klitenick y Wirtshafter 1995, Kuribara 1995, Volterra y col. 1884, Winsky y Holmes 1935) y
la suprime en otros (Abbott y Guy 1995, Chesire y col. 1995, Ferger y Kuschinsky 1995,
Haney y Miczek 19985, Kuribara 1995). Hay un cierto acuerdo en que dosis bajas o
moderadas de morfina estimulan la actividad locomotora, mientras que dosis altas producen

un efecto bifasico, de manera que se observa una depresion inicial de la actividad seguida
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de un periodo de actividad incrementada {Brady y Holtzman 1981, Hecht y Schiorring 1979,
Iwamoto 1984, Ostrowski y col. 1982, Szekely y col. 1980). lgualmente, se han encontrado
resultados inconsistentes para el agonista selectivo p DAMGO, y se ha visto la importancia
del area cerebral donde es administrado. Asi, la microinyeccién del agonista en el nlcleo
accumbens inhibié la activacién motora, pero en la sustancia gris periacueductal el efecto
dependi6 de la dosis, de forma que una dosis alta de DAMGO suprimio la locomocion, pero
una dosis baja la estimuld (Johnson y col. 1995). También se ha encontrado que los efectos
de los agonistas opioides parecen depender del nivel de estrés a que estan sometidos los
animales, ya que en animales mantenidos en las jaulas de alojamiento, es decir en un
ambiente familiar, la infusién de DAGO produjo hiperactividad locomotora, sin embargo
cuando los animales fueron expuestos a ambientes inductores de miedo (campo abierto) los
efectos inducidos el agonista p fueron claramente diferentes, de forma que el compuesto
indujo hipolocomocion y descenso de la postura erguida, asi como un retraso en la
aparicion del primer desplazamiento en [a prueba (Calenco-Choukroun y col. 1991). La
actividad vertical, paralelamente a la locomocién horizontal, también parece tener mediacion
opioide (Ajayi y Ukponmwan 1994, Meyer y col. 1995a, Ukai y col. 1995). Existen evidencias
de Ila participacion del sistema opioide en las esterotipias, asi se ha visto que la
administracion aguda o crénica de morfina produce estercotipias orales, que incluyen
masticacion continuada y comportamiento roedor (Pollock y Konetsky 1996, Wennemer y
Konetsky 1996).

En cuanto a los efectos comportamentales inducidos por agonistas 8, se ha
observado que la administracion de DTLET en el area tegmental ventral produjo
hiperactividad locomotora en ratas sometidas a un ambiente familiar. En la prueba de
campo abierto el agonista indujo hiperlocomocién harizontal asociada a un incremento de
postura erguida. El agonista 8 BUBU produjo cambios similares. Asimismo, se observo gue

la administracién del inhibidor del catabolismo de la encefalinas kelatorfan, produjo un fuerte
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incremento en la locomocién y postura erguida, sugiriendo una actividad fasica del sistema
encefalinérgico endodgeno en el area tegmental ventral. La administracion de los agonistas
selectivos & DTLET y DSTBULET no afectd significativamente la actividad exploratoria de
los animales en el tablero con agujeros. Ni la administracion de agonistas 3, ni la de
inhibidores del catabolismo de las encefalinas produjeron modificaciones importantes en el
comportamiento en el laberinto en cruz. Asi, los agonistas 38 y las encefalinas enddgenas no
modificaron el estado emocional de los animales bajo las condiciones experimentales
utilizadas en este estudio (Calenco-Choukroun y col. 1991). Se ha sugerido que los
componentes emocionales de la actividad motora estimulada por opiocides estarian
mediados mas directamente por los receptores opioides p que por los & (Mickley y col.
1990). Otros autores han encontrado incrementos en la actividad locomotora lineal y efectos
mixtos en el tiempo de estereotipias tras la administracion i.c.v. del agonista 8 DPDPE en
rata (Meyer y Meyer 1993a). La inyeccién bilateral i.c.v. del agonista selectivo & DPDPE en
raton C57BL/6J produjo hiperactividad locomotora horizontal {Mickley y col. 1990). Se ha
encontrado que la administracion del agonista selectivo 8 DPDPE en el nicleo de rafe
medial incrementé la locomocion. Como ocurrid con el agonista pu DAMGO, la
administracién de DPDPE se asocié con un incremento en el turnover de dopamina en el
nicleo accumbens (Klitenick y Wirtshafter 1995). A diferencia del DAMGO, el DPDPE
administrado en el nlcleo accumbens no afect la actividad motora (Johnson y col. 1995),
sin embargo la administracién intra-accumbens del agonista selectivo &, p-CI-DPDPE
produjo un efecto bifasico, atenuando inicialmente la locomocion y potenciandola después, y
también se encontré un efecto bifasico de atenuacion y posterior potenciacion de la postura
erguida (Meyer y col. 1995b). La inyeccion en ratas de los agonistas BW 373U86 y SNC 80
produjo incrementos dosis dependientes en la locomocién, postura erguida y movimientos
estereotipados (lamidas, olisqueo y comportamiento roedor) (Spina y col. 1998), efectos

producidos también tras la administracion intra-accumbens del agonista natural (D-Ala®)-
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deltorfina Il (Longoni y col. 1891).

La administracion de los agonistas selectivos « U50,488 y CI-977 estimulo la
actividad motora en ratas neonatales. En ratas adultas, sin embargo, agonistas «
suprimieron la locomocion (McLaughlin y col. 1995), o no la modificaron (Meyer y Meyer
1993a). Mientras unos autores encuentran que la microinyeccion de U50,488 en la
sustancia gris periacueductal produjo efectos ansiogénicos en el laberinto en cruz (Motta y
col. 1995), otros observan que la administracion iv. de U50,488 y U69,593 produjo un
comportamiento de tipo ansiolitico en el mismo test, pero no influyé en la locomaocién
espontanea (Privette y Terrian 1995). El agonista x DAKLI, provoco efectos mixtos sobre el
tiempo de estereotipias pero no modificd la actividad locomotora, postura erguida y
tigmotaxia en ratas (Meyer y Meyer 1993a).

Se pueden encontrar muchos trabajos acerca de los efectos comportamentales de
los opiocides en animales adultos, sin embargo hay pocos estudios de las respuestas
comportamentales de animales neonatales a estos compuestos. Se ha observado que la
morfina suprime la locomocién y [a actividad general de los neonatos (Abbot y Guy 1995,
Jackson y Kitchen 19893)' asi como los comportamientos de olisqueo y los movimientos
estereotipados realizados con la boca a los 10 y 20 dias de edad (Jackson y Kitchen
1989a). La administracion del agonista u DAGO produjo depresion comportamental similar a
la producida por morfina (Jackson y Kitchen 1989a). La administracion del agonista &
DPDPE no produjo modificaciones comportamentales en ratas de 5, 10 y 20 dias de edad
(Jackson y Kitchen 1989a). En estudios previos realizados por nuestro grupo de
investigacion, la administracion de DPDPE (4mg/kg) a machos de 20 dias de edad, provocd
unicamente una modesta disminucion en la deambulacion externa de los animales en un
campo abierto cuadrado (Viveros y col. 1997). El desarrollo retrasado del receptor & con
réspecto a los receptores p y «k podria explicar los escasos o nulos efectos

comportamentales de agonistas § encontrados en estos animales (Jackson y Kitchen
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1989a, Kornblum y col. 1987, McDowell y Kitchen 1986, Petrillo y col 1987, Spain y col.
1985). En cuanto a los efectos comportamentales de agonistas k en ratas neonatales, se ha
visto que la administracion de U 50,488H y PD 117,302 (1. 10 mg/kg) produjo una marcada
hiperactividad, con incrementos en la locomociéon en ratas de 5 y 10 dias de edad. La
administracion de la dosis mas alta de estos agonistas a animales de 20 dias, produjo
efectos sedantes y descensos significativos en el comportamiento roedor y grooming,
mientras que no tuvo efectos significativos sobre la postura erguida (Jackson y Kitchen
1989a). El agonista U-50,488 produjo activacion locomotora blogqueada por agonistas
dopaminérgicos D,y D3, pero no D, en ratas de 17 dias de edad (McDougail y col. 1997).

La administracion de antagonistas opioides también revela resultados inconsistentes,
lo que no aclara la posible implicacién ténica del SOE en la regulacién de la locomocién. Se
ha visto que la administracién de naltrexona (Balcells-Olivero y Vezina 1996, Kelley y col.
1996, Zhang y col. 1996) naloxona {Philopena y col. 1886}, naloxonazina y 3-funaltrexamina
(Kelley y col. 1996), no modifica la locomocion. Sin embargo, en otros estudios se ha visto
una atenuacion de la actividad motora tras la administracién de naloxona y naltrindol en el
nucleo accumbens (Kelley y col. 1996), y una estimulacién tras la inyeccion de naloxona en
el nucleo septal medial (Mizuno y Kimura 1996). El antagonista opioide general e irreversible
B-clornaltrexamina, redujo la actividad locomotora en ratdon (Kozak y col. 1995). La
hiperactividad inducida por anfetamina en roedores fue reducida por antagonistas opioides
(Adams y col. 1981, Andrews y Holtzman 1987, Dettmar y col. 1978, Hitzemann y col. 1982,
Hooks y col. 1992, Swerdlow y col. 1987), & (naltrindol}, §; (DALCE), y & (natrindol
isotiocianato, NTII) (Jones y col. 1993). El antagonista p B-funaltrexamina, no modifico la
actividad locomotora gruesa tras 24 y 48 horas de su administracién, mientras que los
antagonistas naloxona, naltrindol DALCE y NTIil la redujeron (Ukai y Holtzman 1988).
Algunos autores han encontrado que la administracién central (i.c.v) de antagonistas

selectivos p (B-funaltrexamina), p, (naloxonazina), x;, 8, {DALCE) y &, (naltrindol

pdgina 51



Introduccion

isotiocianato NTII) a ratas, redujeron significativamente la actividad total, ambulatoria y
estereotipada durante el primer dia tras la microinyeccion (Leventhal y col. 1996). La
administracion prenatal de naltrexona redujo la deambulacion, postura erquida, grooming,
sacudidas y defecacion (McLaughlin y col. 1997). La administracidon de naloxona redujo la
motivacion investigadora y la actividad locomotora, sin afectar el grooming (Lukaszewska y
Klepaczewska 1997). La administracion de inhibidores de! catabolismo de las encefalinas
produce activacion motora, (o que sugiere un control ténico del comportamiento por parte
del SOE (Churchill y col. 1998). De estudios realizados en ratones con una densidad de
receptores & disminuida (Knock-down para dicho receptor), también se deduce que el
sistema opioide enddgeno & ejerce un control ténico de la locomocion, ya que en estos
ratones se ohservé una disminucion de la actividad locomotora desplegada en un ambiente
novedoso para el animal (Negri y col. 1999). En general, parece por tanto, que los
antagonistas opioides suprimen la actividad.

En estudios realizados con ratones Knockout para los receptores u 0 , asi como
para peptidos opioides (preproencefalina), se ha observado una alteracién del
comportamiento espontaneo. Los ratones Knockout p (Matthes y col. 1996) y Knockout para
el gen que codifica la preproencefalina (Kénig y col. 1996), presentaron una actividad
locomotora disminuida, lo que sugiere una actividad tonica en la modulacién de la
locomocién (Kieffer 1999). También parece que los ratones deficientes en prepro-encefalina
presentan unos niveles de ansiedad incrementados, dado el comportamiento que exhiben
en el campo abierto y en un laberinto elevado (Kéning y col. 1996). Los Knockout k, no han
mostrado un comportamiento diferente, en las condiciones estudiadas, a los ratones
normales (Simonin y col. 1998).

Todos estos datos ponen de manifiesto la necesidad de aclarar el papel que juegan
los opioides en la modulacion de las respuestas comportamentales. Como ya hemos

comentado la mayoria de los efectos comportamentales tras la administracion de agonistas
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selectivos se han estudiado en animales adultos, mientras que se conoce poco acerca de
dichos efectos en animales neonatales. En la presente Tesis Doctoral el estudio de las
respuestas comportamentales tras la administracion de agonistas pu y x a animales
neonatales coniroles y tratados neonatalmente con naltrindol, pretende contribuir a la
clarificacion de efectos de agonistas opioides y de posibles interacciones entre diferentes
tipos de receptores opioides en la modulacion del comportamiento. Por otro lado, ia
implicacion tonica del SOE tampoco esta clara. En este trabajo, estudiaremos los efectos de
la administracion cronica neonatal de naltrindol asi como de la administracion aguda del
antagonista, sobre las respuestas comportamentales de desplegadas en el campo abierto
por animales neonatales.

En estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacién, encontramos que
un tratamiento crénico con el antagonista opioide de tipo general naltrexona durante el
periodo predestete, producia importantes alteraciones en la conducta de los animales
adultos, que se pusieron de manifiesto en diversas pruebas de comportamiento que
permiten la evaluacion de la actividad motora, capacidad exploratoria y ansiedad (De Cabo
y col. 1995). Mediante la realizaciéon de una bateria de pruebas similar en animales aduitos
tratados crénicamente con el antagonista selectivo 8 naltrindol durante el periodo neonatal o
en la edad adulta, hemos pretendido aclarar ia posible contribucion del receptor & en el

desarrollo y modulacién de las respuestas comportamentales al estrés a largo y corto plazo.

1.4.2. RELACIONES DEL SOE CON SISTEMAS MONOAMINERGICOS.

Muchos de los efectos producidos por los opioides enddgenos y exdgenos derivan
de la modulacién que ejercen estos compuestos sobre la liberacion de neurotransmisores
en el sistema nervioso central y periférico. Esta modulacion se produce tras fa activacion de

receptores localizados en terminales axénicos (receptores presindpticos) o en los cuerpos
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celulares yfo dendritas (receptores somatodendriticos). Existen receptores opioides
localizados en neuronas que contienen monoaminas por todo el encéfalo. En particular, se
han encontrado receptores opioides en neuronas dopaminérgicas estriatales cuyos cuerpos
neuronales estan localizados en el propio cuerpo estriado (llles y Jackisch 1991, Murrin y
col. 1980) o se encuentran en la sustancia nigra (llles y Jackisch 1991, Murrin y col. 1980,
Pollard y col. 1977).

Diversos estudios autorradiograficos y bioquimicos han demaostrado ia existencia de
interacciones funcionales entre el SOE y sistemas monoamineérgicos centrales (Baron y col.
1985, llles y Jackisch 1991, Piepponen y Ahtee 1995, Reid y col. 1988, Sharma y col. 1988,
Vermeulen y col. 1995). Asi, los niveles de B endorfina en el hipotdlamo anterior y los
I6bulos anterior e intermedio de la hipd&fisis, parecen estar regulados por la dopamina (DA) y
serotonina (5-HT) (Forman y col. 1990), y se han encontrado interacciones entre el sistema
opioide y el sistema dopaminérgico, tanto en el estriado (Di Chiara e Imperato 1988, liles y
Jackisch 1991, Jhamandas y Marien 1987, Kim y col. 1986, Reid y col. 1988) como en el
hipotalamo (llies y Jackisch 1991, Leadem y col. 1985, Wilkes y Yen 1980}. En general, se
ha visto que los opioides son capaces de inhibir el potencial de acciéon que conduce a la
secrecion de noradrenalina (NA), o DA en el SNC (llles 1989, Jackisch y col. 1988, Langer
1981, Szekely y Romay 1982ab).

Algunos autores han enconfrado un gran numero de aiteraciones en fos niveles de
los neurotransmisores NA, DA y 5-HT (Baron y col. 1985) y sus tasas de recambio (Sharma
y col. 1988) tras el bloqueo crdnico de los receptores opioides con el antagonista naltrexona.
Nuestro grupo de investigaciéon ha demostrado que la administraciéon de naltrexona durante
el periodo predestete, produjo en el animal adulto descensos significativos tanto en las
concentraciones estriatales de 5-HT y su metabolito 5-HIAA, como en las hipotalamicas de
5-HT. Sin embargo, el tratamiento con el antagonista no tuvo efecto sobre el sistema

serotoninérgico mesencefalico ni sobre el dopaminérgico estriatal (Viveros y col. 1995).
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Con respectoc a los estudios realizados en periodos tempranos del desarrollo,
algunos autores han encontrado que la administracion de morfina afecta al sistema
dopaminérgico estriatal a la edad de 6 dias (Roth y col. 1980). Sin embargo, otros han
informado de la falta de efecto de la administracion diaria de naloxona durante los 21
primeros dias de vida, sobre las concentraciones de NA, DA y 5-HT en diversas areas
cerebrales de animales de 22 dias de edad (Bardo y col. 1982). Nuestro grupo ha
encontrado que la administracion diaria de naltrexona durante el periodo predestete, induce
alteraciones en los sistemas dopaminérgicos y serotoninérgicos en ratas neonatales. La
naltrexona afect6 diferencialmente los dos sistemas monoaminérgicos dependiendo del
area (estriado, mesencéfalo e hipotalamo) y de la edad (7, 14, 22 dias) estudiadas (De
Cabo y col. 1994).

Una serie de resultados indican que existe interaccion a nivel comportamental entre
la dopamina y los receptores opioides en el cerebro de mamiferos. Considerando el papel
de los receptores dopaminérgicos en la farmacoterapia del Parkinson, estas interacciones
podrian ser clinicamente relevantes (Vermeulen y col. 1995). Se ha observado que
antagonistas dopaminérgicos, especialmente de los receptores D4, atenuan la estimulacion
comportamental producida por agonistas & (Longoni y col. 1991, Spina y col. 1998). Otros
autores han encontrado que la administracion cronica de antagonistas Dy no altera la
hiperlocomocién producida por la inyeccién del inhibidor del catabolismo de las encefalinas
kelatorfan en el nucleo accumbens de ratas, sin embarga, antagonistas D, y no selectivos
pero preferenciales de los D,, como el haloperidol, produjeron un incremento de este efecto
(Maldonado y col. 1990). Otros autores encuentran que los antagonistas dopaminérgicos
reducen significativamente, mientras que los agonistas incrementan, la activacién motora
producida por morfina en ratones (VanderWende y col. 1975). También se ha visto un
aumento en la respuesta motora mediada por opicides endogenos tras lesiones

dopaminérgicas en el ndcleo accumbens, en las que estan implicados receptores p y &
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{Churchill y col. 1998). Los efectos de los agonistas & sobre el metabolismo dopaminérgico
dependen def sitio de administracidén. Asi a dosis que producen preferencia de lugar, los
agonistas & BW373U86 y SNC 80 no modificaron la dopamina extracelular del nucleo
accumbens medial, mientras que redujeron la dopamina extracelular en el caudado
putamen dorso-lateral (Longoni y col. 1998). También los efectos de los antagonistas
dopaminérgicos sobre los efectos producidos por agonistas 8, dependen de donde se
administren éstos (Dauge y col. 1989).

Parece claro, por tanto, que el sistema opioide interacciona de forma importante con
los sistemas monoaminérgicos, tanto en el animal adulto como en el neonato. La mayor
parte de los trabajos en los que se ha bloqueado el sistema opioide para estudiar dichas
interacciones, han utilizado antagonistas de caracter general, y se han realizado en
animales adultos. En este trabajo, hemos estudiado las interacciones del sistema opioide
con los sistemas dopaminérgicos v noradrenérgicos, en areas donde estas interacciones
tienen especial relevancia (hipotalamo, caudado putamen, sustancia nigra) y en animales
neonatales. Dada la escasa informacién acerca de la implicacion del receptor opicide & en
estas interacciones durante el periodo neonatal, en este trabajo hemos estudiado los
efectos de la administracion cronica del antagonista selectivo & naltrindol durante el periodo
predestete, sobre las concentraciones de NA, DA y DOPAC en las areas mencionadas
previamente, en animales de 20 y 25 dias de ambos sexos. Conocida la participacion del
sistema dopaminérgico en los efectos comportamentales mediados por los receptores
opioides, el estudio de la actividad desplegada por los animales tras este tratamiento, nos
puede permitir asociar cambios en la aclividad con modificaciones en los sistemas
monoaminérgicos, particularmente en el sistema dopaminérgico. Trabajos previos de
nuestro grupo utilizando el mismo tratamiento de naltrindol sugieren interacciones entre los
receptores & opioide y o, adrenérgico (Alberti y col. 1999). Nos propusimos evaluar posibles

efectos sobre otros componentes del sistema noradrenérgico, valorando niveles de NA.
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1.5. INFLUENCIA DEL SOE EN EL DESARROLLO SOMATICO.

El papel que puedan jugar los opioides sobre el desarrollo somatico y neurobioldgico
reviste un especial interés, principalmente debido a la preocupacion por las consecuencias
del abuso de drogas opiaceas (y su terapia) en la madre gestante y/o lactante sobre el feto
y neonato humanos {para revision ver Harry y Rosecrans 1979, Zagon y MclLaughlin 1992),
asi como por la implicacion que parecen tener los opioides endégenos en los desérdenes
caracterizados por el comportamiento impulsivo, deseo desmedido y pérdida de control
como la bulimia, adiccidn a las drogas y alcoholismo (Jonas y Goid 1987, Reid 1990,
Volpicelli y col. 1990).

Ya antes del descubrimiento de los péptidos enddgenos, se observd que ratas
inyectadas diariamente con morfina consumian comida vorazmente (Martin y col. 1963).
Holtzman (1874, 1975) mostro que el antagonista naloxona suprimio [a ingesta de comida y
agua en ratas. Estudios posteriores han encontrado que los agonistas opioides aumentan la
ingesta y los antagonistas opioides la disminuyen (Cooper y Kirkham 1993, Leibowitz 1985,
Levine y col. 1985, Morley 1987, Sanger 1981). Aunque existe el acuerdo de que los
opioides estan involucrados en el comportamiento ingestivo, 1a naturaleza precisa de estas
influencias aun no se ha determinado. Una hipétesis que ha recibido un apoyo considerable,
sugiere que los opiaceos regulan especificamente Ia palatabilidad de la comida (Calcagnetti
y Reid 1983, Cooper y Kirkham 1993).

Segun los resultados disponibles, los péptidos opiocides podrian ejercer un papel
regulador de! crecimiento por medio de mecanismos de inhibicidn. Su forma de actuacién
seria, ademas, a través de un input tonico (Zagon y MclLaughlin 1992). Gran parte de los
estudios se han realizado con agonistas y antagonistas opioides generales tales como la
morfina, naloxena o naltrexona. En concreto, en lo que se refiere a los efectos de la

administracion repetida de antagonistas opioides durante el periodo predestete en ratas,
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existe aun cierta controversia. Asi, mientras que unos autores han encontrado que la
administracion cronica de una dosis alta de naltrexona (50 mg/kg) produce un incremento
en el peso corporal y cerebral (Zagon y Mclaughlin 1984), en otros trabajos en los que se
utilizé 1a misma dosis del antagonista y la misma cepa de rata (Sprage-Dawley) no se
encontraron efectos significativos sobre los mencionados parametros {(Petrie 1993). Ademas
el tipo de efecto parece depender, entre otros factores, de la estirpe de ratas que se utilice.
De hecho, el mismo protocolo mencionado anteriormente produjo disminucion, en vez de
aumento en los pesos cerebral y corporal de ratas Long-Evans (Petrie 1993). Con dosis
mas bajas de antagonistas (1mg/kg de naltrexona) se ha informado de un efecto reductor
sobre el peso corporatl (De Cabo y Viveros 1997, Zagon y MclLaughlin 1984) y cerebral
(Zagon y McLaughlin 1984) de los animales, o bien de la ausencia de efectos cuando se
utilizaba la misma dosis (1mg/kg) de naloxona (Bardo y col. 1982), aunque en este Ultimo
caso se encontrd que una inyeccion diaria de morfina (5mg/kg) disminuyo el peso corporal y
cerebral.

Es poco conocido el papel que juega el receptor & opioide en la ingesta. En la mayor
parte de los trabajos que hemos encontrado, la administracion de antagonistas 8 no
modifico la ingesta de los animales (Arjune y col. 1991, Beczkowska y col. 1992, Bodnar y
Geary 1991, Papadouka y Carr 1994). Sin embargo se ha observado que el naltrindol redujo
la ingesta de sacarina (Beczkowska y col. 1993, Krishnan-Sarin y col. 1995) y el tratamiento
crénico redujo la ganancia de peso en ratas con una dieta altamente sabrosa (Cole y col.
1995). Por otro lado Kelley y sus colaboradores (1996) han encontrade que la
administracion de naltrindol en el nicleo accumbens aumenta la ingesta en ratas. Mientras
que los agonistas p parecen producir un efecto marcado sobre la ingesta, los agonistas &
tambien la incrementan pero de forma mas sutil (Bakshi y Kelley 1993).

Estos y otros resultados han llevado a cuestionar el papel del SOE en el crecimiento

postnatai temprano y los mecanismos mediante los cuales, en su caso, los opioides
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endogenos podrian estar implicados en su regulacion (De Cabo y Viveros 1997, Petrie
1993, Zagon y Mclaughlin 1992).

Dado que en el presente trabajo se ha empleado un tratamiento consistente en la
administracién diaria del antagonista & naltrindol durante las tres primeras semanas
postnatales, parecid conveniente, a la vista de las razones expuestas, realizar un
seguimiento de variables relacionadas con el desarrolio somatico (peso corporal, tasa de
crecimiento) durante la aplicacion del tratamiento y, en su caso, posteriormente hasta la
edad adulta. Igualmente, en animales que recibieron un tratamiento crénico con naltrindol (8
dias) en edad adulta, se realizé un seguimiento del peso corporal durante el tratamiento.
Estos datos nos van a permitir obtener una visién mas global y contrastada de las
consecuencias del tratamiento (Zagon y McLaughlin 1980, para discusidén ver Wier y col.
1989) y pueden contribuir a clarificar el papel del receptor 8 opioide en el desarrollo

saomatico.
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Antecedentes proximos del presente trabajo y justificacién de los objetivos

De todo lo expuesto en la Introduccién de este trabajo puede deducirse, con caracter
general, que dos aproximaciones al estudio de las implicaciones funcionales del SOE,
utilizadas de forma complementaria, pueden ser particularmente Utiles, a saber, la capacidad
de agonistas opioides selectivos para modular farmacologicamente el comportamiento y la
utilizaciéon de antagonistas especificos para determinados tipos de receptores en el analisis
de su papel funcional. Ademas, es un hecho ampliamente demostrado que el SOE no
trabaja aisladamente y que el esftudio de sus interacciones con otros sistemas
neuroendocrinos y neuroguimicos reviste un especial interés. La utilizacion de antagonistas
opioides administrados de forma cronica, especialmente de antagonistas selectivos, resulta
de gran utilidad para el estudio de la plasticidad del SOE, en particular durante el desarrcllo
temprano. Posiblemente una de las manifestaciones de dicha plasticidad sean las
interacciones entre subsistemas (diversos tipos de receptores) opicides. La disponibilidad de
nuevos compuestos selectivos opioides que pueden atravesar la barrera hematoencefalica
brinda una herramienta Util desde el punto de vista experimental para una evaluacidon mas
rigurosa del papel de los distintos receptores. En el presente trabajo, que se inscribe dentro
del contexto mas amplio de un Proyecto Europeo sobre funciones del receptor & (EC BMH4-

CT96-0510, DG 12-SSMA), se han tenido en cuenta todos estos aspectos.

A continuacién se resumen algunos de los datos que mas directamente nos han

conducido a los objetivos de esta Tesis Doctoral.

En los ultimos afios se ha venido prestando un interés especial a la plasticidad del
SOE. Numerosos trabajos han puesto de manifiesto que la administracion crénica de
agonistas y antagonistas opioides induce fendmenos de down (Rimanoczy y Vathy 1995,
Tempel y col. 1988) y up-reguiation (Bardo y col. 1982, 1983ab, Imai y col. 1994, Rothman y

col. 1989) en los receptores opioides. Este tipo de estudios ha sugerido la existencia de
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periodos criticos durante el desarrollo postnatal temprano del SOE, en los que dicho sistema
seria particularmente sensible a tratamientos farmacolégicos. En estos trabajos se han
utilizado usualmente morfina o antagonistas generales no especificos como naloxona y
naltrexona. La disponibilidad def naltrindol, antagonista altamente selectivo del receptor § de
naturaleza no peptidica y capaz de atravesar la barrera hematoencefalica (Portoghese y col.
1988), resulta de especial utilidad en el estudio de las funciones del receptor 3.

Existe abundante informacién en la literatura respecto a la existencia de
interacciones funcionales y cooperatividad entre receptores p y & en roedores adultos. Este
tipo de interacciones que afectan, entre otras, a respuestas antinociceptivas (Heyman y col.
1989ab, Kamei y col. 1992, Leander y col. 1988, Negri y col. 1995, Parreca y col. 1987b,
Rothman y col. 1984), al desarroilo de dependencia fisica de morfina (Suzuki y col. 1995a) y
a recompensa por estimulacion cerebral (Duvauchelle y col. 1996), podrian tener
implicaciones para la utilizacion terapéutica de opioides. Sin embargo, existen pocos datos
hasta el momento acerca de estas interacciones funcionales durante el periodo neonatal. En
trabajos previos inscritos dentro del Proyecto Europeo arriba indicado y realizados por
nuestro grupc en ratas hembras, encontramos que el bloqueo funcional del receptor
mediante un tratamiento crénico con naltrindol durante el periodo predestete no afecto a la
antinocicepcion inducida por estrés (AIE) en ratas hembras de 20 dias, una edad en la que
la AIE fue mediada predominantemente por el receptor 1. La ausencia de interaccion entre
receptores 1 y & a la edad de 20 dias se vio confirmada por la falta de efecto del bloqueo
funcional del receptor & sobre la respuesta antinociceptiva al agonista selectivo p alfentanil
también en ratas hembras (Antelo y col. 1998). Debe tenerse en cuenta, sin embargo, la
importante influencia que parece tener el sexo sobre la nocicepcion y la modulacion del
dolor (Ali y col. 1995, Aloisi y col. 1994,1998, Bodnar y col. 1988, Cicero y col. 1996, 1997,
Feine y col. 1991, Fillinging y Maixner 1995, Kepler y col. 1991, Mogil y Belknap 1997,

Romero y col. 1988), asi como la existencia de diferencias sexuales en cuanto al desarrollo
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y densidad de receptores opioides (De Cabo y col. 1992a, Hammer 1990, Limonta y col.
1991, Rimandczy y Vathy 1995), por lo que los resultados obtenidos en hembras no son
extrapolables a machos. Por tanto, en la presente Tesis Doctoral, se disefaron una serie de
estudios en ratas macho de 20 dias tratadas crénicamente con naltrindol y en las que a
continuacion se estudiaron diversas respuestas comportamentales y nociceptivas a
agonistas selectivos p (alfentanil) y x, (CI-977) con objeto de tener un cuadro mas completo
respecto a posibles interacciones funcionales entre tipos de receptores p, 5 y « en la
modulacién de dichas respuestas. Diversos datos previos indican que las interacciones
funcionales entre los receptores /s en la modulacion de la antinocicepcion son complejas.
Asi, se ha visto que diferentes agonistas del receptor & modulan positivamente o
negativamente la antinocicepcion inducida por morfina (Heyman y col. 1989a) y que la
modulacion de la antinocicepcion mediada por receptor p por parte de agonistas & también
depende del agonista u especifico empleado (Heyman y col. 1988b, Malmberg y Yaksh
1992, Traynor y Elliot 1993). Estos resuitados han llevado a proponher que podrian existir
diferentes subtipos de receptores p y 3 {(formando un complejo o independientes} y que el
subtipo de receptor i que supuestamente residiria en el complejo receptor p-§ podria ser
selectivamente activado por ciertos agonistas p. Con objeto de profundizar en este aspecto,
analizamos también las respuestas antinociceptivas a morfina en ratas neonatales de 20
dias de ambos sexos {ratadas cronicamente con naltrindol, y la comparacién con los
resultados obtenidos en el trabajo en el que se administrd alfentanil (mencionado mas
arriba) ha proporcionado una indicacion sobre la influencia potencial del agonista p
empleado y del sexo sobre los efectos del tratamiento neonatal con naltrindol en respuestas
antinociceptivas mediadas por el receptor p.

Diversos datos bibliograficos indican que la manipulacién puede afectar a las
respuestas antinociceptivas inducidas por compuestos tanto opioides como no opioides

(Alberti y col. 1999, D'Amore y col. 1993). Sin embargo, la posible existencia de diferencias
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sexuales a este respecto durante el periodo neonatal ha recibido menos atencion. El
tratamiento neonatal de tipo farmacolégico que utilizamos en nuestros estudios supone una
manipulacion diaria de los animales. Asi pues, se ha incluido en esta Tesis Doctoral un
estudio acerca de los posibles efectos de la manipulacion sobre respuestas antinociceptivas

a morfina en ratas necnatales de ambos sexos.

Existen abundantes datos que indican que el SOE esta implicado en la regulacion del
sistema HHA en mamiferos. Sin embargo, la naturaleza exacta de ese papel funcional es
todavia objeto de controversia. Se ha observado que compuestos opioides pueden estimular
o inhibir la actividad adrenocortical dependiendo de la especie, protocolo temporal de
tratamiento, tipo de agente estresante y del tipo especifico de receptor opioide activado
(Bailey y Kitchen 1987, Degli Uberti y col. 1995, Gibson y col. 1979, Guaza y col. 1979, Hart
y col. 1985, Kitchen y Rowan 1984). Ciertos datos han sugerido que son los receptores u
mas que los § los implicados en la modificacién de las respuestas de corticosterona al estrés
en ratas (Degli Uberti y col. 1995) y ratones (Hart y col. 1985, Kitchen y Rowan 1984)
adultos. Sin embargo, se dispone de menos informacion acerca del tipo especifico de
receptor opioide implicado en la modulacion de la respuesta adrenocortical al estrés en ratas
neonatales. En estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion encontramos
que el blogueo funcional del receptor & durante el periodo predestete, mediante la utilizacion
de un tratamiento neonatal con naltrindol igual que el utilizado en esta Tesis Doctoral,
producia en ratas hembras de 25 dias de edad una inhibicidon de la respuesta de
corticosterona al estrés de natacién forzada. De nuevo, basandonos en datos previos que
indican, por un lado la existencia de un dimorfismo sexual en la funcidn del eje HHA (Viveros
y col. 1988) y ademas la influencia de diferentes tipos de tratamientos neonatales en la
maduracion de dicho eje (Gray 1991), se realizaron estudios paralelos en ambos sexos con

objeto de estudiar los efectos tanto del bloqueo funcional del receptor § como de la
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manipulaciéon que supone nuestro tratamiento neonatal, sobre la actividad adrenocortical
durante el desarrollo.

Para este estudio se utlizaron machos y hembras de 25 dias de edad
respectivamente. Se eligid la edad de 25 dias por ser este un periodo del desarrollo en el
que presumiblemente se ha alcanzado una maduracién suficiente del receptor & opioide
(Kornblum y col. 1987, McDowell y Kitchen 1987) y se ha rebasado el periodo de
hipoactividad adrenocortical en la rata (Bailey y Kitchen 1987, Sapolsky y Meaney 1986).

La mayoria de los estudios sobre interacciones entre receptores p y 8 en relacién a la
antinocicepcion han utilizado como pruebas nociceptivas fa inmersion de la cola en agua
caliente y el fest de fail flick (Heyman y col. 1989a, Kamei y col. 1992, Negri y col. 1995,
Porreca y col. 1987b) que sélo permiten registrar respuestas que son esencialmente reflejos
coordinados a nivel espinal y proporcionan poca informacion sobre el componente
afectivo/emocional del dolor. Otras medidas como las respuestas de vocalizacion a la
estimulacién eléctrica de la cola son mas informativas en ese aspecto (Millan 1990). De
hecho, este tesf permite el estudio de diferentes reacciones al dolor integradas a diferentes
niveles del sistema nervioso central (Borszcz 1995, Carrol y Lim 1960, Millan 1990, Naranjo
y col. 1982, Noble y col. 1997, Pujol y col. 1993). Las propiedades de recompensa y la
influencia positiva sobre el humor de los agonistas p podrian estar relacionadas con la
capacidad de dichos farmacos de modificar respuestas emocionales asociadas con
situaciones aversivas en ratas (Haney y Miczek 1994, Millan 1989). La implicacion del
receptor 8 y sus posibles interacciones con el receptor p en las respuestas afectivas al dolor
son menos conocidas, aunque algunos datos sugieren un posible papel funcional para los
receptores & en reacciones afectivas a estimulos aversivos (Haney y Miczek 1995). La
combinacién, en el disefio experimental de la parie correspondiente de esta Tesis Doctoral,
del tratamiento cronico con naltrindol y el test de estimulacion eléctrica de la cola para el

estudio de respuestas antinociceptivas a morfina en ratas adultas, con especial interés en Ia
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dimension afectiva del dolor, supone una nueva aproximacion al estudio de las interacciones
u-5. Por tratarse de un estudio en la edad adulta, se realizé sdlo en machos, con objeto de
evitar la mayor complejidad que hubiera supuesto fa interferencia del ciclo estral de fas
hembras.

Existe cierta controversia respecto al posible control ténico que ejercen los opioides
sobre la actividad motora. Estudios previos realizados en nuestro laboratorio indicaron, de
forma indirecta, un posible efecto del naltrindol “per se” en la modulacion de la actividad
motora en animales neonatales (Viveros y col. 1997). Basandonos en estos esfudios, en la
presente Tesis Doctoral hemos estudiado los efectos de la administracién crénica y aguda
de naltrindol sobre las respuestas comportamentales desplegadas por animaies neonatales
en un campo abierto (tablero sin agujeros). Ademas se han estudiado los posibles efectos
de ambos tratamientos sobre la nocicepcion. En estudios previos realizados por nuestro
grupo de investigaciéon encentramos que un tratamiento crénico con el antagonista opioide
de tipo general naltrexona durante el periodo predestete producia importantes alteraciones
en la conducta de los animales adultos que se pusieron de manifiesto en diversas pruebas
de comportamiento que permiten ia evaluacion de actividad motora, capacidad exploratoria y
ansiedad (De Cabo y col. 1995). Mediante la realizacién de una bateria de pruebas similar
en animales tratados crénicamente con el antagonista & selectivo naitrindol, hemos
pretendido aclarar la posible contribucion del receptor § en el desarrollo y modulacion de
respuestas comportamentales al estrés. Paralelamente, se estudiaron posibles alteraciones
de la actividad adrenocortical en estos animales adultos que habian sido tratados
crénicamente con el antagonista 8. En el disefio de estos estudios se contemplaron posibles
efectos del tratamiento crénico, tanto a largo como a corto plazo. Puesto que este estudio
incluia la edad aduita, se realizdé sdlo en machos, con objeto de obviar posibles
interacciones con el ciclo estral en las hembras.

Otros trabajos previos realizados en nuestro equipo mostraron que la administracion
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crénica del antagonista general naltrexona durante el periodo predestete producia diferentes
modificaciones en sistemas monoaminérgicos encefalicos tanto durante el periodo neonatal
(De Cabo y col. 1994) como a largo plazo en animales adultos (Viveros y col. 1995). Estos
datos nos llevaron a hacer hincapié en las consecuencias de la plasticidad del SQOE sobre el
funcionamiento de sistemas neuroquimicos relacionados. Ademas, los cambios en sistemas
monoaminérgicos observados en adultos (Viveros y col. 1995) parecian correlacionarse con
las modificaciones comportamentales observadas también en los adultos tratados
neonatalmente con nailtrexona (De Cabo y col. 1995). En el presente trabajo hemos
pretendido, mediante una aproximacion analoga pero centrada en el receptor §, comprobar
si el tratamiento neonatal con naltrindol podia producir algun cambio en sistemas
catecolaminérgicos cerebrales y si estos posibles cambios podian correlacionarse con
modificaciones comportamentales inducidas por naltrindol. Las medidas de catecolaminas
se realizaron en animales neonatales, en los que el naltrindol produjo los efectos mas
marcados sobre la actividad motora. Se valoraron niveles de DA y DOPAC en caudado
putamen y sustancia nigra por estar este sisiema dopaminérgico estrechamente relacionado
con el control motor. En nuestro anterior trabajo citado mas arriba (De Cabo y col. 1994) y
realizado en animales neonatales, observamos diferencias sexuales en el sistema
dopaminérgico y también observamos que, tanto las diferencias sexuales como los efectos
del tratamiento con naltrexona dependian de la edad de los animales. Aungue hemos
encontrado relativamente pocos datos acerca de la influencia del sexo sobre el desarrollo de
sistemas catecolaminérgicos, los trabajos de Siddiqui y colaboradores indican diferencias
sexuales en contenido de DA y NA, en diferentes areas cerebrales, particularmente en areas
claramente sexodimorficas como el hipotalamo y, de nuevo, en estos trabajos se apunta una
influencia de la edad sobre estas diferencias sexuales (Siddiqui y Gilmore 1988, Siddiqui y
Shah 1997). Teniendo en cuenta estos datos y considerando ademas que el destete parece

ser critico para el desarrollo del receptor & (Kitchen y col. 1995b), en este estudio se
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Antecedentes proximos del presente trabajo y justificacion de los objefivos

incluyeron animales de ambos sexos de 20 (predestete) y 25 (postdestete) dias de edad, y
se valoraron ademas niveles de DA y NA en hipotalamo. Este disefio nos permitiria aclarar
si los posibles efectos del tratamiento cronico con naltrindol dependian del desarrollo del
receptor § y del sexo del los animales.

Como ya hemos indicado en la Introduccion, los datos disponibles con respecto al papel
del SOE en el desarrolloc somatico de la rata ponen de relieve tanto las discrepancias
existentes hoy en dia en la literatura como la utilizacion en la mayoria de este tipe de
estudios de antagonistas generales (Bardo y col. 18982, De Cabo y Viveros 1997, Petrie
1993, Zagon y MclLaughlin 1984). Respecto a este dltimo hecho, la ufilizacidn de
antagonistas no selectivos no permite dilucidar el papel concreto gue, en su caso, podria
jugar cada tipo especifico de receptor. En vista de estos datos nos propusimos como un
objetivo adicional de este trabajo evaluar los posibles efectos a corfo y largo plazo de los

tratamientos cronicos con naltrindo} sobre la evolucion ponderal de los animales.
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Objetivos

En funcién de los datos arriba comentados, los objetivos principales de esta Tesis Doctoral

pueden resumirse de la siguiente forma:

1.- ESTUDIO SOBRE INTERACCIONES FUNCIONALES ENTRE DIFERENTES TIPOS DE
RECEPTORES OPIOIDES DURANTE EL PERIODO NEONATAL. INFLUENCIA DEL SEXO

Y DE LA MANIPULACION.

Con este propésito, se utilizé la siguiente aproximacion experimental. Se analizaron
los efectos del bloqueo funcional del receptor 6, mediante un tratamiento cronico con el
antagonista & selectivo naltrindof durante el periodo predestete sobre:

1.a) Respuestas comportamentales y nociceptivas al agonista u selectivo alfentanil y al
agonista « selectivo CI-977;

1.b) respuestas antinociceptivas a morfina;

En el estudio correspondiente al apartado 1.a) se utilizaron machos de 20 dias.
Disponiamos de datos previos obtenidos por nuestro grupo de investigacion respecto a
interacciones entre diferentes tipos de receptores opioides en hembras (Antelo y col. 1998).
Los resultados correspondientes al estudio del apartado 1.a) de esta Tesis han sido
publicados recientemente en Pharmacol. Biochem. Behav. 62: 145-149, 1999,

El estudio correspondiente al apartado 1.b) se realizé en machos y hembras
predestete de 20 dias de edad. Ademas se analizaron los efectos de la manipulacion
mediante la inclusién de grupos controles no manipulados. Los resultados correspondientes,
apareceran en breve recogidos en una publicacién de un nimero especial sobre diferencias

sexuales, en la revista Pharmacology Biochemistry and Behavior {en prensa).
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2.- IMPLICACIONES DEL RECEPTOR & EN LA MODULACION DE LA ACTIVIDAD
ADRENOCORTICAL DURANTE EL PERIODO NEONATAL. EFECTOS DEL SEXO Y DE LA

MANIPULACION.

Con este propdsito, se utilizé la siguiente aproximacion experimental. Se analizaron
los efectos del bioqueo funcional del receptor 6, mediante un tratamiento crénico con el
antagonista J selectivo naltrindol, y de la manipulacion, durante el periodo predestete sobre

niveles de corticosterona basales y en respuesta al estrés de natacién forzada.

Por las razones expuestas en la seccidon anterior se utilizaron en este estudio
animales de 25 dias de edad. Los datos obtenidos directamente en esta Tesis Doctoral son
los referidos a tratamiento cronico con naltrindol en machos y efectos de [a manipulacion en
ambos sexos. Los resultados sobre efectos del tratamiento cronico con naltrindol en
hembras fueron parte de una Tesina presentada recientemente y realizada en el seno de
nuestro grupo de investigacion (Antelo 1998). Todos los datos correspondientes al estudio
de efectos del bloqueo funcional del receptor 8 y de la manipulacion sobre actividad
adrenocortical en ratas de ambos sexos han sido publicados en conjunto en Dev. Brain Res.

112: 135-137, 1999.

3.- ESTUDIO SOBRE INTERACCIONES FUNCIONALES ENTRE RECEPTORES u-3, CON
ESPECIAL ATENCION A LA DIMENSION AFECTIVA DEL DOLOR, EN ANIMALES

ADULTOS.

Con este proposito, se utilizd la siguiente aproximacion experimental. Se analizaron

fos efectos del bloqueo funcional del receptor 6 mediante un tratamiento crénico con el
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antagonista & selectivo naltrindo! sobre respuestas antinociceptivas a morfina en el fest de

estimulacion eléctrica de Ia cola en ratas macho adultas.

Los resultados de este estudio han sido publicados en Neurosci. Letf. 260: 81-84,

1999.

4.- ESTUDIO SOBRE IMPLICACIONES FUNCIONALES DEL RECEPTOR & EN EL
DESARROLLO Y MODULACION DE RESPUESTAS COMPORTAMENTALES Y

FISIOLOGICAS AL ESTRES. CORRELACIONES NEUROQUIMICAS.

Con este propésito, se utilizé la siguiente aproximacion experimental. Se analizaron los
efectos de tratamientos cronicos y agudos con naltrindof sobre la actividad y nocicepcion en
ratas macho neonatales. También se analizaron los efectos a corto y largo plazo del bloqueo
funcional del receptor &, mediante tratamientos cronicos con el antagonista & selectivo
naltrindol sobre comportamiento y actividad adrenocortical en ratas macho adultas. Ademds,
se evaluaron los posibles efectos del tratamiento crénico neonatal con naltrindo! sobre
sistemas noradrenérgicos y dopaminérgicos en diversas areas cerebrales (caudado
putamen, hipotdlamo y sustancia nigra) de animales de ambos sexos de 20 y 25 dias de

edad.

Los resultados mas interesantes de este estudio estan incluidos en una publicacién en

preparacion.

pagina 72



Objefivos

5.- EVALUAR LOS POSIBLES EFECTOS DE LA ADMINISTRACION CRONICA DEL
ANTAGONISTA SELECTIVO § NALTRINDOL SOBRE LA EVOLUCION PONDERAL DE
LOS ANIMALES TANTO DURANTE EL PERIODO DE TRATAMIENTO (DIAS 0-19) COMO

DURANTE ETAPAS POSTERIORES HASTA LA EDAD ADULTA.

De esta forma, pretendimos obtener informacion adicional sobre el posible papel del
receptor 6 en el desarrollo somatico y sobre las posibles repercusiones del tratamiento

neonatal a largo plazo.
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Material y métodos

iV.1. ANIMALES Y CONDICIONES EXPERIMENTALES.

Los animales utilizados en esta Tesis Doctoral fueron ratas (Ratus norvegicus) aibinas,
de |a variedad Wistar y de la cepa CFHD procedente de la casa comercial Harlan Interfauna
Ibérica. La cria y mantenimiento tuvo lugar en el Animalario de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Complutense de Madrid. Las condiciones ambientales del
estabulario se mantuvieron constantes: una temperatura 21+1°C, humedad relativa de 50+1%
y un fotoperiodo invertido de 12 h. oscuridad (luz roja)/ luz blanca, comenzando la fase
luminica a las 20.00 h. El fotoperiodo invertido nos ha permitido realizar los estudios
antinociceptivos y comportamentales y aplicar los tratamientos farmacologicos durante la fase
oscura, en la cual los animales despliegan mayor actividad y en la que se ha visto que tanto
los péptidos opioides como sus receptores muestran un pico circadiano en el cerebro
(Giardino y col. 1990, Trentini y col. 1891). El trabajo experimental se realizé entre las 9.00 h. y
las 15.30 h,

Los animales en todo momento tuvieron libre acceso a la comida y bebida. El pienso
utilizado para el mantenimiento de los animales fue el A04 (Panlab) y para crias de 0-42 dias y
hembras gestantes y lactantes se ufilizé el AD3, que estaba enriquecido en vitaminas y
proteinas. Los animales se alojaron en jaulas de material plastico de dos tamafios: pequefias
(500 cm?) en las que se alojaron las hembras en periodo de gestacion y las crias hasta la
edad de 15 dias, y grandes (1000 cm?) para camadas de crias de mas de 15 dias y a partir del
destete hasta la edad adulta. Las jaulas se cerraron por una rejilla metalica que contenia el
alimento y un biberén con agua y el suelo se cubrid con viruta higienizada. Los animales
adultos se alojaron en jaulas grandes en grupos de 4-6 individuos del mismo sexo.

Todos los animales utilizados en este trabajo, excepto los estudiados unicamente en
edad adulta, nacieron de cruzamientos estandarizados de machos de edades comprendidas

entre 2,5-4 meses, con hembras nuliparas de aproximadamente 2,5-3 meses. Para ia
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realizacion de los cruzamientos se alojaron dos hembras con un macho en una jaula grande y
se mantuvieron juntos periodos de 5 dias, la duracion aproximada del ciclo estral.
Diariamente, a las 5 de la tarde, se realizaron frotis vaginales a las hembras y las muestras
obtenidas fueron observadas al microscopio. El dia que se visualizaron espermatozoides fue
considerado dia uno de gestacién y la hembra gestante fue aislada en una jaula pequefia y
vigilada hasta ef parto, que tendria fugar entre [os dias 22-23 de gestacion.

E! dia de nacimiento de las crias fue considerado dia cero de edad. El destete se llevé
a cabo el dia 22 de edad procediéndose al alojamiento de los animales en numero de 51
individuos del mismo sexo.

El dia del parto las camadas se homogeneizaron tanto en nimero de crias {10+1),
proporcién de sexos (5+1) como en peso de los neonatos (4,5-6 g). Todo esto se hizo con el
fin de minimizar las posibles diferencias comportamentales y neurofisiologicas que pudieran
derivarse de camadas con distinto nimero de animales, diferente proporcion sexual y/o crias
de pesos corporales muy dispares debido a distintas condiciones nutricionaies (De Cabo y col.
1993, Patia Spear y col. 1996). Se realizé intercambio de animales enfre camadas (cross
fostering) solo cuando fue estrictamente necesario.

Con el fin de identificar cada animal, se realizaron {atuajes subcutaneos mediante la
inyeccion de una pequefia cantidad de tinta china en las distintas patas. Este tatuaje

permanecia hasta la edad adulta.

IV.2. TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS CRONICOS

IV.2.1. TRATAMIENTO CRONICO CON NALTRINDOL DURANTE EL PERIODO NEONATAL.

El farmaco utilizado para realizar este tratamiento fue el antagonista opioide naltrindol

(NTI). El naltrindol -17- ciclopropilmetil- 6,7- dehidro- 4,5a -epoxi- 3,14- dihidroxi- 6,7,2',3'
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indolomorfinan- es un compuesto de naturaleza no peptidica, con alta potencia y alta
selectividad como antagonista del receptor § opioide (Contreras y col. 1993, Portoghese y col.
1988, Takemori y col. 1892). Fue el primer compuesto no peptidico que se encontré como
antagonista de! receptor 3. Por su naturaleza ofrece una gran ventaja, y es que atraviesa
barrera hematoencefalica, lo que resulta importante sobre todo si se trabaja con animales
adultos en los que la administracion resulta mucho mas cédmoda. Este compuesto es, por lo
tanto, un instrumento muy Util en investigacion sobre opioides.

Desde el dia de nacimiento (dia 0 de edad) hasta el dia 19 de edad, ambos inclusive,
aproximadamente {a mitad de los animales de cada sexo dentro de cada camada, recibieron
diariamente una inyeccion s.c. de NTI en su forma hidroclorada (RB1) 1mg/kg, 1ml/kg, vy la otra
mitad una inyeccién s.c. con un volumen equivalente de suero salino (SS) 0.9%. Es decir, se
procedié de manera que una misma camada tuviera, aproximadamente, la mitad de machos y
hembras inyectados con SS y la otra mitad inyectados con NTI. A esta dosis, el NTI
antagoniza selectivamente los receptores 8 sin tener efecto sobre los p (Crook y col. 1992,
Kitchen y Pinker 1990, Muhammad y Kitchen 1993a). Se eligi®é este periodo para el
tratamiento, porque el SOE parece presentar una plasticidad Unica y una especial sensibilidad
a diversos fratamientos, incluidos los farmacoldgicos, durante esta etapa temprana en que los
receptores opioides se encuentran en rapido desarrollo (Bardo y col. 1983b, De Cabo y col.
1992a, 1993,1995, Imai y col. 1994, Rimandczy y Vathy 1995, Rothman y col. 1989, Tempel y
col. 1988, Zadina y Kastin 1986).

Los animales fueron pesados diariamente para registrar su evolucién ponderal durante
el tratamiento y con el fin de calcular con exactitud el volumen de inyeccion. La administracion
del tratamiento fue realizada mediante inyeccién subcutanea en el lomo, con una aguja
{Becton Dickinson 30 g), ajustada a una jeringa Hamilton de 100 pl acoplada a un soporte que

facilitaba la administracién. De la aplicacion de este tratamiento siempre se ocuparon dos
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personas, una encargada de la sujecion del animal y otra de la inyeccion del volumen de SS o
NTI correspondiente.

La obtencién de los pesos corporales y la inyeccion de los animales hasta el dia 19 de
edad, se realizd siempre en una habitacion en luz blanca para facilitar el trabajo, insonorizada
frente al exterior con doble puerta, sin ventanas y con una fuente de ruido continuo y
mondtono para amortiguar los que pudieran producirse durante la experimentacion (o posibles
filtraciones del exterior) y que pudieran alterar a los animales. Se ha sefialado en diversos
estudios que, durante ef periodo perinatal, incluso una manipulacion suave puede producir por
si misma reacciones de estrés tales como la estimulacion aguda de las glandulas adrenales y
cambios en las respuestas emocionales (para revision ver Denenberg y Zarrow 1971, Gray
1991). A lo largo de todo el trabajo experimental la manipulacién de los animales se realizo de
una forma sistematica y delicada.

A pesar de que, como ya se ha expuesto, en algunos estudios de esta Tesis Doctoral
sélo se utilizaron machoes, el tratamiento neonatal fue aplicado tanto a machos como a

hembras en todos los casos.

IV.2.2. TRATAMIENTO CRONICO CON NALTRINDOL DURANTE LA EDAD ADULTA.

Este tratamiento fue empleado para estudiar el efecto del bloqueo funcicnal del
receptor & cuando éste se encuentra totalmente desarroliado. Como ya hemos mencionado
los adultos se alojaron en grupos de 4-6 individuos por jaula. La mitad de los animales de
cada jaula recibieron una inyeccion diaria de NTI (1mg/kg, 1ml/kg) durante 8 dias

consecutivos y la otra mitad una inyeccion de SS 0.9% en el mismo volumen.
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IV.3. PRUEBAS NOCICEPTIVAS

V.3.1. PRUEBA DE INMERSION DE LA COLA EN AGUA CALIENTE (1.C.).

Esta prueba se realizd siguiendo el procedimiento descrito por Janssen y
colahoradores (Janssen y col. 1963} y que posteriormente adaptaron a ratas jovenes Kitchen y
sus colaboradores (Kitchen y col. 1984). Se toma el animal cruzando sus patas delanteras y
manteniéndole en posicidn vertical. En el momento en que relaja la cola se sumerge
aproximadamente el Ultimo tercio de ésta (por ser la zona mas sensible) en agua a 50 °C,
temperatura que se mantiene constanie mediante un termostato. En anteriores trabajos,
nuestro grupo de investigaciéon comprobd que esta temperatura era la apropiada para registrar
latencias en animales neonatales de 20 dias, asi como en animales adultos (De Cabo y col.
1992b). Con un crondmetro manual se registra la latencia, definida como el tiempo que
transcurre entre la inmersion de la cola en el agua y el momento en que el animal la retira, que
corresponde al momento en que la cola corta la superficie del agua.

La retirada de la cola del estimulo térmico responde a procesos fisiolégicos que
ocurren principalmente a nivel de la médula espinal, por lo que una latencia de retirada de la
cola incrementada se considera indicativa de analgesia espinal (Kieffer 1999).

Para valorar ia antinocicepcion producida por un farmaco, en primer lugar se toma la
latencia basal (pre-tratamiento), a continuacion se administra el farmaco, y franscurride el
tiempo elegido se realiza de nuevo el test para obtener la latencia final (post-tratamiento). Para
cuantificar la antinocicepcion, hemos utilizado el cociente de latencias (Alberti y col. 1999,

Antelo y col. 1998, Pujoi y col. 1993), obtenido aplicando la siguiente férmula;

Caociente de latencias: latencia final / latencia basal
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En esta prueba, como en todas las pruebas para la valoracidn de la antinocicepcion se
establece un punto de corte o cut-off. En este caso el cut-off establecido fue de 10 segundos.
Si transcurrido este tiempo el animal no responde al estimulo se da por finalizada la prueba

con el fin de evitar posibles lesiones en la cola del animat.

V.3.2. PRUEBA DE ESTIMULACION ELECTRICA DE LA COLA (EEC).

Esta prueba se utiliza para determinar el umbral de tolerancia de un animal a un
choque eléctrico. Para ello basta con aplicarle a través de unos electrodos una corriente cuyo
valor se incrementa con el tiempo. Cuando se detecta en el animal la respuesta deseada se
registra el valor de la intensidad que la ha ocasionado. Para llevar a cabo esta prueba los
estimulos deben aplicarse con una determinada duracién, a unos intervalos determinados, y
los incrementos de corriente deben ser constantes y repetitivos, si se pretende comparar
diferentes experimentos.

El aparato consiste en un chocador programable SH-92 (Cibertec) que deja al
observador la tarea de determinar el momento en que la respuesta del animal es la deseada y
leer a que intensidad de corriente se ha producido. Basicamente se compone de un generador
de pulsos de corriente de frecuencia ajustable (20-99 Hz), de un generador de trenes de
pulsos cuyo intervalo (1-9,9 s) y duracién (100-990 ms) se pueden también programar, y de
una fuente de corriente constante que varia de forma automatica su valor a traves del tiempo.

El test de estimulacién eléctrica de la cola permite la evaluacion de tres respuestas
nociceptivas relacionadas con sistemas de regulacién del dolor existentes en el sistema
nervioso central a diferentes niveles. Asi se regisira la respuesta motora (M), que se pone en
evidencia por la retirada de la cola durante el estimulo eléctrico, la vocalizacion durante la
descarga (VDD) y la vocalizacidén post-descarga (VPD). Se considera que estas respuestas

estan integradas a nivel espinal, bulbar y nivel diencéfalo-rinencéfalo (sistema limbico)
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respectivamente (Borszcz 1995, Carrol y Lim 1960, Millan 1990, Naranjo y col. 1982, Noble y
col. 1997).

Se realiza introduciendo al animal en un cepo de PVC que le mantiene inmovilizado, y
en el que la cola queda al descubierto. Sobre ella se ajustan dos electrodos en forma de
pinza, bajo los que se aplica un gel conductor de la electricidad y a través de los cuales se
recibe el estimulo eléctrico. Uno de ellos se coloca aproximadamente a 2 cm. de la base de la
cola, y el otro a 4 cm. Es conveniente habituar a los animales al cepo unos dias antes de
someterles al tesf, con el fin de minimizar el estrés producido por el mismo. En nuestro caso
todos los animales fueron introducidos en el cepo durante unos segundos los 3 dias previos a
la realizacion de la prueba.

Los valores de los parametros elegidos para este fest, en base a trabajos previos realizado
por nuestro grupo (Pujol y col. 1993, Viveros y col. 1993) y numerosas pruebas que se

realizaron antes de comenzar ios presentes experimentos, fueron los siguientes:

Incremento de intensidad entre trenes: 0.06 mA

- Intensidad maxima aplicada: 7.62 mA. Si el animal no responde a esta intensidad de
corriente la prueba se da por finalizada y se considera que el animal ha alcanzado el cut
off o punto de corte.

- Duracion del tren: 100 ms

- Numero total de trenes seleccionados: 128

- Intervalo entre trenes: 5 s

- Frecuencia de pulso: 60 Hz

De esta manera, el estimulador aplica descargas eléctricas crecientes sobre la cola del
animal, y éste presenta las tres respuestas anteriormente mencionadas a una intensidad de

estimulo determinada, que es el dato que se registra.
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Los datos se transforman en porcentajes del efecto maximo posible (MPE). Estos

porcentajes se calculan segun la formuta:

MPE= (latencia final-latencia basal/cut off - basal) x 100
Asi los animales que alcancen el cut off, se considera que presentan un 100% de
antinocicepcion. Pueden resultar valores de MPE negativos cuando ocurra que la respuesta

final se produzca a una intensidad menor que respuesta basal.

IV.4. PRUEBAS COMPORTAMENTALES.

Para la realizacién de las pruebas comportamentales de este trabajo, se utilizaron una
serie de aparatos en los que valoramos una amplia variedad de parametros
comportamentales, referentes a la actividad locomotora y exploratoria, emotividad y ansiedad
de los animales. Nuestro modelo de andlisis comportamental ha utilizado paradigmas que se
entiende implican novedadfincertidumbre (tablero con agujeros) (Kshama y col. 1990),
aversion (campo abierto o tablero sin agujeros) (Gray 1991, Gray y col. 1975) y conflicto de

aproximacion-evitacién (laberinto en cruz) (Pellow y col. 1985, Pellow y File 1986).

V.4.1. TABLERO DE AGUJEROS.

Consiste en un prisma cuadrangular, descubierto, de 45 cm de altura y base cuadrada
de 60 cm de lado. Las paredes del aparato son metalicas y estan pintadas de verde claro
mate. El suelo del aparato, de! mismo color, esta dividido por lineas trazadas en color rojo en
36 cuadrados de 10 cm de lado cada uno. En la zona central del aparato se encuentran 4
agujeros equidistantes de 3,8 cm de diametro, situados de manera que dibujan una zona

central formada por 4 cuadrados.
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Esta prueba tuvo una duracion de 5 minutos (De Cabo y col. 1985, File y Wardill 1975,
Viveros y col. 1996), se desarrolld bajo condiciones de iluminacion roja, y fue realizada por el
animal una sola vez. En este tesf se ha valorado de forma separada el recorrido que el animal
realiza al desplazarse por los recuadros situadeos junto a las paredes del aparato
{deambulacion externa) y el desplazamiento en la zona central alrededor de los agujeros
(deambulacion interna). Se hizo asi para no perder de vista el distinto componente emocional
que puede tener para la rata - animal de clara tendencia tigmotaxica (Barmett 1966, Grossen y
Kelley 1972) - el desplazase junto a la pared y las esquinas del aparato, frente a adentrarse en
la zona central del mismo.

La sesidn comienza con el animal situado en una de las esquinas del aparato, siempre
fa misma, por ser ésta una zona neutra desde el punto de vista comportamental. Esto se hizo
asi con el fin de gue el animal no se viera abocado artificialmente a realizar ninguna pauta en
particuiar, especialmente ninguna que se pudiera considerar exploratoria o investigadora.
Sobre un esquema de! suelo del aparato en papel y mediante la chservacion directa de la
prueba, se va dibujando la trayectoria seguida por la rata. Esta forma de medicién ya ha sido
empleada anteriormente (Blizard y col. 1975, De Cabo y col. 1995, Viveros y col. 1996).
Posteriormente se contabilizan las veces que la rata pasa por los distintos cuadrantes.

Las variables que se midieron a lo largo de {a prueba mediante observacion directa
fueron las siguientes: deambulacion externa (DE), deambulacién interna (Dl), frecuencia de
exploracion de agujeros (F. EXP), tiempo de exploracion de agujeros (TPO. EXP.), postura

erguida (PE), tasa de defecacion (DEF) y atusamiento rostral o grooming facial (G).

Para evaluar dichos parametros se siguieron los siguientes criterios:
- La deambulacion externa se mide contabilizando el numero de veces que el animal entra
en los cuadrantes que contactan con las paredes del aparato. Se considerd que el animal

entré en un cuadrado cuando pasé a €l con las patas delanteras y la cabeza.
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- La deambulacion interna se mide contabilizando el nimero de veces que el animal entra
en los cuadrantes que no estan en contacto con las paredes del aparato.

- La deambulacion total corresponde a la suma de la deambulacién externa e interna.

- La frecuencia de exploracion de agujeros se define como el nimero de veces que el
animal introduce el hocico o la cabeza en el interior de algun agujero para explorarlo. Se
ha sugerido que este parametro podria representar la exploracion inquisitiva del animal
(Robhins 1977).

- El tiempo de exploracion se define como el tiempo en segundos que el animal invierte
explorando agujeros. Este parametro es un reflejo de la exploracion inspectiva del animal
{Robbins 1977).

- La tasa de postura erguida se obtiene contando el numero de veces que el animal se
eleva sobre sus patas traseras, con independencia de la zona del recinto en que se
produzca esta pauta.

- Para valorar el atusamiento rostral o grooming facial se contabiliza el niimero de veces
que la rata se frota la cabeza y el rostro con las patas delanteras.

- la tasa de defecacion se valora contabilizando el nimero de bolas fecales que el animal

deja sobre la superficie del aparato al finalizar la prueba.

Los parametros de exploracion de agujeros y el tiempo de expioracion son distintivos
de esta prueba y se consideran parametros de exploracién dirigida hacia un estimulo (Kshama
y col. 1990, Lister 1987, Pellow y col. 1985, Steenbergen y col. 1991, Wilson y col. 1891). La
exploracién de los agujeros es un comportamiento espontaneo desplegado por la rata y es
muy sensible a los efectos de distintas drogas y a la repeticion de la prueba, ya que se ha
demostrado la existencia de habituacion en este comportamiento (File 1978ab). La frecuencia
de exploracion de agujeros es un parametro que mide fa actividad exploratoria del animat,

independientemente de su actividad motora (File y Wardill 1975).
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Hemos atribuido un valor exploratorio al desplazamiento por la zona central, alrededor
de los agujeros/estimulo, si bien no podriamos descartar, a priori, que indique también una
menor emotividad, dado que la rata es un animal tigmotaxico. La deambulacion externa, por la
periferia del recinto y junto a la pared, seria un parametro de locomocion. La postura erguida
normalmente es considerada un parametro de valor exploratorio en diversas observaciones
comportamentales (Kovacs y De Wied 1978, Gray 1991, Meyerson y col. 1988), pero en esta
prueba se considera un parametro de actividad general, o en todo caso de exploracion
inespecifica, por contraposicion a la exploracién dirigida, representada en la exploracion de los
agujeros/estimulo; en este sentido apuntan los distintos trabajos que emplean esta prueba (De
Cabo y col. 1995, File y Wardil 1975, Steenbergen y col. 1991, Viveros y col. 1996, Wilson y
col. 1991).

Una tasa de defecacion incrementada tiene un reconocido valor de mayor emaotividad
(Beatty 1979, Blizard y col. 1975, Gray 1991, Gray y Lalljee 1974, Gray y col. 1965, 1969,
1975). Sin embargo, no debe descartarse a priori que ciertas modificaciones en este
parametro puedan deberse a posibles efectos de farmacos sobre el sistema gastrointestinal
{Viveros y col. 1996).

El grooming es un parametro considerado, en general, indicativo de reactividad al
estrés, de un indice de emotividad aumentado (Bardo y col. 1989, Drago y Genazzani 1991,
Gray 1991, Gray y col. 1965, Stone 1978). Para algunos investigadores, esta pauta es
considerada como una actividad de desviacion, es decir, responderia a una forma de liberar la
tension surgida ante una situacion de estrés (Albonetti y Farabollini 1992, Drago y Genazzani

1991, Gray 1991).
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IV.4.2. CAMPO ABIERTO (TABLERO SIN AGUJEROS).

El recinto se disefio siguiendo el modelo descrito por File y Wardill en 1975, para el
tablero con agujeros. Es una réplica del mismo, la tnica diferencia es que el suelo de este
aparato no contiene agujeros.

Esta prueba tuvo una duracién de 5 minutos, y se desarrollé bajo condiciones de
iluminacion de luz roja. La sesion comienza con el animal situado en una esquina prefijada del
aparato. De la misma forma que en el tablero con agujeras, sobre un esquema det suelo del
aparato sobre el papel y mediante la observacion directa de la prueba, se va dibujando la
trayectoria seguida por la rata. Siguiendo los mismos criterios explicados anteriormente se
valoran la deambulacién externa, la deambulacion interna, postura erguida, el grooming facial
y la tasa de defecacion.

La mayoria de los parametros medidos en esta prueba se interpretan de la misma
forma que en el tablero con agujeros. Sin embarge en este aparato, al no existir agujeros, la
postura erguida se considera un indice de actividad exploratoria y un aumento en la
deambutacion interna es mas claramente indicative de un menor nivel de emotividad del

animal (Albonetti y Farabollini 1992).

IV.4.3. LABERINTO EN CRUZ.

El laberinto en cruz esta compuesto por dos brazos abiertos de 50 cm de longitud, 10
cm de ancho y paredes de 40 cm de altura y dos cerrados, de las mismas dimensiones,
dispuestos de manera que los brazos del mismo tipo estan uno en frente del otro. La
confluencia de los cuatro brazos da fugar a una zona cenfral neutra cuadrada de 10 cm de
lado. El aparato esta construido con un material piastico rigido de color verde claro mate y

esta elevado del suelo 62 cm por un soporie metalico que consta de ocho patas.

pagina 86



Material y métodos

La duracién de la prueba fue de 5 minutos (De Cabo y col. 1995, Wilson y col. 1991) y

se realizd en luz roja. La duracion se escogié basandonos en el hecho de que el

comportamiento de aversion es particularmente marcado durante este tiempo pero comienza

a disminuir al final de un periodo de 10 minutos (Montgomery 1988).

La prueba comienza situando el animal en la zona central neutra del aparato mirando

hacia un brazo abierto. Se considera que el animal esta en uno de los brazos cuando

mantiene sus cuatro patas dentro de él y, por tanto, sale del brazo cuando, al menos, saca

una de las patas (Pellow y col. 1985).

Los parametros que se contabilizaron para esta prueba fueron los siguientes:

Numero de entradas a los brazos abiertos (Eba): numero de veces que el animal entra en
cualquiera de los dos brazos abiertos.

Tiempo en brazos abiertos (Tba): tiempo en segundos que el animal permanece en los
brazos abiertos.

Numero de entradas a los brazos cerrados (Ebc): nimero de veces que el animal entra en
alguno de los dos brazos cerrados.

Tiempo en los brazos cerrados (Tbc): tiempo en segundos que el animal permanece en
los brazos cerrados.

Numero de entradas totales (Etot): numero de veces que el animal entra en alguno de los
brazos (Eba + Ebc).

Tiempo total en los brazos (Ttot): tiempo que el animal ha pasado explorando cualguiera

de los brazos (Tha + Thc).

Asimismo se calcularon las siguientes variables:

Porcentaje de entradas a los brazos abiertos (% Eba/Etot): representa el numero de

entradas en los brazos abiertos, frente al numero total de entradas realizadas en cualquier

tipo de brazo.

pdgina 87



Material y métodos

- Porcentaje de entradas a los brazos cerrados (% Ebc/Etot). representa el numero de
entradas en los brazos cerrados, frente al numero total de entradas realizadas en cualquier
tipo de brazo.

- Porcentaje de tiempo en los brazos abiertos (% Tba/Ttot): representa el tiempo pasado en
los brazos abiertos, frente al tiempo total explorando cualquier tipo de brazo.

- Porcentaje de tiempo en los brazos cerrados (% Tbe/Ttot): representa el tiempo pasado en

los brazos cerrados, frente al tiempo total expiorando cualquier tipo de brazos.

Esta prueba se considera idonea para la identificacion selectiva de drogas de efectos
ansioliticos o ansiogénicos, ya que existen evidencias fisioldgicas y comportamentales que
demuestran que la tendencia de los animales a evitar los brazos abiertos estad motivada por el
miedo y la ansiedad (Pellow y col. 1985, Pellow y File 1986). El numero total de entradas a
brazos y Ia frecuencia de visitas a brazos cerrados estan relacionados basicamente con la
actividad general del animal (File 1992, Graeff y col. 1990, Johnston y File 1991, Pellow y col.

1985, Wilson y col. 1991).

Los tres aparatos descritos se limpiaron al finalizar la prueba con cada animal, para

evitar posibles interferencias debidas al rastro dejado por cada individuo.

IV.5. VALORACION DE CORTICOSTERONA.

IV.5.1. RECOGIDA DE MUESTRAS.

Las muestras de sangre se tomaron por decapitacién en animales de 25 dias donde ya

se ha superado el periodo hipoactivo (Bailey y Kitchen 1987, Sapoisky y Meaney 1986) y en

edad aduita, alrededor de 150 dias de edad. Para el establecimiento del horario en que se
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recogian las muestras, tuvimos en cuenta el ritmo circadiano de la corticosterona, con el fin de
obtenerlas en un momento adecuado del fotoperiodo. En este sentido, el nivel de
corticosterona de la rata se incrementa durante el periodo de luz y alcanza un valor maximo al
comienzo del periodo de oscuridad. A partir de este momento, dicho nivel decrece lentamente
hasta alcanzar un valor minimo cerca del comienzo del siguiente periodo de luz, cerrandose
asi el ciclo. En nuestro trabajo se eligio entre la cuarta-quinta hora (12.30 h.) después del
comienzo de ia fase de luz roja en el estabulario, momento que equivale a un valor medio y
relativamente estable dentro del ritmo circadiano de la hormona (Ahlers y col. 1980, Viveros y
col. 1988). Segun esto, los animales fueron decapitados durante el periodo comprendido entre
las 12.30-13.30 h.

Una vez obtenidas las muestras, se mantuvieron durante 2-3 horas a temperatura
ambiente no superior a 25°C, tiempo suficiente para la coagulacién de la sangre. A
continuacion fueron centrifugadas (3000 r.p.m., 15 minutos) y el suero obtenido fue reservado

a -80 °C, hasta el momento de la determinaciéon hormonal por radicinmunoanalisis.

V.5.2. ANALISIS DE LAS MUESTRAS POR RADIOINMUNOANALISIS (RIA).

Las muestras fueron analizadas por radioinmunoanalisis mediante un Kit comercial
Coat-A-Count para corticosterona de rata, suministrado por la casa comercial Diagnostic
Products Corporation. El rango de la curva estandar estaba comprendido entre 20-2000 ng/ml.
E! limite de sensibilidad del ensayo fue de 5,7 ng/ml. Las variaciones intra-inter ensayo fueron
aproximadamente de 5% y 10% respectivamente. Estas valoraciones fueron llevadas a cabo

en el Instituto Ramoén y Cajal (CSIC), en colaboracion con la Dra. Carmen Guaza.
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IV.6. VALORACION DE CATECOLAMINAS.

IV.6.1. DISECCION DE AREAS ENCEFALICAS.

Inmediatamente después del sacrificio de los animales, se procedio a la extraccion del
cerebro, que fue congelado hasta la realizacion de la valoracion de catecolaminas, momento
en el que, con los cerebros aln congelados, se retird ef hipotalamo medio basal, y se
obtuvieron dos secciones de + 500 pum, conteniendo Caudado Putamen y Sustancia Nigra.
Estas secciones se colocaron sobre portaobjetos y se cubrieron con PCA 0,2 N- DHBA 25
ng/ml. Sobre las correspondientes secciones se diseccionaron el Caudado Putamen y la

Sustancia Nigra con ayuda de un bisturi.

IV.6.2. VALORACION DE CATECOLAMINAS POR HPLC.

Se analizaron las concentraciones de NA, DA y acido dihidroxifenilacético (DOPAC)
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccién electroquimica. Para
ello se homogeneizaron fas muestras en frio por sonicacion en 100 ul de PCA 0,2 N - DHBA
25 ng/mil. Después se centrifugd a 7500 r.p.m durante 2 minutos. El sobrenadante
correspondiente al caudado putamen se diluyé 1/10 con PCA 0,2 N-DHBA 25 ng/ml. E!

precipitado se utilizé para cuantificar las proteinas totales por el método de Lowry.

Ei sistema de HPLC se componia de los siguientes elementos:

- una bomba isocratica (Spectra-Physics modelo 8700XR) acoplada a un inyector para 0,02

ml de muestra.

- la columna fue de fase reversa Nucleosil 100-5, C-18, 15x0,46 cm, Chrompack.
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- la fase movil estaba compuesta por: acido citrico 100 mM, acetato sédico 100 mM, EDTA
1 mM, sulfonato de heptano 1,2 mM, metanol 5-7%. Se prepard con agua desionizada
ultrapura (miliQ) y se ajustd a pH 3,9. Se filtré (a traves de filtros de 0,22 ym) y se
desgasificd con helio; el flujo de trabajo fue 0,8.

- El eluyente se monitorizd con un sistema analitico de deteccion electroquimica: célula
previa= +380 mV, célula analitica 1: +50 mV, célula analitica 2: -340 mV.

- La seiial procedente de la célula analitica 2 fue recogida y analizada con ayuda de un
integrador-registrador (Spectra-Physic, modelo 4290).

Estas valoraciones fueron llevadas a cabo en el Departamento de Bioquimica de la

Facultad de Medicina de la U.C.M., en colaboracion con el Dr. Ramos.

IV.7. EVOLUCION PONDERAL.

Desde el nacimiento y cada dia durante la duracidn del tratamiento neonatal se realizé
un seguimiento del peso corporal de cada animal. Asimismo, se obtuvieron los pesos de los
animales correspondientes a los 20 y 25 dias, segun la edad de las pruebas. Ademas, los
animales adultos que recibieron tratamiento neonatal fueron pesados cada diez dias a partir
del dia 30 de edad y hasta el dia 80 e igualmente se pesaron el dia en que se les realizaron
las distintas pruebas. Igualmente fueron pesados, cada dia de tratamiento, los animales que
recibieron la administracion crénica de naltrindol en la edad adulta.

Para obviar las posibles diferencias que pudiera haber en el peso en el momento del
nacimiento (antes de ser sometidos a ningln fratamiento} y que pudieran influir en el

desarrollo de este parametro, calculamos lo que hemos denominado tasa de crecimiento del

animal;

Tasa de crecimiento el dia d : Peso del animal el dia d /Peso del animal el dia 0
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Esta tasa nos permite expresar el peso diario referido al peso del dia de nacimiento del animal

(x veces el peso al nacer) (De Cabo y Viveros 1997).
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IV.8. DISENO EXPERIMENTAL.

A continuacion se explica el disefio experimental utilizado en cada uno de los estudios
realizados en esta Tesis Doctoral, en el mismo orden en que se expusieron los objetivos
correspondientes (Seccion 1l). Recordemos que, por la razon ya expuesta, en aquellos

estudios que incluian animales adultos, sdlo se utilizaron machos.

v.8.1. ESTUDIO SOBRE INTERACCIONES FUNCIONALES ENTRE DIFERENTES TIPOS
DE RECEPTORES OPIOIDES DURANTE EL PERIODO NEONATAL. INFLUENCIA DEL

SEXO Y LA MANIPULACION.

Los estudios que a continuacion se indican se han realizado en ratas neonatales de 20
dias de edad. En todos los casos los animales reciben el tratamiento neonatal (ver apartado
IV.2.1) y una vez cumplida la edad prefijada son sometidos a una serie de pruebas.

En las pruebas realizadas a estos animales no destetados la madre fue retirada de la
camada y las crias fueron separadas por sexos. En fodos los casos, el dia de las pruebas los
animales fueron pesados y sometidos a un periodo de habituacion a fa sala una hora antes del
comienzo del protocolo experimental. Durante las pruebas los animales permanecieron sin
alimento y bebida para homogeneizar en lo posible sus condiciones. En el momento en que a
un animal se le comenzd a realizar cualquier protocolo de prueba se le aislé en una jaula
pequena hasta la finalizacion dei mismo.

Cada grupo experimental contenia individuos de al menos 4 camadas diferentes que
fueron testados en al menos dos dias distintos, con el objetivo de minimizar la posible
variabilidad existente entre camadas y entre dias. En cada estudio se especificara el sexo o

sexos que fueron empleados.
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IV.8.1.1. Efectos del tratamiento neonatal con naltrindol sobre las respuestas antinociceptivas

y comportamentales a agonistas selectivos p (alfentanil) y « (CI-977).

Grupos experimentales.

En este estudio solo se utilizaron machos. Se formaron dos grupos de tratamiento
neonatal, uno contenia animales fratados neonataimente con NTI y ofro con SS (ver apartado
V.2.1). A la edad de 20 dias y dentro de cada grupo de tratamiento neonatal arriba
mencionado, se formaron los 5 siguientes grupos de tratamiento agudo: Un grupo control (SS})
que recibié una unica inyeccion de solucién salina 0.9% i.p.; dos grupos que recibieron una
inyeccion de alfentanil (ALF) (65 ng/kg, i.p.) (Janssen) o CI-977 (50 pg/kg, i.p.) (Parke Davis),
y dos grupos adicionales para estudios de antagonismo, que recibieron un inyeccion de
naloxona {NAL) (1mg/kg, i.p.) (RBI) previa a la administracion de ALF (NAL+ALF) o C1-977
(NAL+CI-977) (Esquema 1). Las dosis de ALF y Ci-977 fueron elegidas basandonos en
trabajos previos realizados por otros autores {Crook y col. 1992, Kitchen y col. 1995a) y en

pruebas realizadas en nuestro laboratorio. El volumen maximo utilizado fue de 0.13 mi/ 20g.

Protocolo experimental

Las respuestas nociceptivas fueron registradas mediante el test de inmersion de la
cola, 15 minutos antes de la administracion de S8, ALF o CI-977 (latencia basal) y 5 minutos
después del tratamiento (latencia final), tiempo que corresponde a un pico antinociceptivo para
los agonistas empleados (Crook y col. 1992, Kitchen y col. 1995a) en este paradigma. El
antagonista naloxona fue administrado 10 minutos antes de la administracion del agonista
(Crook y cof. 1992). Para comparar los distintos tratamientos, la antinocicepcion fue

cuantificada utilizando el cociente de latencias segun la farmula indicada en ef apartado IV.3.1.
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Las respuestas comportamentales fueron registradas en el tablero sin agujeros (ver
apartado 1V.4.2). Los animales fueron sometidos individuaimente a esta prueba 5 minutos
después de la finalizacion del test nociceptivo (ver esquema 1).

Todas las pruebas fueron llevadas a cabo en luz roja.

ESQUEMA 1 GRUPOS EXPERIMENTALES
MACHOS DE 20 DIAS DE EDAD:

po- A F (85 1igikg) s ALF (65 ug/kg}
85 ety C1-977 (50 ng/kg) NTI ey C1-977 (50 ng/kg)
(0,9%}) (1 mgfkg)
L NAL 1 mgikg) +ALF L3 NAL (1 mgfig) +ALF
wnsp NAL+CI-977 i NAL+CI-977
PROTOCOLO EXPERIMENTAL
Inmersién 1 - ¥ Inmersién ¥ Takbiero
dela cola P S5/ ALFI CLOTT e 1 12 cla ™ iy agujeros
Inmersion > > o 3 ¥ fnmersién > Takl
Eersl
dela cola NAL ALF/ CkT7 P o la cola > sy

Sin agujeros

Analisis estadistico.

Los datos obtenidos del test de la inmersion de la cola (cocientes de latencias) y el
tablero sin agujeros fueron analizados mediante andlisis de varianza de dos vias (ANOVA)
(factores: tratamiento neonatal y tratamiento agudo). Los grupos incluidos en el analisis
estuvieron cronicamente tratados con salino o naltrindo! y posteriormente fueron estudiados
los efectos agudos de agonistas p o k y el antagonismo por haloxona. El fesf de comparacién
mUltiple aplicado fue el Student-Newman-Keuls con un nivel de significacidn p<0,05. Para el

andlisis de las latencias basales fue utilizado el fesf no pareado t-Student.
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IV.8.1.2. Efectos del tratamiento neonatal con naltrindol sobre la evolucion de las respuestas
antinociceptivas al agonista p morfina. Efectos de la manipulacion de los animales. Diferencias

sexuales.

Grupos experimentales

El efecto del tratamiento neonatal sobre las respuestas antinociceptivas a morfina se
estudié en ambos sexos y a la edad de 20 dias. Se disefiaron dos grupos de tratamiento
neonatal, uno formado por animales tratados durante el periodo neonatai con NTI y otro por
animales tratados durante el mismo periodo con SS (ver apartado {V.2.1). Dentro de cada
grupo de tratamiento neonatal, se formaron dos grupos de tratamiento agudo. Uno contenia
animales que recibieron una (nica inyeccion i.p de MF (2 mg/kg, 0,1ml/20g), y el otro animales
que recibieron una inyeccioén i.p con un volumen equivalente de SS 0,9%. En estudios piloto
observamos que la dosis de morfina elegida para estos experimentos producia respuestas
submaximales sin inducir ningan efecto sedativo notable que podria haber interferido con fa
ejecucién de la prueba nociceptiva de inmersion de la cola.

Con el objetivo de estudiar el efecto de la manipulacién de los animales sobre la
respuesta nociceptiva a morfina, se incluyeron ademas grupos de animales de ambos sexos
de 20 dias de edad que no sufrieron ninguna manipulacion durante el periodo neonatal (no
pesados ni tratados).

Dentro de los grupos de tratamiento neonatal SS y NT! se incluyeron ademas grupos
de animales gue recibieron una inyeccion aguda de NTI (1mg/kg, 0,1ml/20g) previa a la de MF

(NTI+MF) {(ver esquema 2).

Protocolo experimental.
Como prueba nociceptiva se utilizd el test de la inmersion de la cola. Se registraron

latencias de respuesta 15 minutos antes de la administracion de SS o MF (latencia basal) y 5,
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10, 15 y 30 minutos después de dichas administraciones, asf conseguimos un registro de la
evolucion de las fatencias nociceptivas a io largo del tiempo. En los grupos que recibieron una
administracion aguda de NTI, éste fue administrade 10 minutos antes de la inyeccion de MF

{ver esquema 2).

ESQUEMA 2 GRUPOS EXPERIMENTALES
MACHOS Y HEMBRAS DE 20 DIAS:

—p 55 i 55

53 ey MFE (2 mglka) NTl ety MF (2 mgrkg) N semes

e MF (2 mgtkg)
Sy NTI (1mgikg)+HE Ve NTL (imaikg) +MF
PROTOCOLO EXPERIMENTAL
Inmersidl Inmersion & Inmersién & Inmersion 15 Inmersitn
tli'?larzjolg "__—"—) SSIMF """ delacala ™ deia cola"'" de |a colg™m——. de |1 cola
{Basal) {5} (10) {15} (30)
Inmersidn g 1 5  Tamersion 5  Inmersion 15 Inmersion
dela cala ey ;Q:r:‘;z—* delacola = dela colawmsum——— dc |3 cola
(Basal) 5} (10) (15} (30)

Anélisis estadistico

Los efectos del sexo y fos fratamienfos neonatales (manipulacién postnatal y
administracién crénica de naltrindol) sobre las latencias basales nociceptivas, y la influencia
del sexo en [a antinocicepcion inducida por morfina en los animales no manipulados, fueron
evaluados mediante Anova de dos vias. Los efectos de los tratamientos neonatales sobre la
antinocicepcion inducida por morfina fueron estudiados comparando las areas bajo la curva
calculadas a partir de los cocientes de latencia obtenidos a lo largo de un periodo de 30
minutos, mediante Anova de dos vias (tratamiento neonatal, tratamiento agudo (salino o

morfina). Se realizaron Anovas de una via adicionales cuando fue apropiado. Para las
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comparaciones multiples se utilizé el test de Student-Newman Keuls, con un nivel de

significacion de p<0,05.
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IV.8.2. IMPLICACIONES DEL RECEPTOR & EN LA MODULACION DE LA ACTIVIDAD
ADRENOCORTICAL DURANTE EL PERIODO NEONATAL. EFECTOS DEL SEXO Y DE LA

MANIPULACION.

- Efectos del tratamiento neonatal con naitrindol y de la manipulacién sobre la respuesta de

corticosterona al estrés.

Grupos experimentales.

Este estudio fue realizado en animales de 25 dias de edad, en los que se ha superado
el periodo hipoactivo del eje HHA. Se formaron dos grupos de tratamiento farmacolégico
neonatal. Uno de los grupos contenia animales tratados neonatalmente con NTI y el otro
animales tratados neonatalmente con SS (ver apartado IV.2.1). En este estudio, Unicamente
se trabajé con machos tratados farmacolégicamente, ya que disponiamos de datos previos
obtenidos en hembras tratadas de forma idéntica (Antelo 1998).

Como ya hemos comentado en la Introduccion, se ha demostrado que la exposicion a
diferentes tipos de estimulos estresantes durante el periodo postnatal puede afectar la
maduracién del eje HHA, y a la duracion del periodo de hipotrespuesta al estrés en la rata
(Biagini y col. 1991, Gray 1991). Por ello, también hemos estudiado el posible efecto de la
manipulacion (peso e inyeccion de los animales durante el periocdo de tratamiento neonatal)
sobre la respuesta de corticosterona (CS) al estrés. Asi, los efectos de la manipulacion se han
estudiado incluyendo un grupo control adicional en el que los animales no fueron manipulados
(no pesados ni tratados) durante el periodo neonatal. Dado que en este caso no disponiamos
de datos previos obtenidos en hembras, el estudio se llevo a cabo en animales de ambos
sexos. Por tanto se disefaron los grupos experimentales en funcion de! tratamiento neonatal
recibido (SS, NT|l o NM) y los niveles de corticosterona que se fueran a medir (basales o post-

estrés) (ver esquema 3).
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Protfocolo experimental.

Los animales fueron sometidos a un periodo de habituacion de 1 hora, en una sala
contigua a la sala en la que tenia lugar la prueba de natacién, que a su vez era contigua a la
habitacion en la que se producia la decapitacion de los animales.

El protocolo de estrés consistio en una sesion de natacion durante 3 minutos en agua
a 20°C (Antelo y col. 1998, Jackson y Kitchen 1989b, Pujol y col. 1993). La natacion tuvo lugar
en una piscina cilindrica con las paredes de metacrilato, de 30 cm de diametro y 50 cm de
altura. La piscina se llen6 hasta una altura de 30 cm. Los animales fueron sacrificados por
decapitacion y las muestras de sangre fueron recogidas del tronco inmediatamente después
de recoger al animal de su jaula (niveles basales) 0 5 minutos después de la sesidn de
natacion (niveles post-estrés) (ver esquema 3). Esie tiempo representa el pico de analgesia
inducida por estrés en este protocolo de estrés (Antelo y col. 1998, Jackson y Kitchen 1989b,
Kitchen y Pinker 1990). Las muestras fueron procesadas segun se explica en el apartado

V.52

ESQUEMA 3 GRUPOS EXPERIMENTALES
MACHOS DE 25 DIAS: MACHOS Y HEMBRAS DE 25 DIAS:
Basal Basal Basal
NT! NM
{1 rngfkg)
Post-estrés  |Dia ° 19 Post-estrés D'ﬂ ° 19 Post-estrés

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Niveles CS Matacion Forzada &
post-estrés = (3’ 20°C)
v
Sacrificio 3 Obtencidn de Determinacién
suero de niveles de CS
Niveles &S Inmediatamente 3 par RIA
basales ey después dela

= extraccién de ta
jaula
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Analisis estadistico.
Los datos fueron analizados mediante Anova de dos vias (factores: tratamiento
necnatal, protocolo de prueba). También se analizaron las diferencias sexuales. El analisis de

comparacion multiple utilizado fue el test Student-Newman-Keuls con un nivel de significacion

p<0,05.
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[V.8.3. ESTUDIO SOBRE INTERACCIONES FUNCIONALES ENTRE RECEPTORES p-3,
CON ESPECIAL ATENCION A LA DIMENSION AFECTIVA DEL DOLOR EN ANIMALES

ADULTOS.

-Efectos del tratamiento crénico con naltrindol sobre las respuestas antinociceptivas al

agonista p morfina.

Grupos experimentales.

El estudio fue realizado con ratas macho adultas (90-100 dias). Los animales se
mantuvieron alojados en jaulas por grupos de 5. Aproximadamente la mitad de los animales
de cada jaula recibié un tratamiento crénico s.c. con NTl y la otra mitad con SS, durante 8 dias
consecutivos (ver apartade IV.2.2). Un dia después de la finalizacion del tratamiento crénico y
dentro de cada uno de los grupos arriba indicados se disefiaron 3 grupos de tratamiento
agudo: un grupo control gue recibid una unica inyeccidn s.c. de SS 0.9%, y dos grupos que
recibieron una inyeccion s.c. de sulfato de morfina (MF) 2 mg/kg 6 5 mg/kg, respectivamente.
El volumen de inyeccion fue de Tmlkg.

En estudios previos realizados en nuestro iahoratorio encontranmas que dosis de 1Q, 15
y 20 mg/kg de MF causaban, al menos en algunos animales, excesiva sedacion y vocalizacion
débil y desincronizada, especialmente a la dosis mas alta. Por tanto elegimos las dosis de 2 y
5 mg/kg, que produjeron respuestas submaximas y facilmente observables a los 15 minutos
de la inyeccion.

Cada grupo experimental contenia animales de al menos 4 jaulas diferentes que
fueron testados en al menos dos dias distintos para minimizar la posible variabilidad entre

jaulas y entre dias.
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Por tanto, para este estudio se disefiaron 6 grupos experimentales en funcion del
tratamiento crénico (SS o NTI), y del posterior tratamiento agudo (SS, MF 2 mg/kg, MF 5

mg/kg) recibido (ver esquema 4).

Protocolo experimental.

El dia de la prueba los animales fueron pesados y trasladados a la sala de
experimentacion, en la que permanecieron durante una hora desprovistos de comida y agua.
Las pruebas tuvieron lugar entre las 10.30-15.30 h. y en condiciones de luz roja, dado que
estos animales se mantuvieron en todo momento con el ciclo luminico invertido.

Para valorar la antinocicepcién utilizamos el fest de la estimulacion eléctrica de la cola
(ver apartado IV.3.2). Las respuestas nociceptivas fueron registradas inmediatamente antes
de la inyeccion aguda de MF o SS (respuestas basales) y 15 minutos después del tratamiento
(ver esquema 4).

Una vez finalizado el fest, el animal fue devuelto a una jaula diferente a la original, para

evitar interacciones con los animales que esperaban ser sometidos a la prueba.

ESQUEMA 4 GRUPQS EXPERIMENTALES
MACHOS ADULTOS:
—» SS r—3 5SS
SS il MF (2 mg,'kg) NTI-—'—b MF 2 mgfkg)
{1 mg/kg}
@ . MF (5 maikg) buwnelp MF (5 mgikg)

PROTOCOLO EXPERIMENTAL
{Un dia después de la finaiizacion del tratamiento cronico (dia 9))

Estimulacion 19 Estimulacion
eléctrica de lacola =¥ S8/ MF2 1 MF5 P cécticade lacola
{basal) {final)
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Analisis estadistico

Para evaluar ios efectos del tratamiento cronico con NT! sobre las respuestas basales,
se analizaron los datos obtenidos de todos los animales inciuidos en el estudio mediante un
fest de Student. Los efectos de la administracion cronica de NTI sobre la respuesta a MF
fueron evaluados analizando los % MPE obtenidos de los diferentes grupos experimentales,
mediante un Anova de dos vias (factores: tratamiento crénico, tratamiento agudo) para cada
respuesta registrada (motora, vocalizacion y vocalizacion postdescarga). El fest de
comparacién multiple aplicado fue el Student-Newman-Keuls con un nivel de significacion

p<0,05.
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IV.8.4 ESTUDIO SOBRE IMPLICACIONES FUNCIONALES DEL RECEPTOR & EN EL
DESARROLLO Y MODULACION DE RESPUESTAS COMPORTAMENTALES Y

FISIOLOGICAS AL ESTRES. CORRELACIONES NEUROQUIMICAS.

IV.8.4.1. Efectos de tratamientos agudo y crénico con naitrindol sobre respuestas nociceptivas

y comportamentales en animales neonatales.

Grupos experimentales.

En este estudic solo se utilizaron machos. Se formaron dos grupos de tratamiento
neonatal. Un grupo de animales tratados crénicamente durante el periodo neonatal con NTI y
otro con SS (ver apartado IV.2.1). A la edad de 20 dias y dentro de cada grupo de tratamiento
neonatal mencionado se estudiaron los dos grupos de tratamiento agudo siguientes: un grupo
que recibié una tmica inyeccion i.p de NTI (1 mg/kg, 0,1ml/20g) vy otro grupo (control} que
recibié una tnica inyeccion i.p con un volumen equivalente de SS 0,9% (ver esquema 5).

Asi para cada edad quedaron disefiados 4 grupos experimentales en funcién del

tratamiento neonatal (SS o NTI) y el tratamiento agudo (SS o NTI) recibido.

Profocolo experimental

Las respuestas nociceptivas fueron medidas mediante 1a prueba de la inmersion de la
cola. Se registraron latencias de respuesta 15 minutos antes (latencia basal) y después
{latencia final) de la administracion del SS o NTI.

Las respuestas comportamentales en el tablero sin agujeros fueron registradas a los
20 minutos de la inyeccién del SS o NTI, es decir a fos 5 minutos de la toma de la latencia final
(ver esquema 5). La eleccion de estos tiempos fue realizada basandonos en estudios previos

(Viveros y col. 1997).

péagina 105



Material y métodos

ESQUEMA 5 GRUPOS EXPERIMENTALES

MACHOS DE 20 DiAS DE EDAD:

pesedp 55 ey 55

[y — NT! s
{1 ma/kg}

Ly NTI 1 mgig) Ly NTI (1 mgikg)

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

15 15° 5
Inmersion > SSINTI 3 Inmersion > Tablero sin

de la cola dela cola agujeros

Anélisis estadistico.

Los datos obtenidos del fest de la inmersién de la cola (cocientes de latencia) y del
tablero sin agujeros fueron analizados mediante Anova de dos vias (factores: tratamiento
neonatal, tratamiento agudo). El fest de comparacién multiple aplicado fue el Student-
Newman-Keuls con un nivel de significacion p<0,05. Para el analisis de las latencias

nociceptivas basales se utilizé el fest de Student.

IV.8.4.2. Efectos a corto plazo del tratamiento crénico con naltrindol en animales adultos.

-Efectos del tratamiento cronico con naltrindol sobre el comportamiento y los niveles de
corticosterona.
Grupos experimentales.

Se utilizaron machos adultos de aproximadamente 90 dias de edad. La mitad de los

animales recibié un tratamiento cronico i.p con NTI y la otra mitad con SS (ver apartado

vV.2.2).
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De acuerdo con lo expuesto se formaron 2 grupos experimentales en funcion del

tratamiento cronico recibido (SS o NTH).

Protocolo experimental.

Al dia siguiente de la Gltima inyeccion del tratamiento crénico, todos los animales
fueron testados en el tablero con agujetos (apartade 1V.4.1) e inmediatamente después en el
laberinto en cruz (apartado |V.4.3).

Estas pruebas de comportamiento suponen un estrés para el animal. Con el objetivo
de estudiar la influencia del tratamiento cronico con NTI sobre la respuesta de corticosterona
al estrés, se procedid a la obtencién de muestras de sangre de estos animales una vez
finalizadas las pruebas de comportamiento. Los animales fuercn sacrificados por decapitacion
5 minutos después de ia finalizacién de la prueba del laberinto en cruz y las muestras
obtenidas fueron procesadas segun se indica en el apartado 1V.5.2. {ver esquema 6).

Los animales que durante la prueba cayeron del laberinto en cruz fueron excluidos del

estudio en este aparato y de las valoraciones de corticosterona.

ESQUEMA 6 GRUPOS EXPERIMENTALES
MACHOS ADULTOS:

—* SS

TRATAMIENTO -
CRONICO (8 DIAS)

— NTI (1 mg/kg)

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

(Un dia después de |a finalizacion del tratamiento cronico (dia 8))

Inmediatamente

TABLERO CON LABERINTC EN s
AGUJEROS ————————>% CRUZ — SACRIFICIO
(57 o) l
VALORACION DE
CORTICOSTERONA MEDIANTE  ——— ODEfC_T gsg%"
RADICINMUNGANALISIS.
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Andlisis esfadistico.
Los datos obtenidos en cada una de las pruebas comportamentales, asi como en las

valoraciones de corticosterona, fueron analizados mediante el fesf de Student.

IV.8.4.3. Efectos a largo plazo del tratamiento cronico con naltrindol en animales adultos.

-Efectos del tratamiento neonatal con naltrindol sobre el comportamiento y la respuesta de

corticosterona al estrés, en ratas adultas.

Los animales utilizados en este estudio nacieron en el animalario de cruzamientos
estandarizados. De estos cruzamientos obtuvimos 8 camadas (40 machos y 40 hembras). La
mitad de los animales de cada camada (machos y hembras) recibieron un tratamiento
neonatal con NTI y la otra mitad con SS segin lo descrito en el apartado 1V.2.1. Estos
animales fueron destetados el dia 22 de edad momento en el que se fueron alojados en jaulas
de 4-6 animales del mismo sexo. A partir de este momento Gnicamente nos quedamos con los
machos para la realizacion de este estudio. Desde entonces se dejaron crecer hasta la edad
adulta. La unica manipulacion que se produjo en este tiempo fue la necesaria para la
obtencion de los pesos corporales cada 10 dias a partir del dia 30 de edad y hasta el dia de la
realizacion de las pruebas. Estos pesos fueron registrados con el objetivo de estudiar el
posible efecto del tratamiento neonatal con NTI sobre la evolucion ponderal de los animales
hasta la edad adulta. Dentro de una misma jaula se encontraban animales de ambos
tratamientos neonatales (SS o NTI).

Asi quedaron disefiados 2 grupos experimentales (n=20) segun el tratamiento crénico

recibido durante el periodo neonatal (SS o NT1)
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Una vez alcanzada la edad adulta (aproximadamente 90 dias) estos animales fueron
sometidos a distintas pruebas. Se realizaron pruebas de comportamiento y se midieron

respuestas de corticosterona al estrés.

Comportamiento

Todos los animales experimentales fueron sometidos a la prueba de tablero con
agujeros e inmediatamente después la prueba de laberinto en cruz (apartados 1V.4.1. y IV.4.3.
respectivamente). Los animales que se cayeron del laberinto en cruz fueron colocados de
nuevo en el aparato para que todos los animales estuvieran en las mismas condiciones en las
pruebas posteriores, sin embargo, la n que se presenta para el laberinto en cruz es menor

puesto que los datos obtenidos de estos animales no se analizaron.
Anélisis estadistico.
Los datos obtenidos en el tablero con agujeros y en el iaberinto en cruz fueron

analizados mediante un test de Student.

Valoracion de niveles basales y post-estrés de corticosterona.

Transcurrido un periode de descanso se procedic al estudic de los niveles de
corticosterona en suero basales y en respuesta al estrés. La mitad de los animales de ambos
tratamientos neonatales (SS o NTI) fueron estresados mediante el test de natacién forzada.
De la otra mitad se obtuvieron los niveles basales de corticosterona.

De esta forma se formaron 4 grupos experimentales en funcién del tratamiento cronico
recibido durante el periodo neonatal (SS o NT1) y los niveles de corticosterona que se fueran a
medir (basales, post-estrés) (ver esquema 7).

La natacion tuvo lugar en agua a 20°C durante 3 minutos en una piscina cilindrica de

paredes de metacrilato de 40 cm de diametro y 60 cm de altura. La piscina se llené de agua
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hasta alcanzar 44 cm, altura suficiente para que el animal no tocara el fondo y no pudiera
agarrarse a los bordes de fa piscina.

Tras un periodo de 1 hora de habituacion a la sala sin comida ni bebida, los animales
fueron sacrificados por decapitacion y las muestras de sangre fueron recogidas del tronco
inmediatamente después de recoger al animal de su jaula (niveles basales) 0 5 minutos
después de la sesion de natacion (niveles post-estrés). Las muestras fueron procesadas

segun se explica en el apartado IV.5.2.

ESQUEMA 7
MACHOS ADULTOS TRATADOS NEONATALMENTE (DiA 0-19) CON 5SS O NTI:
COMPORTAMIENTO
Inmediatamente
TABLERO CON LABERINTO
AGUJEROS we——— EN CRUZ
5" g (57
O
28
[o]
RESPUESTA DF CORTICOSTERONA AL ESTRES
INMEDIATAMENTE
DESPUES DE LA
RECOGIDA DE LA JAULA VALORAGION D
AL I
(Niveles basales) el SACRIFICIO —bOBTgﬁggg" DE i CORTIGOSIERONA FOR
(Centifugads RADIDINMUNOANALISIS
. entrifugacion a
NATACION FORZADA (20°C, 3) 30007 p.m 15)
{Niveles post-estrés) 5
o

Anaélisis estadisfico.

Los datos obtenidos de las valoraciones de corticosterona se analizaron mediante un
Anova de dos vias (factores: tratamiento neonatal (8S o NTI), protocolo experimental (basal o
post-estrés). El analisis de comparacidn multiple aplicado fue el Student-Newman-Keuls, con

un nivel de significacion de p<0,05.
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I\V.8.4.4. Efectos del tratamiento neonatal con naltrindol sobre los niveles de monoaminas en

distintas areas cerebrales de animales neonatales. Diferencias sexuales.

Para la realizacion de este experimento se formaron 8 grupos expetimentales, en
funcidn del sexo (machos y hembras), edad (20-predestete, y 25 dias-postdestete), y
tratamiento neonatal recibido desde el dia 0 al 19 (8S o NTI). Los animales fueron sacrificados
por decapitacion y el cerebro fue extraido y congelado inmediatamente. Posteriormente se
procedié a la diseccion del hipotalamo, caudado putamen y sustancia nigra (apartado IV.6.1).
En estas regiones fueron valorados los niveles de NA, DA y su metabolito el acido dihidroxi-

fenil-acético (DOPAC) mediante HPLC segun se indica en el apartado IV.6.2. (ver esquema

8).

—

ESQUEMA 8

EN MACHOS Y HEMBRAS DE 20 Y 25 DIAS DE EDAD:

—% 55 6 A
DISECCION DE AREAS
TRATAMIENT
EONEALO - SACRIFICIO —»  CEREBRALES
(hipotalamo, caudado
(DIA 0-19) > NT! putamen y sustancia nigea)
(1 mg/kg)

VALORACION DE NA,
DAY DOPAC
MEDIANTE HPLC.

Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos en este experimento se analizaron mediante Anovas de dos vias,
sexo, tratamiento y edad, tratamiento. Como prueba de comparacion multiple se ulilizod el test

de Tukey.




V. RESULTADOS Y DISCUSION,



Resultados y Discusién

A continuacién se exponen los resultados obtenidos en los diferentes estudios, y su
correspondiente discusion, en el mismo orden en el que se expusieran los objetivos. En
todos los casos las significaciones estadisticas que se sefialan en tablas y figuras son las

correspondientes a los analisis post-hoc.

V.1. ESTUDIC SOBRE INTERACCIONES FUNCIONALES ENTRE DIFERENTES TIPOS
DE RECEPTORES OPIOIDES DURANTE EL PERIODO NEONATAL. INFLUENCIA DEL

SEXO Y LA MANIPULACION.
V.1.1. EFECTOS DEL TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL SOBRE LAS
RESPUESTAS ANTINOCICEPTIVAS Y COMPORTAMENTALES A AGONISTAS

SELECTIVOS 1 (ALFENTANIL) Y & (C1-977).

RESULTADQS

Latencias nociceptivas basales.

Con el objetivo de evaluar el efecto del tratamiento neonatal con naitrindof sobre las
latencias nociceptivas basales en el test de inmersion de Ia cola, se analizaron los datos
obtenidos de todos los animales incluidos en el estudio. No se encontrd efecto significativo
del tratamiento neonatal sobre las respuestas basales {animales tratados neonatalmente
con suero salino 1,71 £ 0,06, n=51; animales tratados neonatalmente con naltrindol: 1,89 +

0,08, n=51).

Respuestas antinociceptivas y comportamentales a alfentanil y CI-977.
El Anova de dos vias (factores: tratamiento neonatal, tratamiento agudo) realizado

con los datos obtenidos en machos de 20 dias, en el tesf de inmersion de la cola, reveld los
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siguientes resultados: con respecto al agonista p alfentanil, se encontrd un efecto
significativo del tratamiento agudo (p=0,001) y una interaccion significativa entre factores
(p=0,01). El analisis post-hac mostrd que el alfentanil causé una antinocicepcion significativa
en los animales tratados neonatalmente con suero salino y que este efecto fue antagonizado
por naloxona. Sin embargo, el agonista p no indujo respuesta antinociceptiva en los
animales tratados neonatalmente con naltrindo! (Figura 1).

Para el agonista k Ci-977, el Anova de dos vias revel6 un efecto significativo del
tratamiento agudo (p<0,0001), mientras que el tratamiento neonatal y la interaccion entre el
tratamiento neonatal y el tratamiento agudo no fueron significativos. El CI-977 causd un
efecto antinaciceptivo en todos los animales (tratados neonatalmente con suero salino o
naltrindol) que fue antagonizado por naloxona (Figura 2).

El analisis de los datos obtenidos del fablero sin agujeros no revelo interaccién
significativa entre el tratamiento neonatal y el agudo para ninguno de los parametros
registrados, indicando que el fraiamiento neonatal con nalirindol no modificd
significativamente las respuestas a alfentanil o CI-977 en esta prueba. El andlisis de las
respuestas a alfentanil reveld efectos significativos del tratamiento agudo para la postura
erguida (p<0,0001) y un efecto residualmente significativo para la deambulacion interna
(p=0,06). De hecho, los animales tratados con alfentanil mostraron un incremento
significativo de [a postura erguida, que fue antagonizado por naloxona, y una tendencia a
aumentar la deambulacion interna (Tabla 1, Figura 3).

El analisis de las respuestas a Cl-277 mostrd efectos significativos del tratamiento
agudo sobre la deambulacién externa (p=0,01), deambulacién total (p<0,01), postura
erguida (p<0,0001) y grooming (p<0,0001). El tratamiento agudo con CI-977 produjo un
descenso significativo en todos estos parametros. En algunos animales se observaron

respuestas de Straub y sedacion tras la administracion del agonista . La naloxona
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antagonizé los efectos del Cl-977 sobre 1a deambulacidén y redujo sus efectos sobre la

postura erguida, pero no previno los efectos sobre el grooming (Tabla 1, Figura 4).
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TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL (DIA 0-19)
INMERSION DE LA COLA
MACHOS DE 20 DIAS
RESPUESTA A ALFENTANIL

30 - TRATAMIENTO AGUDO
[ 18S
* XXXy ALF
2.5 7771 NAL+ ALF

1.5

n

AT

N\

1.0 -

COCIENTE DE LATENCIAS
Post-tratamiento/pre-tratamiento

0.5

0.0 - —
SALINO NALTRINDOL

TRATAMIENTO NEONATAL

Figura 1. Los histogramas muestran la media £ e.e.m. de 7-11 animales.
* p<0,05 frente al grupo control tratado de forma aguda con SS.
§ p<0,05 frente al grupo tratado de forma aguda con alfentanil (ALF).
§8S: suero salino; NAL: naloxona.



TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL (DiA 0-19)
INMERSION DE LA COLA
MACHOS DE 20 DiAS
RESPUESTA A CI-977

TRATAMIENTO AGUDO

[ 1SS
Y Ci-977
25 * NAL+ CI-977

3.0

2.0 -

1.5

%
1.0 A

27202222

722

COCIENTE DE LATENCIAS
Post-tratamiento/pre-tratamiento

0.5 -

AT

0.0 -

SALINO NALTRINDOL
TRATAMIENTO NEONATAL

Figura 2. Los histogramas muestran la media + e.e.m. de 10-15 animales.
* p<0,05 frente a los grupos controles tratados de forma aguda con SS.
§ p<0,05 frente a los grupos tratados de forma aguda con Ci-977.
SS: suero salino; NAL: naloxona.



CAMPO ABIERTO (TABLERO SIN AGUJEROS)
MACHOS DE 20 DIAS DE EDAD )
TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL (DIA 0-19)

RESPUESTAS A ALFENTANIL Y CI-977

TRATAMIENTOS PARAMETROS
AGUDO NEONATAL DE DI DT PE G DEF
SS 169,6 + 11,9 66,2+6,9 2358+ 14,1 435+ 3,0 34+0,7 03+0,2
SS
NTI 188,2+ 15,8 598+6,6 2484 +19,2 40,3+46 2,1+04 0,101
SS 169,99+ 11,9 815+72 2514+159 60.1+£5,3 2,104 0,1+01
ALF *
NTI 168,3+ 9,5 797+104 248,0+13,2 566 +4,.2 1.6+04 0,1+0,1
SS 144,1 + 13,3 55,1+10,7 199,3 + 20,6 344+32 30+086 04+03
NAL + ALF §
NTI 172,3+ 156 726+8,3 244 9+ 212 331+33 27108 0604
S8 125,8 + 18,4 423+88 168,0 £ 25,5 7.7+31 04+03 02+02
CI-977 * * * *
NTI 1345+ 17,2 535+6,8 188,01+ 20,6 40+12 0,0+0,0 0,0+00
SS 152,11+ 125 61,4+1086 217,3+20,4 216+25 0,9+0.3 06+0,2
NAL + CI-877 T 1 =9 *
NTI 198,8+29,9 599+49 258,7 £ 31,5 213+24 1,1+0,5 0,3+£0,2

Tabla 1. Los valores corresponden a la media £ e.e.m de 7-15 animales. SS: salino, NTI: naltrindol, ALF: alfentanil, NAL: naloxona.
DE: deambulacién externa, DI: deambulacién interna, DT: deambulacién total, PE: postura erguida, G: grooming, DEF: defecacién.

11 p<0,05 frente a los grupos tratados con CI-977.

* p<0,05 frente a los grupos tratados de forma aguda con SS. § p<0,05 frente a los grupos tratados con ALF.
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Figura 3. Los histogramas muestran la media £ e.e.m. de 7-12 animales.
SS: salino; ALF: alfentanil; NAL: naloxona.
* p<0,05 frente al grupo tratado de forma aguda con SS.
§ p<0,05 frente al grupo tratado de forma aguda con ALF.
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Resultados y Discusion

DISCUSION

En este estudio encontramos que el tratamiento crénico con naltrindol no modificod las
latencias basales obtenidas en el test nociceptivo. En una gran parte de los estudios
realizados con animales sometidos a un tratamiento crénico con antagonistas opioides
generales, se observa que los animales presentan hiperalgesia durante el tratamiento
(Bardo y col. 1984, Tempel y col. 1985, Yoburn y col. 1986). Esta hiperalgesia se atribuye a
la interrupcion de una posible actividad ténica de los ligandos opioides endogenos. En
nuestro estudio, el que los umbrales nociceptivos no se hayan visto modificados en el test
de la inmersién de la cola, sugiere que los receptores opicides 3 no estan implicados de
forma importante en el control tonico de la nocicepcion a nivel espinal. En estudios
realizados con animales Knockouf, se ha observado que los ratones deficientes en
receptores p presentan latencias basales mas hajas en la placa caliente y tail-flick (Sora y
col. 1997b) y que los ratones deficientes en receptores k presentan una sensibilidad
aumentada al dolor visceral (Simonin y col. 1998). En animales deficientes en
preproencefalina, se han observado latencias basales idénticas en los ratones mutantes y
los normales en el fest del tail-flick, mientras que se observaron latencias de salto
significativamente mas bajas en el fest de la placa caliente (Koning y col. 1996). Estos
resultados parecen sugerir que la accidon de los opiocides enddgenos sobre los receptores 3
no debe ser importante en la modulacion de la sensibilidad al dolor en pruebas que
impliguen una respuesta mediada a nivel espinal, lo que estaria de acuerdo con nuestros
datos obtenidos en el fest de la inmersion de la cola.

Existen numerosos datos en ia bibliografia que apuntan fa existencia de
interacciones entre los receptores opioides p y & en roedores adultos, y se ha hipotetizado
que dichos receptores podrian coexistir en un complejo receptor opioide (Heyman y col.

198%ab, Kamei y col. 1992, Leander y col. 1988, Negri y col. 1995, Porreca y col. 1987b,
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Rothman y col. 1984). En este estudio hemos observado que el bloqueo funcional de los
receptores & durante el periodo predestete bloqued la respuesta antinociceptiva producida
por alfentanil -agonista selectivo p- en ratas macho predestete de 20 dias de edad, lo que
sugiere que podria existir este tipo de interaccion entre receptores ;i-6 durante el periodo en
que ambos receptores se encuentran en rapido desarrollo.

Numerosos estudios farmacologicos sugieren la participacion de agonistas &
endogenos y exogenos en la potenciacion de procesos antinociceptivos mediados por
receptores p (Heyman y col. 198%9ab, Negri y col. 1995, Porreca y col. 1987b). Los avances
realizados en las técnicas de Biologia Molecular, han permitido explorar las interacciones
entre los distintos tipos de receptores opioides utilizando ratones Knockout para un
determinado receptor. Asi, se ha encontrado una reduccién en el efecto antinociceptivo
producido por agonistas 8, en ratones Knockout para el receptor u (Matthes y col. 1998,
Sora y col. 1997a). Mientras unos encuentran este efecto cuando la analgesia se valora en
el test de la inmersion de la cola y no cuando se utiliza el fest de la placa caliente (Matthes y
col. 1998), otros lo encuentran tanto en este ultimo test como en el tail-flick (Sora y col.
1997a). En ambos estudios se pone de manifiesto una cooperatividad p/é en la analgesia
opioide. Nuestros resultados apoyan esta teoria, asi, el bloqueo funcional croénico de los
receptores 3 mediante naltrindol durante el periodo postnatal, podria haber prevenido un
posible efecto modulador de los agonistas enddgenos & sobre los receptores p, lo que
explicaria la inhibicion de la accidon antinociceptiva del alfentanil.

De acuerdo con lo encontrado por otros autores (Crook y col. 1992, Su y col. 1998),
en estudios realizados en nuestro grupo, hemos comprobado que una inyeccion aguda de 1
mg/kg de naitrindol, dosis que bloguea los receptores & sin afectar a los p (Crook y col.
1992, Kitchen y Pinker 1890, Muhammad y Kitchen 1993a) previa a la de alfentanil, no
antagonizo la analgesia inducida por este compuesto. Sin embargo, la administracion de 1

mg/kg de naloxona, dosis a la que este compuesto presenta una mayor afinidad por los
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receptores p (Jackson y Kitchen 1989a), antagonizd la antinocicepcion mediada por
alfentanil. Estos resultados sugieren la actuacién especifica del naltrindol sobre los
receptores 3.

En cuanto a la posible base molecular de las interacciones funcionales observadas,
en estudios preliminares hemos observado que un tratamiento con naltrindo! idéntico al
utilizado en este estudio, no parece producir modificaciones importantes en los receptores p
y & encefalicos (Goody y col. 1998). En relacidén con cambios compensatorios en subtipos de
receptores opioides que pudieran estar implicados en la cooperatividad funcional entre
receptores, estudios de autorradiografia realizados en ratones Knockout no encuentran
cambios importantes en la expresion de receptores, aunque se han obtenido indicaciones de
una modesta regulacién a la baja de receptores 8 y k en animales deficientes en receptor p,
que afectan a ciertas regiones especificas (Kitchen y col. 1997}. Actuaimente, estamos
estudiando en colaboracion con el Profesor Kitchen, posibles efectos de nuestro tratamiento
con naltrindol sobre receptores opicides espinales. En todo caso, las interacciones
funcionales u-8 podrian afectar a la sensibilidad de los receptores y/o a otros componentes
moleculares implicados en la sefial de transduccion.

Mientras que se ha visto que los agonistas k producen antinocicepcién frente a
estimulos mecanicos y quimicos, en diversos estudios se ha sefialado su falta de eficacia en
la produccion de antinocicepcion frente a estimulos térmicos en animales adulios (Hunter y
col. 1990, McLaughlin y cal. 1995, Schmauss 1987, Tyers 1980). Sin embargo esto no
ocurre en animales neonatales. Asi, se ha observado que los agonistas « PD 117302,
U69593 y C1-977 producen una clara antinocicepcidn en el test de la inmersion de la cola, en
ratas de 5 y 10 dias de edad (Kitchen y col. 1995a), el U50,488 produce antinocicepcién en
animales de 10 dias (Kehoe y Boylan 1994) y el CI-977 es efectivo en el test de tail-flick en
ratas de 3 dias de edad (McLaughlin y col. 1995). Nuestros resultados indican que el CI-977,

a la dosis de 50 ug/kg, produjo antinocicepcion en animales de 20 dias. En general, estos
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datos sugieren que la antinocicepcion frente a estimulos térmicos mediada por receptores k
podria ser particularmente importante en los neonatos, en comparacion con los animales
adultos, y podria tratarse de un mecanismo protector biologico durante el desarrolto
temprano.

En contraste con los resultados obtenidos con el alfentanil, la antinocicepcion
inducida por el agonista x no fue reducida significativamente por el tratamiento neonatal con
naltrindol. En la literatura relativa a la posible cooperatividad entre receptores opioides
existen pocas indicaciones acerca de las interacciones &/x. En un trabajo realizado
recientemente, si se han encontrado indicios de una interaccidon funcional entre los
receptores 8-k en raton, ya que se han encontrado pequerios incrementos en la densidad de
receptores cerebrales § en regiones no corticales de ratones Knockout para el receptor
(Slowe y col. 1999). Nuestros resultados sugieren que existe una interaccién entre los
receptores p y 8, pero no entre los x y & en la mediacién de la nocicepcion, en ratas macho
predestete.

En algunos estudios se observd que agonistas p como la morfina y el DAGO
indujeron depresion comportamental en ratas neonatales de 5-20 dias de edad, cuando los
animales fueron testados en condiciones similares a las del alojamiento habitual (Jackson y
Kitchen 1989a). Por el contrario, los resultados de nuestro trabajo indican que el agonista
selectivo p alfentanil causé un incremento en la deambulacién interna y la postura erguida
en el campo abierto (tablero sin agujeros}, un fest que supone un grado moderado de estrés.
Dada la bien conocida tendencia tigmotaxica de la rata, un incremento en la deambulacion
interna es indicativo de un descenso en la emotividad o ansiedad de los animales y la
postura erguida es un parametro relacionado con su actividad exploratoria (De Cabo y col.
1995). Asi, los resultados sugieren que el alfentanil disminuyé los niveles de
emotividad/ansiedad de los animales e incremento la actividad exploratoria de los mismos,

lo que coincide con estudios previos que muestran como sustancias opioides pueden
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facilitar el comportamiento exploratorio del animal en ambientes novedosos o aversivos (Van
Abeelen 1989). Las respuestas a alfentanil en el campo abierto no se vieron afectadas por el
tratamiento con el antagonista 3, a diferencia de los resultados obtenidos en el test
nociceptivo donde como ya hemos dicho se encontrd una interaccién entre el tratamiento
neonatal con naltrindo! y el tratamiento agudo con alfentanil. Estos resultados sugieren que
los receptores u y & que presumiblemente interaccionan en la modulacién de la
antinocicepcién podrian ser, al menos en parte, diferentes de los que estan implicados en
este tipo de respuestas comportamentales en el campo abierto. En un estudio realizado por
Bardo y sus colaboradores se encontré que la administracion crénica de naloxona (1mg/kg,
dos veces al dia) durante los primeros 21 dias de vida, produjo incrementos significativos en
los sitios de unién de [°H] naloxona en diversas areas del sistema nervioso central, un dia
despueés de la finalizacion del tratamiento, y que este efecto se vido acompafiado de un
incremento en la eficacia antinociceptiva de la morfina, pero no afectd a la hipoactividad
producida por este compuesto (Bardo y col. 1983b). Estos datos podrian sugerir una
implicacion diferencial de los receptores p (o de distintos subtipos de receptores ), en las
respuestas antinociceptivas y comportamentales, lo gue avalaria nuestra interpretacion
indicada mas arriba respecto a los diferentes resultados encontrados en [as respuestas
antinociceptivas y de actividad al alfentanil, en animales tratados crénicamente con
naltrindol.

En estudios en los que se han investigado las respuestas de ratas neonatales a
agonistas x, se ha visto que estos compuestos inducen hiperactividad en ratas de 3, 5, 10 y
15 y 17 dias de edad (Jackson y Kitchen 1989a, Kehoe y Boyian 1994, McDougall y col.
1999, McLaughlin y col. 1995). Por el contrario, los agonistas x y en particular el CI-977,
tipicamente inducen hipoactividad en ratas y ratones madurgs (Castellano y Pavone 1987,
Coltro Campi y Clarke 1995, Di Chiara e Imperato 1988, Hunter y col. 1990, Jackson y

Cooper 1986, MclLaughlin y col. 1995, Mucha y Herz 1985). Nuestros resuitados indican que
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el C1-977 indujo una marcada hipoactividad en el campo abierto en animales de 20 dias de
edad, lo cual se vio reflejado por un descenso significativo en la deambulacion externa y
total, un descenso de aproximadamente un 90% en ia frecuencia de postura erguida, y una
disminucion significativa en el grooming. Estos efectos noc se vieron afectados por el
tratamiento neonatal con naltrindol. En estudios anteriores (Jackson y col. 1989a) se
encontré que el U50,488H suprimié el grooming y €l comportamiento roedor en ratas de 20
dias de edad, mientras la actividad locomotora apenas se vidé afectada. Otros estudios
indican que los efectos del CI-977 sobre la actividad de animales de 21 dias de edad
parecen ser bifasicos, de manera que aparecen algunos efectos estimuladores a dosis bajas
(10 ng/kg) y descensos significativos en la actividad en el campo abierto a dosis altas (1000
pg/kg) (McLaughlin y col. 1995). Aunque esta dosis es mucho mayor que la utilizada en
nuestro estudio, parece que entre los dias 20-21 de edad hay cambios claros en los efectos
del CI-977 sobre la actividad de los animales, cuando se comparan con los efectos
producidos en ratas mas jovenes. Se ha propuesto que este hecho podria ser el reflejo de
una transicion, durante el desarrollo, en el sustrato que subyace a los efectos del CI-977
sobre la actividad (MclLaughlin y col. 1995). Algunos autores han confirmado el importante
papel que el proceso del destete parece jugar en el desarrollo del receptor opicide & (Kitchen
y col. 1995b). Resultaria de especial interés conocer la posible influencia de este proceso en
el desarrollo de las respuestas comportamentales mediadas por agonistas kappa, ya que
podria justificar los diferentes efectos encontrados a las distintas edades.

Concluyendo, el bloqueo funcional del receptor opioide & naltrindol durante los
primeros 19 dias de vida postnatal, mediante la administracién de naltrindol, bloqueé la
respuesta antinociceptiva a alfentanil, pero no afectd a fa antinocicepcion inducida por Ci-
977, en ratas macho predestete. Los resultados sugieren una interaccion funcional entre los
receptores p y & durante el periodo postnatal pero no entre los receptores 6 y x en la

mediacién de las respuestas antinociceptivas medidas en el test de la inmersion de la cola,
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sin embargo no se observa interaccion entre receptores 8-p 0 8-k en la mediacion de las

respuestas comportamentales registradas en el campo abierto.
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V.1.2. EFECTOS DEL TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL SOBRE LA
EVOLUCION DE LAS RESPUESTAS ANTINOCICEPTIVAS AL AGONISTA p MORFINA,

EFECTOS DE LA MANIPULACION DE LOS ANIMALES. DIFERENCIAS SEXUALES.

RESULTADQS

Latencias basales nociceptivas.

El andlisis de las respuestas basales al estimulo térmico reveld un efecto significativo
de la manipulacién postnatal (p<0,001). Las comparaciones post-hoc indicaron que los
animales no manipulados de ambos sexos, mostraron latencias nociceptivas basales
significativamente mayores comparados con los animales manipulados durante el periodo
neonatal (Figura 5). En todos los grupos de tratamiento, las hembras presentaron latencias
basales menores, es decir, una mayor sensibilidad al estimulo térmico, en comparacion con
los machos (Figura 5). No se encontré efecto significativo del tratamiento crénico con

naltrindol ni interaccion significativa entre el sexo y el tratamiento con naltrindol.

Respuestas antinociceptivas a morfina.

El analisis de los cocientes de latencia (15 frente a 30 minutos), en los animales no
manipulados inyectados con morfina, reveld una interaccion significativa entre el sexo y el
tiempo (p<0,05). El andlisis post-hoc indicd que el efecté de ia morfina se incrementd
significativamente entre los 15 y los 30 minutos en los machos pero no en ias hembras. De
acuerdo con este resultado, los cocientes de latencias obtenidos a los 30 minutos de la
administraciéon de la droga fueron significativamente mayores en machos que en hembras
(p<0,05) (Figura 6, zona superior). No se encontré interaccion significativa sexo-tiempo en

los grupos controles correspondientes inyectados con suero salino.
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El Anova de dos vias realizado con las areas bajo las curvas mostré un efecto
significativo de la manipulacion postnatal en machos (p<0,05), siendo los animales
manipulados los que presentaron los valores menores (Figura 6, zona inferior). Una vision
de los datos nos hace pensar que existe una interaccion entre la manipulacion y el
tratamiento agudo pero esta interaccién no fue estadisticamente significativa (p=0,17). De
hecho una comparacion multiple de las medias por Anova de una via reveld diferencias
significativas entre los animales tratados con morfina (p<0,05), pero no entre los controles
inyectados agudamente con suero salino (Figura 6, zona inferior). Estos resultados indican
que la manipulacion redujo el efecto antinociceptivo de la morfina en machos. En estos
animales no se encontré un efecto significativo de la administracién crénica de naitrindol
sobre la antinocicepcién inducida por morfina. Ni la manipulacion ni el tratamiento crénico
con naltrindol indujeron efectos estadisticamente significativos sobre la antinocicepcion
inducida por morfina en hembras. Sin embargo, comparando en un analisis los grupos no
manipulados con los grupos tratados con naltrindol, encontramos que las areas bajo las
curvas de las hembras tratadas con naltrindol fueron significativamente mayores que las
correspondientes a los animales no manipulados (p=0,01). Aunque la interaccion entre los
factores no resulté estadisticamente significativa, una comparacién miltiple de las medias
por Anova de una via mostré diferencias significativas entre los animales inyectados con
morfina (p<0,05), pero no entre los inyectados de forma aguda con suero salino (Figura 6,
zona inferior).

El posible antagonismo de la antinocicepcion inducida por morfina por el
pretratamiento con una inyeccion de naltrindo! fue estudiado analizando unicamente los
cocientes de latencia obtenidos a los 15 minutos de la administracion de morfina (pico
antinociceptivo). Los resultados indican que la administracion aguda de naltrindol no
antagonizd el efecto antinociceptivo de la morfina en los animales controles tratados

neonatalmente con suero salino: Machos: salino agudo; 1,15 + 0,10, morfina agudo: 1,79 +
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0,22, naltrindol agudo + morfina agudo (n=7): 2,61 + 0,45. Hembras: salino agudo: 1,72
0,16, morfina agudo: 3,14 + 0,53, naltrindol agudo + morfina agudo (n=7). 3,95 « 0,38. Sin
embargo en hembras tratadas neonatalmente con naltrindol, el efecto antinociceptivo de la
morfina fue reducido ligeramente por el pretratamiento con naltrindol de forma aguda: salino
agudo: 1,92 * 0,19, morfina agudo: 3,91 + 0,57, naltrindol agudo + morfina agudo (n=7}: 3,40
+ 0,42, lo que se deduce de la ausencia de diferencias significativas entre el grupo control

inyectado de forma aguda con suero salino y el grupo inyectado de forma aguda con

NTI+MF.
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EFECTOS DEL TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL Y LA MANIPULACION SOBRE
LAS LATENCIAS NOCICEPTIVAS BASALES EN ANIMALES NEONATALES.
TEST DE INMERSION DE LA COLA.
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Figura 5. Los valores representan la media + e.e.m. de 15-30 animales. NM: no manipuiados. SS: suero sglino. NTL: naltrindol.
* p<0.05 frente al grupo de machos. ] p<0,05 frente a los controles no manipulados.



EFECTOS DEL TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL Y LA MANIPULACION (DIAS 0-19) SOBRE LA ANTINOCICEPCION
INDUCIDA POR MORFINA EN ANIMALES NEONATALES (20 DIAS). TEST DE INMERSION DE LA COLA.
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DISCUSION

Existen evidencias que indican la existencia de diferencias sexuales en la nocicepcidn y
las respuestas antinociceptivas a morfina en roedores adultos (Bodnar y col. 1988, Cicero y col.
1997). Los resultados de este trabajo muestran que, en todos los grupos de tratamiento
neonatal, las hembras presentaron mayor sensibilidad al estimulo térmico comparadas con los
machos. Estos datos apoyan estudios previos que demuestran la existencia de diferencias
sexuales en respuesta a estimulos nocivos. Mientras unos autores encuentran una mayor
sensibilidad al dolor en los machos adultos frente a las hembras en el test de la inmersion de la
cola en agua caliente (Molfina y col. 1994), otros observan de acuerdo con nuestros resultados
que las hembras adultas presentan una sensibilidad mayor a los estimulos nocivos que los
machos (Bodnar y col. 1988, Fillingim y Maixner 1995). Nuestros resultados extienden este
ultimo descubrimiento a ratas neonatales.

Las ratas y ratones hembra adultas manifiestan una antinocicepcion inducida por
morfina significativamente menor que los machos (Bodnar y col. 1988, Cicero y col. 1997).
Cicero y sus colaboradores enceontraron que la antinocicepcion inducida por morfina
valorada en tres pruebas nociceptivas (placa caliente, tail-flick y contraccién abdominal) fue
mayor en machos que en hembras {tanto en maghitud como en duracién) {Cicero y col.
1996). Estas diferencias sexuales parecen ser un reflejo de diferencias inherentes en la
sensibilidad del cerebro a la morfina, mas que de una biodisponibilidad o un metabolismo de
la morfina diferente en ambos sexos (Cicero y col. 1997). De acuerdo con estos datos, en
nuestro trabajo, el efecto antinociceptivo de la morfina parece ser de mayor duracién en los
machos no manipulados que en las correspondientes hembras a [a edad de 20 dias. Se ha
encontrado dimorfismo sexual en la densidad de receptores opioides u centrales, y algunos
resultados sugieren que la direccidn de estas diferencias sexuales en el hipotalamo y el
cerebro entero podrian depender, al menos en parte, de la edad de los animales (De Cabo y

col. 1992a, Rimanoéczy y Vathy 1995).
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Se ha informado de que diversas variables pueden afectar la expresion de diferencias
sexuales en la potencia analgésica de la morfina, y se ha destacado la gran importancia del
genotipo en este aspecto, de forma que se ha descubierto que mientras en unas cepas de
raton los machos sonh mas sensibles a la morfina que las hembras, en otras ocurre
exactamente lo contrario (Kest y col. 1999). Estos datos sugieren la importancia del genotipo y
del sexo en la mediacion de la analgesia inducida por morfina y justifica las contradicciones
encontradas en algunas ocasiones en la literatura.

La capacidad de los estrogenos y la progesterona de modular la actividad
antinociceptiva espinal puede ser, en parte, la responsable de las diferencias sexuales
encontradas en respuesta a analgésicos (Dawson-Basoa y Gintzler 1997) ya que algunos
estudios encuentran que la administracion de androgenos a ratas hembra, atenua la diferente
sensibilidad al dolor valorada en el fest de ia inmersion de la cola en agua caliente, encontrada
entre ambos sexos (Molina y col. 1994). En nuestro caso, las diferencias sexuales en la
respuesta a morfina en animales neonatales podrian ser atribuibles a la accion de los
esteroides gonadales durante el periodo critico de diferenciacion sexual del cerebro, que en la
rata ocurre durante el periodo perinatal.

De acuerdo con estudios previos (Alberti y col. 1999, Antelo y col. 1998), asi como
con otros estudios realizados en este trabajo (ver apartados V.1.1., V.4.1), la administracion
cronica de naltrindo! no modificé las respuestas nociceptivas basales valoradas en el test de
la inmersién de la cola en agua caliente. Como ya hemos discutido (ver discusion del estudio
V.1,1) estos datos sugieren que el receptor § no juega un papel importante en el
establecimiento de la sensibilidad al dolor.

El estrées de la manipulacién postnatal incrementd la sensibilidad a estimulos
térmicos, tanto en machos como en hembras, como podemos comprobar por las [atencias
basales disminuidas en animales manipulados. Estos resultados contrastan con datos

previos, que indican que una manipulacién neonatal (retirada temporal de la madre para la
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inyecciéon de los pups con suero salino s.c. desde el dia 2 al 19 postnatal) incrementé los
umbrales nociceptivos en el test de tail-flick en ratones de 30 dias de edad (D"Amore y col.
1993). Los diferentes resultados pueden ser atribuibles a las diferentes especies empleadas.
De hecho, nuestros resultados parecen estar de acuerdo con datos previos que indican que
el estrés crénico normaimente produce un vaciamiento de las rutas cenirales opioides en
ratas (Madden y col. 1977), lo cual podria conducir a unos umbrales nociceptivos reducidos
en los animales manipulados.

Nuestros resultados indican que la manipulaciéon postnatal redujo significativamente
el efecto de la morfina en machos de 20 dias de edad. En otros estudios se ha encontrado
que la manipuiacion postnatal redujo el efecto antinociceptivo de la B-endorfina en ratones
macho (D'Amore y col. 1993). Diversos procesos de manipulacion estresante durante
etapas postnatales tempranas inducen la liberacion de B-endorfina por la hipdfisis, en crias
de rata (Iny y col. 1987). Se ha propuesfo que los procedimientos de manipulacion crénica
podrian producir una repetida y exagerada liberacion de -endorfina enddgena, que podria
conducir a una capacidad de respuesta reducida a la B-endorfina exdgena (D’Amore y col.
1993). La respuesta reducida a la morfina, en nuestros machos manipulados, podria
atribuirse a fenémenos de tolerancia cruzada entre la morfina exdgena y la B-endoifina
endégena. Se conoce poco acerca de la posible influencia del sexo en los efectos de la
manipulacion sobre las respuestas antinociceptivas a opioides durante el periodo postnatal.
Los resultados de este trabajo indican que la influencia del estrés de la manipulacion sobre
la antinocicepcion inducida por morfina fue mas marcada en machos que en hembras. Como
veremos en otro estudio enmarcado en esta Tesis Doctoral (apartado V.2), el mismo
proceso de manipulaciéon neonatal previno el aumento de corticosterona en respuesta al
estrés en machos, pero no modificod la respuesta de corticosterona al estrés en hembras.
Teniendo en cuenta estos datos, apuntamos la existencia de diferencias sexuales en los

efectos de la manipulacion, tanto sobre las respuestas antinociceptivas mediadas por
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opioides, como sobre las respuestas fisiologicas al estrés, en ratas neonatales, resultando
los machos los mas sensibles a dichos efectos. Este resultado también se ha observado en
ratas adultas, donde se ha visto que los machos son mas sensibles que las hembras a las
consecuencias del estrés sobre la nocicepcion y el contenido en B-endotfina en la sustancia
gris periacueductal (Aloisi y col. 1994).

La mayoria de las interacciones entre los receptores opioides p y 8 en la mediacion
de la antinocicepcion han sido estudiadas principalmente en roedores adultos (Heyman y
col. 1989ab, Kieffer 1999, Negri y col. 1995, Porreca y col. 1987b), mientras que existe poca
informacién acerca de dichas interacciones en ratas neonatales. En un estudio enmarcado
en esta Tesis ya hemos visto como el tratamiento crénico con naltrindol durante el periodo
predestete bloqued las respuestas antinociceptivas al agonista p selectivo alfentanil, en
machos a la edad de 20 dias (ver apartado V.1.1). Sin embargo, en un estudio previo vimos
gue no tuvo efecto en hembras de la misma edad (Antelo y col. 1998). Los presentes
resultados indican que el mismo tratamiento con naltrindol no afecté significativamente las
respuestas a morfina en machos de 20 dias de edad, lo que parece estar de acuerdo con los
resultados obtenidos en un estudio realizado en esta Tesis Doctoral (apartado V.3.) en el
que la administracion cronica de naltrindol no modificé el efecto de la morfina sobre las
respuestas de vocalizacion a estimulos eléctricos en machos adultos. Por el contrario, el
tratamiento crénico con naltrindol parecido modular positivamente las respuestas a morfina en
hembras de 20 dias de edad, posiblemente potenciando la influencia de la manipulacién,
dado que este procedimiento tendié a incrementar la antinocicepcién inducida por morfina
en este sexo. La comparacién de este estudio (utilizando morfina) con los resultados que
hemos obtenido utilizando alfentanil tanto en esta Tesis (apartado V.1.1.) como en estudios
previos (Antelo y col. 1998), pone de manifiesto que los efectos moduladores del tratamiento
neonatal crénico con naltrindol sobre la antinocicepcion mediada por receptores p opioides,

dependen tanto de! sexo como del agonista p utilizado. En ratones machos adultos, se ha
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observado que la administracion del agonista 8 DPDPE potencié los efectos antinociceptivos
producidos por los agonistas p morfina y normorfina, pero sin embargo las respuestas
antinociceptivas a otros agonistas p como el sufentanii, meperidina, metadona, DAMGO y
PLO17 no se vieron afectadas (Heyman y col. 1989b). Utilizando una aproximacion diferente
se ha encontrado, sin embargo, que el sinergismo con DPDPE fue mayor utilizando DAMGO
que utilizando morfina en ratas macho adultas (Malmberg y Yaksh 1992, Traynor y Elliot
1993). Estos resultados han conducido a proponer que podrian existir diferentes subtipos de
receptores p que podrian corresponder a p compejo ¥ I nocompicio » 108 cuales podrian ser
diferencialmente activados por diferentes agonistas opiocides p y, correspondientemente,
modulados de diferente manera por agonistas & enddgenos o exdgenos (Heyman y col.
1989b). De acuerdo con esta interpretacion, los diferentes efectos del tratamiento cronico
con naltrindol sobre las respuestas antinociceptivas a alfentanil (apartado V.1.1., Antelo y
col. 1998) y la morfina, podrian apoyar la implicacion de diferentes subtipos de receptores p
opioides. Por otra parte, se podria pensar que los diferentes resultados reflejasen
diferencias en la eficacia de los dos agonistas u y podrian estar relacionados con fendmenos
de acoplamiento u ocupacién de receptores alterados. Esta uitima explicacion parece estar
apoyada por datos recientes obtenidos de ratones deficientes en receptores p opioides. De
hecho, este tipo de estudios no ha revelado la existencia de diferentes genes que codifiquen
para diferentes subtipos de receptores opioides y, y se ha sugerido que la heterogeneidad
farmacologica podria derivarse de una respuesta variable del receptor p, en funcion del

ligando que interactia con €l o los efectores intracelulares que entran en funcionamiento

(Kieffer 1999).

Se ha propuesto que las acciones moduladoras de los agonistas 5 sobre la
antinocicepcién inducida por morfina, podrian estar mediadas a través de receptores
opioides 3, ya que la modulacién, pero no el efecto directo mediado por p, puede ser

antagonizado por antagonistas opioides & (Heyman y col. 1989b, Porreca y col. 1992).
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Nuestros resultados indican gue el efecto directo de la morfina no fue reducido por el
pretratamiento con una inyeccion aguda de naltrindol en ninguno de los sexos, lo que apoya
datos obtenidos previamente que indican que la dosis de naltrindol utilizada en nuestro
estudio antagoniza selectivamente los receptores 8, sin afectar a los p (Crook y col. 1992).
Otros autores, en estudios realizados con raton, tampoco encuentran reduccién de la
antinocicepcién inducida por morfina tras la administracién de naltrindol (2,5 mg/kg) en el
mismo test nociceptivo (Matthes y col. 1998) ni tras la inyeccion de dosis aun mayores (3
mg/kg) en la placa caliente (Narita y col. 1993). Sin embargo, encontramos que el
pretratamiento con una inyeccion aguda de naltrindol, redujo {a accidon moduladora positiva
del tratamiento cronico con naltrindol sobre la respuesta a morfina de hembras de 20 dias de
edad. Estos datos sugieren que la modulacion positiva de la antinocicepcion por morfina
inducida por la administracién cronica de naltrindol fue mediada por el receptor opioide 3.

En conclusion, los resultados indican que el estrés de manipulaciéon y ia
administracion crénica de naltrindol durante el periodo predestete afectaron a las respuestas
antinociceptivas a morfina en ratas neonatales, y ponen de manifiesto la importante

influencia del sexo en estos efectos.

pagina 138



Resultados y Discusion

V.2. IMPLICACIONES DEL RECEPTOR & EN LA MODULACION DE LA ACTIVIDAD
ADRENOCORTICAL DURANTE EL PERIODO NEONATAL. EFECTOS DEL SEXO Y DE LA

MANIPULACION.

EFECTOS DEL TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL Y LA MANIPULACION

SOBRE LA RESPUESTA DE CORTICOSTERONA AL ESTRES.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos directamente en esta Tesis Doctoral son todos los referidos a
machos, asi como los de hembras no manipuladas. Como ya se ha mencionado en la seccidn
de objetivos, los datos obtenidos en hembras manipuladas fueron parte de una Tesina que fue
realizada en el seno de nuestro grupo de investigacion y presentada recientemente {Anielo
1998). Los experimentos correspondientes a ambos trabajos se realizaron paralelamente y
siguiendo el mismo protocolo. Con objeto de facilitar una visién de conjunto adecuada, se
presentan ios resultadaos globatmente, tal como han sido publicados (Fernandez y col. 1899).

El andlisis de los datos reveld que los niveles basales de corticosterona fueron
significativamente mayores en las hembras controles no manipuladas que en los machos
correspondientes (p<0,05) (Figura 7). Los niveles basales de corticosterona fueron
significativamente menores en ef grupo de hembras inyectadas neonatafmente con suero salino
que en el grupo de hembras no manipuladas (p<0,05), lo que indica que la manipulacién redujo
los niveles basales de corticosterona en este sexo. Por el contrario, la manipulacion no tuvo un
efecto significativo sobre los niveles basales de corticosterona en machos (Figura 7). Los
grupos controles inyectados neonatalmente con suero salino no difirieron significativamente de

los tratados con naltrindol con respecto a la concentracion basal de corticosterona, de donde se
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deduce que el tratamiento neonatal con el antagonista & no afecto significativamente a esta
variable en ningln sexo (Figura 7).

Seglin lo esperado, en los animales controles no manipulados los niveles de
corticosterona aumentaron significativamente después del esfrés de natacion (p<0,05).
Asimismo se observo un incremento significativo en los niveles hormonales después del estrés
en hembras inyectadas con suero salino (p<0,05). Sin embargo no se encontraron diferencias
significativas entre los niveles de corticosterona basales y post-estrés en los machos
inyectados con suero salino, lo que indica que la manipulacidon previno el aumento de
corticosterona inducido por el estrés sélo en este sexo (Figura 7).

En hembras se encontro un efecto significativo del tratamiento neonatal con nalirindol:
asi como, seglin se ha expuesto, en las hembras no manipuladas y las tratadas neonatalmente
con suero salino el protocolo de estrés por natacién indujo un incrementeo significativo en [a
concentracién sérica de corticosterona, en las hembras tratadas neonatalmente con naltrindo!

este incremento no se predujo (Figura 7).
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DISCUSION

Nuestros resultados indican que existen diferencias sexuales en los niveles basales
de corticosterona en ratas de 25 dias de edad, ya que las hembras presentan niveles mas
altos que los machos. En estudios previos se ha sefialado la existencia de dimorfismo
sexual en la funcidon del eje HHA en la rata (Viveros y col. 1988). Diversos estudios indican
gue el eje HHA es mas activo en hembras que en machos tanto en condiciones basales,
como en respuesta a determinados estimulos estresantes como la restriccion (Kant y col.
1983). En nuestro estudio efectivamente, unos niveles basales superiores en hembras
pueden ser indicativos de un eje HHA mas activo en este sexo.

La elevacion de los niveles de hormona inducidos por el estrés, encontrados en los
animales controles no manipulados, confirma gue a los 25 dias de edad existe en la rata una
respuesta adrenocortical al estrés significativa, lo que también han confirmado otros autores
(Bailey y Kitchen 1987).

En cuanto a los efectos de la manipulacion durante el periodo predestiete,
ohservamos que afecto a los niveles basales de corticosterona unicamente en las hembras,
de forma que dicha manipulacion produjo una disminucién significativa en este parametro.
Algunos autores también han encontrado niveles basales de ACTH y corticosterona
disminuidos en animales de 14 dias que fueron manipulados durante ia infancia, frente a los
no manipulados (Walker y Aubert 1988). Los autores explican que estas diferencias pueden
refiejar una mayor susceptibilidad de las ratas no manipuladas frente al pequefio estimulo de
manipulacién que precede al sacrificio.

Asimismo, observamos que la manipulacion durante el periodo predestete previno,
en los machos, el esperado incremento en la concentracion de corticosterona tras el estrés
de natacion pero, sin embargo, no afecté la respuesta de corticosterona inducida por el
estrés en las hembras. Nuesiros resultados concuerdan con los de otros autores que

encontraron que la manipulacidn neonatal indujo una reduccidén en [a reactividad
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adrenocortical a partir de los 14 dias de edad. A esta edad y mas tarde, la secrecion de
ACTH frente al estrés estuvo marcadamente reducida en los animales manipulados cuando
se comparaba con los no manipulados (Walker y Aubert 1988). Nuestros resultados también
concuerdan con numerosos estudios del efecto de la manipulacion neonatal sobre la
actividad adrenoccortical en ratas adultas, en los que se encuenira una secrecion disminuida
de ACTH y corticosterona en respuesta al estrés en las ratas manipuladas (Durand y col.
1998, Meaney y col. 1989, Nurez y col. 1996, Smythe y col. 1996, Steimer y col. 1998,
Vallee y col. 1997). Por otro lado estudios previos han demostrade que diversos
fratamientos en la infancia aceleran la maduracion del sistema hipéfiso-adrenal (para
revision ver Gray 1991, Ilny y col. 1987). En nuestro trabajo la falta de respuesta de
corticosterona encontrada en los machos inyectados con salino parece indicar la tendencia
opuesta, esto es, que la manipulacién produce un posible alargamiento en el periodo de
hiporrespuesta al estrés. Los diferentes resultados obtenidos en otros trabajos podrian ser
atribuibles a diferentes tipos y/o periodos de manipulacion, diferencias en el tipo e intensidad
del estrés utilizado para activar la respuesta adrenocortical etc... Nuestros resultados
apuntan la posible importancia de todas estas variables, la existencia de efectos de la
manipulacion sobre la respuesta de corticosterona al estrés en ratas neonatales y de
diferencias sexuales en los efectos de dicha manipulacion.

En general, en la rata se ha observado que la administracién aguda de agonistas p,
8, y x opioides incrementa los niveles plasmaticos de corticosteroides (Ferri y col. 1982,
Gonzélvez y col. 1991,1994, Guaza y col. 1979, Hayes y Stewart 1985) y potencia los
incrementos en su secrecion que ocurren en respuesta al estrés (Buckingham 1982) en
ratas adultas. Se sugiere, que la accidn de estos opioides es mediada por receptores
opioides especificos en el hipotalamo. Unos autores sefialan que la actividad moduladora de
los agonistas opicides sobre el eje HHA esta ausente o al menos severamente reducida en

neonatos hasta aproximadamente los 45 dias de edad (Bailey y Kitchen 1987), mientras que
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otros han observado un control significativo de la funcion del eje HHA por opioides en ratas
de 10 dias de edad, de forma que agonistas p y x produjeron aumentos en la secrecion de
ACTH y corticosterona. Asi, existiria un control opioide del eje HHA durante el desarrollo
postnatal temprano, incluso antes del comienzo del periodo de hiporreactividad al estrés
{Adamson y col. 1991).

En nuestro estudio el fratamiento crénico con naltrindol, no modifico
significativamente la concentracion basal de corticosterona en ningin sexo. Sin embargo, en
hembras se observdé un claro efecto del tratamiento con naltrindol sobre los niveles
hormonales registrados tras el estrés. De hecho, este grupo no mostré un incremento
significativo en los niveles de corticosterona tras el estrés producido por [a natacion. Estos
resultados indican que el bloqueo funcional del receptor opioide & durante el periodo
predeste afecta considerablemente la reactividad adrenocortical a un tipo de estrés en el
que esta claramente implicado el sistema opicide, y que dicho receptor puede jugar un
importante papel modulador de la actividad del eje HHA bajo condiciones estresantes en

ratas jovenes. Estudios previos han sugerido que mas que los receptores &, son los

receptores opioides p los que estan implicados en la regulacidon de la respuestas de
corticosterona al estrés en roedores adultos (Degli Uberti y col. 1995, Hart y col. 1985,
Kitchen y col. 1984). En la respuesta de corticosterona al estrés podrian estar implicados
diferentes tipos de receptores opioides, dependiendo del estadio del desarrollo. De hecho,
esto parece ser cierto en la analgesia inducida por estrés mediada por opioides (Antelo y
col. 1998). En estudios previos de nuestro grupo de investigacion, encontramos que el
mismo tratamiento con naltrindo! produjo una reduccion en la respuesta antinociceptiva
inducida por el mismo tipo de estrés en hembras de 25 dias (Antelo y col. 1998). Este
resultado, junto con la reduccion significativa en la respuesta de corticosterona al estrés
observada en nuestras hembras tratadas con naltrindol, nos llevan a sugerir que la

integridad de la funcién del receptor opioide & podria ser necesaria para la expresion de
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respuestas adaptativas funcionales y comportamenfales al estrés en ratas neonatales.
Ademas, la respuesta de corticosterona al estrés parece ser un valido correlato
neuroendocrino de la analgesia inducida por estrés en ratas hembras de 25 dias de edad.
En conclusion, la manipulacién neonatal disminuyé los niveles basales hormonales en
hembras y previno la elevacion de corticosterona en respuesta al estrés en machos de 25 dias
de edad, indicando la existencia de diferencias sexuales en los efectos de la manipulacién. El
tratamiento cronico con naltrindol durante el periodo predestete previno el aumento de
corticosterona inducido por estrés en hembras de 25 dias pero no en machos, lo gue indica que
el receptor opicide & podria jugar un papel importante en la modulacion de la reactividad

adrenocortical durante el periodo postnatat en hembras pero no en machos.
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V.3. ESTUDIO SOBRE INTERACCIONES FUNCIONALES ENTRE RECEPTORES p-5 CON
ESPECIAL ATENCION A LA DIMENSION AFECTIVA DEL DOLOR, EN ANIMALES

ADULTOS.

EFECTOS DEL TRATAMIENTO CRONICO CON NALTRINDOL SOBRE LAS RESPUESTAS

ANTINOCICEPTIVAS AL AGONISTA p MORFINA.

RESULTADOS

Respuestas basales.

Se analizaron los datos de todos los animales incluidos en el estudio mediante un
fest de Student. Los resultados obtenidos indicaron que el tratamiento cronico con naltrindoi
no afecté significativamente las respuestas basales (animales inyectados con suero salino,
n=27, retirada de la cola: 0,65 £ 0,03; vocalizacién durante el estimulo: 1,99 % 0,08;
vocalizacion post-descarga: 3,1 £ 0,2. Animales tratados con naltrindol, n=27, retirada de la
cola: 0,65 £ 0,04; vocalizacion durante el estimulo: 1,85 + 0,09; vocalizacion post-descarga:

3,0 £0,2).

Respuestas a morfina.

El Anova de dos vias (factores: tratamiento crénico, tratamiento agudo) aplicado a los
% MPE obtenidos de los diferentes grupos experimentales fue realizado para cada
respuesta registrada (motora, vocalizacidbn durante la descarga y vocalizacion post-
descarga). Estos analisis revelaron efectos significativos de! tratamiento agudo para la
vocalizacion durante el estimulo y la vocalizacién post-descarga (ps<0,0001), sin embargo
no se encontraron efectos significativos del tratamiento crénico con naltrindol o interaccion

entre factores para estas respuestas. El analisis post-hoc reveld diferencias significativas
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entre los grupos controles inyectados con suero salino y los otros dos grupos inyectados con
2 6 5 mgrkg de morfina, asi como entre estos dos dltimos grupos (ps<0,05). Como muestran
las Figuras 9 y 10, la morfina incrementd significativamente los umbrales para la
vocalizacion durante el estimulo y la vocalizacion post-descarga de forma dosis
dependiente, y se puede observar como la vocalizacion post-descarga fue la mas sensible a
los efectos de! ageonista u opioide. Ef tratamiento crénico con naltrindol no modificd estas
respuestas, asi se encontraron los mismos efectos en los animales inyectados con suero
salino que en los tratados con el antagonista & opioide. La respuesta motora (retirada de la
cola) no fue afectada significativamente ni por la administracion crénica de naltrindol ni por

ninguna de las dosis de morfina utilizadas en este estudio (Figura 8).
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Figura 8. Los histogramas representan la media + e.e.m de 8-10 animales.
S8: suero salino; MF2: morfina 2 mg/kg; MF5: morfina 5 mg/kg.
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DISCUSION

La mayor parte de los datos disponibles en la literatura acerca de la interaccion entre
los receptores opioides p y & hacen referencia a respuestas nociceptivas que implican
reflejos coordinados a nivel espinal (Heyman y col. 1989a, Kamei y col. 1992, Negri y col.
1995, Porreca y col. 1987b), mientras que la dimension afectiva del dolor ha sido menos
estudiada. El test nociceptivo utilizado en este trabajo, permite la evaluacion de tres
respuestas nociceptivas que parecen estar reiacionadas con sistemas reguladores del dolor,
existentes a distintos niveles del sistema nervioso central. Asi, la respuesta motora y la
vocalizacion durante el estimulo se ha sugerido que son respuestas integradas a nivel de la
médula espinal y el tronco cerebral caudal respectivamente, mientras la vocalizacion
después de la descarga se considera mediada a nivel de diencéfalo o estructuras limbicas y
es un reflejo del componente afectivo del dolor (Borszcz 1995, Carrol y Lim 1980, Noble y
col. 1997).

Nuestros resultados indican que el tratamiento crénico con nalfrindol no modifica las
respuestas basales registradas en el test. Estos datos sugieren que el receptor opioide 6 no
juega un papel tonico en el establecimiento de la sensibilidad al dolor frente a la
estimulacién eléctrica, a ninguno de los niveles del sistema nervioso central en [os que estan
integradas cada una de las respuestas registradas en la prueba. Estos resultados
concuerdan con otros obtenidos previamente en estudios realizados en nuestro grupo de
investigacion (Alberti y col. 1999, Antelo y col. 1998) asi como en esta Tesis (apartados
V.11, V1.2, V.4.1) en los que un tratamiento crénico con naltrindol a la misma dosis
durante el periodo predestete no modificd las latencias basales nociceptivas en ratas

neonatales, en el test de la inmersion de la cola.
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En nuestro estudio, encontramos que la vocalizacién durante el estimule y la
vocalizacién postdescarga se vieron afectadas significativamente por la administracion de
morfina a las dosis de 2 y 5 mg/kg, y lo hicieron de manera dosis dependiente. Ademas,
observamos que la vocalizacion postdescarga fue la respuesta mas sensible a los efectos
del agonista opioide p. Sin embargo, no se observaron efectos significativos de ninguna de
las dosis de moffina sobre la respuesta motora. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos previamente en otros estudios en los que una dosis de morfina de 3 mg/kg afecto
la respuesta de vocalizacién durante el estimulo y [a respuesta mas sensible fue la
vocalizacion postdescarga, sin embargo la respuesta motora no se vio afectada (Valverde y
col. 1996). Los mismos autores también encontraron, que la dosis méas baja que indujo una
inhibicidn significativa de la respuesta motora fue 9 mg/kg. Sin embargo, nosotros
observamos en estudios piloto, que la dosis de 20 mg/kg de morfina no fue suficiente para
afectar consistentemente la respuesta motora.

Utilizando los inhibidores de enzimas del metabolismo de las encefalinas RB 101 y
RB 120, se encontro que sélo las dosis mayores aumentaron los umbrales para la respuesta
motora, mientras que las dosis menores unicamente afectaron a Ila vocalizacion
postdescarga (Nobie y col. 1992, 1997). Asi, la respuesta mas sensible a morfina y a la
modulacién por enzimas del metabolismo de encefalinas es la vocalizacién postdescarga,
integrada a nivel de estructuras neurales relacionadas con la dimension emocionalfafectiva
del dolor, mientras el reflejo espinal parecer ser el menos afectado por estos compuestos.
También se ha sefialado, que el efecto antinociceptivo del RB 101 sobre la respuesta
motora, fue revertido por la administracién aguda de naltrindol, mientras que las respuestas
de vocalizacion parecieron implicar 1a activacion del receptor opioide pu (Noble y col. 1992).
En esfudios anteriores en los que se utilizaron tratamientos crénicos con naloxona y

agonistas opioides k, se sugiere que [a respuesta de vocalizacion frente a la estimuiacion

eléctrica esta mediada por receptores p sin la contribucién de receptores x (Millan y col.
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1988, Millan 1989, 1990). Tomados en conjunto, estos datos ponen de manifiesto la
importancia de los mecanismos supraespinales en las respuestas antinociceptivas mediadas
por receptores opicides p. Nuestros datos también parecen estar de acuerdo con estudios
previos, en los que las vocalizaciones ultrasénicas de ratas fueron consideradas una posible
expresion de la respuesta afectiva al dolor. Comparando los efectos de la morfina sobre
diversas respuestas a estimulos aversivos, se encontro que la morfina disminuyd
especificamente y de manera dosis dependiente las frecuencias ultrasonicas altas, a dosis
que no afectaron la retirada refleja de la cola ni el comportamiento social y motor. El efecto
especifico de la morfina sobre la vocalizaciones ulfrasonicas, puede relacionarse con la
descripcion que hace el hombre de la analgesia inducida por morfina, en la que sefiala que
la modulacién del componente afectivo del dolor es mas potente que la del componente
sensorial (Haney y Miczek 1994).

La ausencia de efecto del tratamiento crénico con naltrindol sobre los efectos de la
morfina en las respuestas de vocalizacion, indican que el receptor opiocide & no esta
involucrado en los mecanismos supraespinales en los que estas respuestas parecen estar
organizadas, y sugiere que no existe interaccion p-8 en la modulacién de las respuestas
afectivas a la estimulacion eléctrica dolorosa. Los presentes resultados concuerdan con los
que de otros autores que han visto que en ratones Knockout para el receptor p, los
agonistas & DPDPE y deltorfina !l producen un menor efecto antinociceptivo en el test de la
inmersion de la cola en agua caliente, mientras que no se encontré reduccion significativa en
la antinocicepcion mediada por receptor & en ¢l fest de la placa caliente. Estos resultados
pueden indicar que la cooperatividad p-5 en la antinocicepcion opioide podria ocurrir a nivel
espinal (Matthes y col. 1998). Ademas, como ya hemos comentado, en otros trabajos
unicamente se han observado cambios sutiles en la expresidn de receptores cerebrales & y

¥k, en animales Knockout n (Kitchen y col. 1997), lo que sugiere la ausencia de una
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regulacion compensatoria a la alta de los receptores & y x en el cerebro de estos animales
mutantes.

En los resultados expuestos en el apartado V.1.1. vimos como un tratamiento cronico
neonatal con naltrindol bloqued las respuestas antinociceptivas al agonista p alfentanil
valoradas en el test de la inmersién de la cola, en ratas machos neonatales. Los diferentes
resultados obtenidos en este ofro estudio, podrian deberse a los diferentes estimuios
dolorosos utilizados. De hecho, datos previos indican que las interacciones p-6 no estan
implicadas de la misma manera en la respuesta a diferentes estimulos dolorosos,
posiblemente como consecuencia de mecanismos regionales selectivos (Matthes y col.
1998). También debe considerarse el hecho de que podrian activarse diferentes tipos de
receptores opioides a diferentes estadios del desarrollo, como hemos demostrado en la
antinocicepcion inducida por estrés {(Antelo y col. 1998). En estudios previos se ha
encontrado que el agonista 5 DPDPE atenud las vocalizaciones ultrasénicas emitidas por
ratas hembras adultas duranie interacciones agresivas, 1o que sugiere un posible papel
fisiolégico de los receptores & en las reacciones afectivas y defensivas (Haney y Miczek
1995). Existen, al menos, dos posibles explicaciones para los diferentes resultados
obtenidos en este trabajo. En primer lugar, el diferente tipo de estimulo utilizado para
desencadenar las diferentes reacciones a situaciones aversivas, y en segundo lugar la
diferencia en el sexo de los animales utilizados, hembras en el caso del informe arriba
mencionado (Haney y Miczek 1995) y machos en nuestro estudio. De hecho esta bien
documentada en la literatura la importante influencia del sexo en la sensibilidad al dolor y la
modulacion del mismo (Alberti y col. 1999, Haney y Miczek 1994, Mogil y Belknap 1997,
Romero y col. 1988), y estudios previos también apuntan la existencia de diferencias
sexuales con respecto a la interaccion entre tipos de receptores opioides, de forma que en
esta Tesis ya hemos visto, que el tratamiento crénico con naltrindol bloqued la respuesta

antinociceptiva al agonista p alfentanil, en el fest de le inmersion de la cola, en ratas macho
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neonatales (apartado V.1.1), pero no lo hizo en hembras (Antelo y col. 1998); sin embargo
en éstas moduld positivamente 1a respuesta antinociceptiva a morfina en el mismo test
nociceptivo (apartado V.1.2).

En conclusion, el disefio experimental de este trabajo en el que se combina un
tratamiento crénico con nailtrindol, con la respuesta a morfina en el fest de estimulacién
eléctrica de la cola, constituye una nueva aproximacion al estudio de la interaccién opioide
p-8. Los resultados indican que la respuesta de vocalizacion mediada a niveles
supraespinales y que es un reflejo de la dimension afectiva del dolor, esta mediada

especificamente por el receptor p sin una contribucion aparente del receptor opioide 3.
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V.4. ESTUDIO SOBRE IMPLICACIONES FUNCIONALES DEL RECEPTOR 6 EN EL

DESARROLLO Y MODULACION DE RESPUESTAS COMPORTAMENTALES Y

FISIOLOGICAS AL ESTRES. CORRELACIONES NEUROQUIMICAS.

V.4.1. EFECTOS DE TRATAMIENTOS AGUDO Y CRONICO CON NALTRINDOL SOBRE

RESPUESTAS NOCICEPTIVAS Y COMPORTAMENTALES EN ANIMALES NEONATALES.

RESULTADOS

Para evaluar el efecto del tratamiento neonatal con naltrindol sobre las latencias
basales en el test de la inmersion de la cola, se analizaron los datos de todos los animales
incluidos en el estudio mediante el test de Student. El analisis no reveld efectos significativos
del tratamiento neonatal (animales tratados neconataimente con suero salino: 1,73 £+ 0,12.
n=20, animales tratados neonatalmente con naltrindol: 1,87 + 0,09. n=19) sobre dichas
latencias.

El Anova de dos vias (factores: tratamiento neonatal, tratamiento agudo) aplicado a
los cocientes de latencias obtenidos en la prueba de inmersidn de la cola, reveld un efecto
significativo del tratamiento neonatal (p=0,01). No se encontraron efectos significativos del
tratamiento agudo, ni se vio interaccion significativa entre tratamientos. El analisis post-hoc
mostré que los animales tratados neonatalmente con naltrindol, tratados de forma aguda con
suero o naltrindol, presentaron cocientes de latencias inferiores a los que presentaban los
tratados neonatalmente con suero salino (p<0.05} (Figura 11).

El Anova aplicado a los datos obtenidos en el tablero sin agujeros reveld efectos
significativos del tratamiento agudo sobre la deambulacion externa y total (ps<0,001), postura
erguida (p=0,01} y grooming (p<0,05). Asimismo se observé un efecto significativo del

tratamiento neonatal sobre la deambulacion total (p<0,05). No se encontré interaccion
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significativa entre el tratamiento neonatal y el tratamiento agudo en ninguno de los parametros
analizados en esta prueba. El analisis post-ioc mostré que la administracién aguda de
naltrindol produjo una disminucion en la deambulacion externa, deambulacion total y postura
erguida (p<0,05), y un aumento significativo del grooming (p<0,05) tanto en los animales
tratados con suero salino como en los tratados con naltrindoi durante el periodo neonatal
(Tabla 2). El tratamiento neonatal con naltrindol produjo un aumento significative en la
deambulacion total de los animales {(p<0,05) y un aumento residualmente significativo en la
deambulacion externa (p<0,1). Estos efectos se observan de manera mas clara en los
animales que recibieron SS de forma aguda, aunque la interaccion entre factores no llega a ser
significativa ni en la deambulacion total (p= 0,17), ni en la externa (p=0,13) (Tabla 2, Figura 12).
El efecto de la administracion aguda de naltrindot sobre el grooming también se observa mas
claramente en los animales tratados neonatalmente con suero salino, a pesar de que la
interaccién no resultd significativa.

Se puede observar que la n que se presenta en el estudio nociceptivo oscila entre 8-10
individuos, cuando la que se presenta en el tablero sin agujeros es de 10 individuos por grupo
experimental. Esta diferencia se debe a que no se presentan los resultados obtenidos en la
prueba nociceptiva para uno de los animales, ya que ocurrid un error de registro en su latencia.
Asi, se analizaron los resultados obtenidos del comportamiento de dicho animal en el tablero

sin agujeros, pero se excluyeron los obtenidos en la prueba nociceptiva.
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COCIENTE DE LATENCIAS

TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL (DIA 0-19)
RESPUESTA A NALTRINDOL
TEST DE INMERSION DE LA COLA
MACHOS DE 20 DIAS

SEEE B

SALINO NALTRINDOL

TRATAMIENTO NEONATAL

Figura 11. Los histegramas representan la media £ e.e.m de 9-10 animales.
*p<0,05 diferencias entre los grupos de distinto tratamiento neonatal.
S$S: suero salino, NTI: naltrindol.



CAMPO ABIERTO (TABLERO SIN AGUJEROS)
MACHOS DE 20 DIAS DE EDAD )
TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL (DIA 0-19)

RESPUESTA A NALTRINDOL.
TRATAMIENTOS PARAMETROS
AGUDO NEONATAL DE DI DT PE G DEF
SS 167,3£7,0 61,945,1 229,249,5 43,0£3,1 1,310,2 0,410,2
S8
NTI 203,4+12,9 71,948,7 275,349,2 47,1+51 1,56+0,3 0,4+0,3
SS 143,3+12,1 56,116,5 199,4+15,7 34,4425 2,740,6 0,0+£0,0
NT[ * * * *
NTI 146,219,5 62,9191 209,1£15,7 35,0+4,3 1,840,3 0,31£0,2

Tabla 2. Los valores corresponden a la media + e.e.m. de 10 animales. $S: suero salino; NTI; naltrindol.
DE: deambulacion externa; DI: deambulacién interna, DT: deambulacién total, PE: postura erguida, G: grooming, DEF: defecacion.
Efecto significativo del tratamiento neonatal sobre la deambulacion total (p<0,05).
* p<0,05 frente a los grupos tratados de forma aguda con SS



N® DE ENTRADAS A CUADRANTES

FRECUENC)A

DEAMBULACION EXTERNA

CAMPO ABIERTO (TABLERO SIN AGUJEROS)
MACHOS DE 20 DIAS DE EDAD ]
TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL (DiA 0-19)
RESPUESTA A NALTRINDOL.

DEAMBULACION TOTAL
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Figura 12. Los histogramas muestran la media + e.e.m. de 10 animales.
* p<0,05 frente al grupo tratado de forma aguda con suero salino.
1l p<0,05 diferencias entre los grupos de tratamiento neonatal.

88S: suero salino, NTI: naltrindol.
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DISCUSION

La inmensa mayoria de los trabajos sobre efectos de ligandos del receptor & (sobre
todo los referidos a antagonistas) sobre nocicepcidn y comportamiento se refieren a
animales adultos, por lo que es 2 ellos a los que nos referiremos generalmente en Ja
discusion de este apartado. Por la razén expuesta, los resultados obtenidos en nuestro
estudio con animales de 20 dias resultan particularmente novedosos.

Los resultados obtenidos en la prueba nociceptiva de la inmersion de la cola de estos
animales, indican que el tratamiento crénico neonatal con naltrindol no modificé fas latencias
basales obtenidas en esta prueba. Estos datos concuerdan con los oblenidos en otros
experimentos realizados en esta Tesis Doctoral (apartados V.1.1., V.1.2)), asi como con
frabajos previos de nuestro grupo (Antelo y col. 1998, Alberti y col. 1999) y refuerzan la
interpretacién de que el receptor & no parece ejercer un control tonico en el establecimiento
de la sensibilidad al dolor (ver discusion de apartado V.1.1).

La inyeccidbn aguda de una dosis de 1mg/kg de nalfrindol no maodificé
significativamente los cocientes de latencias obtenidos a los 15 minutos de su
administracion, en animales de 20 dias de edad. De acuerdo con nuestros resultados, otros
autores tampoco encuentran efectos intrinsecos del naltrindol (2,5 y 3 mg/kg) scbre los
umbrales nociceptivos valorados en el test de la inmersién de la cola y el fest de la placa
caliente en raton (Matthes y col. 1998, Narita y col. 1993). Estudios realizados por otros
autores indican que unicamente la dosis de 10 mg/kg de naltrindol fue capaz de producir, a
los 30 y 45 minutos de su administracién, aumentos significativos en las latencias
nociceptivas de ratas de 45-50 dias de edad, obtenidas en el test de la inmersidn de la cola,
efecto que sugieren podria ser debido a una cierta actividad de! naltrindo! como agonista
parcial o bien a la produccién de algan metaholito activo. En el caso del naitrindol tuviera

alguna accion como agonista parcial, debe ser a dosis altas, ya que en este mismo estudio,
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las dosis de 0,3 y 1mg/kg no modificaron las latencias nociceptivas a ninguno de los tiempos
estudiados (15, 30, 45 y 60 minutos) (Jackson y col. 1989). En estudios realizados por otros
autores se ha visto que la administracion intracerebroventricular de los antagonistas
selectivos 8 ICI 154129 o ICl 174864 produjo antinocicepcion en el test de la contraccion
abdominal inducida por la inyeccion de acido acético en ratén (Leander y col. 1988). Otros
autores encontraron, a dosis muy altas, actividad antinociceptiva del naltrindol en el test de!
acido acético en ratén, y explican que podria estar mediada a través de receptores x dado
que, en su estudio, el antagonista x nor-binaltorfimina inhibid significativamente el efecto
antinociceptivo del naltrindol (Takemori y Portoghese 1992).

Independientemente del tratamientc agudo recibido, los animales tratados
neonataimente con naltrindol mostraron cocientes de latencia significativamente inferiores a
los controles tratados neonatalmente con salino. E! cociente de latencias ligeramente
aumentado en estos Ultimos grupos (cocientes entre 1 y 1,5) podria ser debido al estrés
ocasionado por el propio protocolo de prueba. Dicho protocolo presumiblemente podria
haber producido una cierta antinocicepcion inducida por estrés que se detectd con los
tiempos de registro de este experimento. El hecho de que este efecto no se observe en los
animales tratados neonatalmente con naltrindol (cocientes de aproximadamente 1) indica
que el blogueo funcional del receptor & mediante el tratamiento crénico con naltrindol evito la
modesta antinocicepcion inducida por estrés. No resulta improbable que esta
antinocicepcion implique al receptor p, en cuyo caso, los presentes resultados podrian
constituir una indicacion indirecta de interaccion p-8 que, como ya hemos visto, quedd
demostrada de forma clara en el estudio realizado con el agonista alfentanil en machos de
20 dias de edad, que ya ha sido discutido en un apartado anterior.

Los resultados obtenidos en la prueba de comportamiento, realizada & minutos
después de la prueba nociceptiva, indican que ia administracién aguda de naltrindol provocé

un descenso significativo de la deambulacion externa, total y postura erguida en el tablero
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sin agujeros. Estos resultados confirman estudios previos de nuestro grupo de investigacion
en los que obtuvimos datos indirectos acerca de un posible efecto inductor de hipoactividad
del naltrindo! a esta edad (Viveros y col. 1997). A ia vista de los efectos que produce el
naltrindol sobre la deambulacion parece claro que este antagonista 8, administrado de forma
aguda, produce hipoactividad en animales neonatales. Estos resultados concuerdan con
otros estudios donde se ha encontrado que el naltrindol indujo depresién en la actividad
motora de animales adultos (Jones y col. 1993). Se han realizado estudios en los que se ha
encontrado, que la administracion intraventricular del agonista 8 DPDPE a ratones adultos,
produce una hiperactividad locomotora horizontal (Mickley y col. 1990) y que Ia
administracion de agonistas & en ratoén adulto afecta a la locomocion, incrementando la
exploracion, la postura erguida y el olfateo (Longoni y col. 1991, Morelli y col. 1989). Otros
autores han encontrado que la administracién de agonistas selectivos & -DTLET,
DSTBULET, BUBU- o de inhibidores del catabolismo de las encefalinas -kelatorfan- a ratas
macho adultas, induce hiperactividad en ambienies familiares (actimetro), no familiares
(tablero de agujeros) e inductores de miedo {campo abierto), efectos que se ven suprimidos
por naloxona y antagonistas selectivos & como el ICl 174,864 o el naltrindol (Calenco-
Choukroun y col. 1991). Por otro lado, otros autores han encontrado que la administracién
central de diversos antagonistas opioides reduce la actividad. Asi se ha visto que el
antagonista opioide f-clornaltrexamina, reduce la actividad locomotora en ratéon adulto
(Kozak y col. 1995) y que la hiperactividad motora inducida por anfetamina en roedores es
reducida por antagonistas generales (Hitzemann y col. 1982, Hooks y col. 1992, Swerdlow y
col. 1987) y antagonistas 3 (naitrindol), 8; (DALCE) y &, (NTII) (Jones y col. 1893). En
general se ha observado que la administracién periférica de los antagonistas naloxona y
naltrexona produce disminuciones dosis dependientes de la actividad exploratoria y

ambulatoria, en pruebas que implican novedad, tanto en rata (Arnsten y Segal 1979, File
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1980, Katz 1979, 1988, Rodgers y Deacon 1979, Schmajuk 1984), como en raton
(Castellano y Puglisi-Allegra 1982, Grevert y Goldstein 1977, Katz y Gelbart 1978).

En nuestro estudio, la administracion aguda de naltrindol produjo ademas de un
descenso en la actividad motora horizontal, un descenso significativo en la tasa de postura
erguida. Algunos autores han encontrado que la administracion de agonistas selectivos 8
como el DPDPE produce incrementos en la tasa de postura erguida en rata adulta que son
reducidos selectivamente por la inyeccion del antagonista selectivo § ICI 174864 (Cowan y
col. 1986). Otros autores encontraron un fuerte incremento en la locomocidén y postura
erguida en la prueba de campo abierto tras la administracion del inhibidor del metabolismo
de las encefalinas kelatorfan en el area tegmental ventral, lo que sugiere una actividad
fasica del sistema endégeno encefalinérgico en dicha area. Estos efectos fueron bloqueados
por la administracion previa de naltrindol, sugiriendo que la activacion de las vias
dopaminérgicas mesolimhicas podrian estar controladas por las encefalinas enddgenas, a
través de la activacion selectiva, o al menos preferencial de los receptores opioides &, en el
area tegmental ventral, como ya observaron en el nicleo accumbens Maldonado y sus
colaboradores (Maldonado y col. 1990) (Calenco-Choukroun y col. 1991). La postura erguida
puede considerarse en esta prueba un indice de la actividad exploratoria del animal. Segun
nuestra interpretacion nuestros resultados indican que la administracion aguda del
antagonista & naltrindol reduce la actividad exploratoria de los animales neonatales en esta
prueba. Asi pues, teniendo en cuenta los resultados de otros autores y los obtenidos por
nosotros en este estudio, los agonistas & parecen inducir aumentos de la deambulacion y de
la postura erguida en animales adultos, mientras que ios antagonistas & parecen inducir
hipoactividad tanto en animales adultos como neonatales.

La administracién aguda de naltrindol no produjo efectos significativos sobre la
deambulacion interna, ni sobre la tasa de defecacién, pero indujo un aumento significativo

en fa tasa de grooming. El grooming puede considerarse una pauta liberadora de estrés; de
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acuerdo con esta interpretacion la administracion de naltrindol produciria en el animal un
cierto grado de estrés, lo que estaria de acuerdo con el supuesto efecto ansiolitico asignado
a las encefalinas enddgenas (Koning y col. 1996). En todo caso, la ausencia de efecto sobre
la deambulacién interna (otro parametro indicativo del nivel de emotividad) indica que el
antagonismo agudo del receptor & no induce un aumento global en la emotividad del animal.
El aumento del grooming sugiere un efecto especifico sobre ciertos componentes de la
respuesta al estrés.

En cuanto a los pocos estudios encontrados de los efectos de agonistas o
antagonistas & opioides en animales negnatales, la administracion del agonista selectivo 3
DPDPE (0,1-10 mg/kg) a ratas neonatales de 5, 10 y 20 dias de edad no modifico
significativamente la actividad general de los animales (locomocion, postura erguida,
grooming etc...). Los autores explican que la falta de efecto del agonista & podria ser
consecuencia del desarrollo tardio del receptor 8 (Jackson y Kitchen 1988a). Este resultado
concuerda con el encontrado previamente por nuestro grupo de investigacion en el que la
administracion aguda de DPDPE (4 mg/kg) a ratas macho de 20 dias no produjo
modificacién significativa en los parametros registrados en el tablero sin agujeros (Viveros y
col. 1997). Las diferencias encontradas en los efectos comportamentales de agonistas
exogenos & opioides en neonatos y adultos, sugieren que el papel fisioldgico de este
receptor puede ser diferente en las distintas etapas del desarrollo. En todo caso, los efectos
marcados saobre la actividad motora observados en el presente trabajo tras la administracién
del antagonista & naltrindol, indican la implicacion del receptor & en ia modulacion de la
actividad motora.

Existen discrepancias acerca del papel tonico que juegan los péptidos opioides en la
locomocion. Como indicamos mas arriba, numerosos estudios indican que los antagonistas
opioides inducen hipoactividad. Sin embargo, otros datos parecen contradictorios con esta

idea, asi algunos autores no encuentran cambios en la locomocion con la administracion de
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los antagonistas naltrexona (Balcells-Olivero y Vezina 1996, Kelley y col. 1996, Zhang y col.
1996) naloxona (Philopena y col. 1996), naloxonacina (Kelley y col. 1996) y B-funaltrexamina
(Kelley y col. 1996), mientras que otros datos indican que la naloxona y el naltrindol
inyectados en el nicleo accumbens atenuan la locomocion y que la inyeccion de naloxona
en el nicleo septal medial la estimula (Kelley y col. 1996). Estos Ultimos datos parecen
indicar diferentes acciones segln el area encefalica en el que se administren fos
antagonistas. De nuestro estudio se deduce que la administracién aguda periférica del
antagonista opioide 3 naltrindol produce hipoactividad motora, lo que nos sugiere que el
receptor opioide & esta implicado de alguna manera en los mecanismos que regulan de
forma tonica la actividad motora de los animales neonatales, asi parece que los opioides
endoégenos actuarian sobre estos receptores, quiza interaccionando con otros sistemas
neurogquimicos reiacionados, modulando a la alza la actividad motora. Trabajos previos en
animales adultos también han sugerido la existencia de una actividad tonica del sistema
opioide gue podria modular la actividad motora (Negri y col. 1996, 1999). En estudios
realizados con ratones Knockout para el gen que codifica la preproencefalina, se ha
observado una alteracion def comportamiento espontaneo. Estos ratones presentaron una
actividad locomotora disminuida, lo que sugiere una actividad tonica de estos ligandos
enddgenos en la modulacion de la locomocion (Koéning y col. 1996). Puesto que las
encefalinas presentan una relativamente mayor selectividad por los receptores 8, cabe
pensar que este receptor esté implicado en una modulacién tonica a la alta de la actividad
motora.

En cuanto a los efectos producidos por la administracion crénica de naltrindol
durante el periodo neonatal, dicho tratamiento produjo hiperaciividad en los animales
manifestada en una deamhulacion externa y total incrementadas, efecto contrario ai
producido por la administracién aguda del mismo compuesto. Esto podria ser indicativo de

cambios adaptativos de tipo compensatorio en el receptor 8 y/o en ofros mecanismos
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neuroquimicos con los que dicho receptor pudiera interaccionar y que estén involucrados en
la modulacion ténica de la actividad motora. Como ya se ha indicado la plasticidad o
capacidad de ajuste del sistema opioide a tratamientos farmacoldgicos parece ser mayor en
las primeras semanas postnatales en las que los receptores opioides se encuentran en
rapido desarrollo y serian mas susceptibles a los distintos tratamientos. Nuestro tratamiento
con naltrindol tuvo lugar en estas etapas, por lo que este tipo de fendmenos podrian
producirse, con mas facilidad que en etapas adultas. Como ya hemos mencionado, en
diversos estudios se ha puesto de manifiesto que tras la finalizacion de un tratamiento de
bioqueo opioide funcional, se produce una supersensibilidad del sistema debida a una
elevacion marcada del nimero de receptores {Bardo y col. 1982, 1983a, Baron y col 1985,
Sharma y col. 1988). Se ha visto que el tratamiento con naloxona durante los 21 primeros
dias de vida indujo aumentos en los sitios de union de [*H]naloxona en médula espinal,
hipotalamo, estriado y cortex un dia después de la dltima inyeccidn de naloxona. Sin
embargo 3 dias después sélo se encontraron aumentos en el mesencéfalo y estriadoy 7 y
14 dias después no se detectaron cambios significativos en los sitios de unién de
[*H]naloxona (Bardo y col. 1983a). De forma similar, ratas tratadas durante el periodo
prenatal con naloxona no manifestaron alteracion en los sitios de unién 5 dias después del
cese del tratamiento (Coyle y Pert 1976). La supersensibilidad producida tras un bloqueo
cronico de receptores se obtiene mas rapidamente en infantes que en adultos, pero tras la
interrupcion del bloqueo, en los infantes se disipa antes.

Nuestro tratamiento neonatal tuvo lugar durante los 19 primeros dias de vida
postnatal, por tanto, en los animales de 20 dias las pruebas tuvieron lugar un dia después
de [a finalizacion del tratamiento. Sin embargo, en nuestro caso la hipétesis de un aumento
signiftcativo en la densidad de receptores no parece la mas plausible dado que en estudios
preliminares hemos observado que el mismo tratamiento con naltrindol empleado en esta

Tesis no parece producir modificaciones importanies en |a densidad de receptores p y
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encefalicos en ratas neonatales (Goody y col. 1998). Por tanto, mas bien parece que el
tratamiento crénico produciria cambios en la sensibilidad de ios receptores, o bien
provocaria cambios compensatorios en sistemas neurogquimicos relacionados con los que
podria interaccionar o cooperar en la modulacion tonica de la actividad motora.

En un trabajo reciente se ha observado que la administracion de anticuerpos frente a
met-encefalinas en ratas neonatales produjo disminuciones en los niveles de met-encefalina
y sustancia P en estriado, reduccién de neurotensina en el nicleo accumbens, un aumento
en ta actividad iocomotora espontanea y una reduccién significativa de la actividad inducida
por agonista dopaminérgico en edad adulta. El aumento en la actividad espontanea se
correlaciond con niveles y liberacion de DA aumentados en estriado, sin embargo los
receptores Dy y D, no se vieron alterados (autorradiografia) en ratas tratadas con
anticuerpos frente a met-encefalina, por lo que los resultados se atribuyeron a una
subsensibilizacion en receptores dopaminérgicos postsinapticos implicados en la regulacion
del comportamiento {Ceballos y Fontenla 1999). Puesto que las encefalinas presentan una
mayor selectividad relativa por el receptor 8, estos datos paodrian sugerir interacciones entre
el receptor & y el sistema dopaminérgico en la modulacion de la actividad motora. Como
veremos en otro apartado de esta Tesis (apartado V.4.4.), nuestro tratamiento cronico con
naltrindol también produjo una alteracion en el cociente DOPAC/DA en sustancia nigra de
machos de 20 dias de edad, lo cual podria correlacionarse con la hiperactividad mostrada
por estos animales. El hecho de que esta hiperactividad se viera atenuada por una
administracion aguda del antagonista & poco antes de la realizacion de la prueba

comportamental es atribuible al bloqueo agudo del receptor.
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V.4.2. EFECTOS A CORTO PLAZO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON NALTRINDOL

EN ANIMALES ADULTOS.

-Efectos de! tratamiento cronico con naltrindol sobre el comportamientc y niveles de

corticosterona.

RESULTADOS

Tablero con agujeros.

E! analisis de los datos obtenidos de los animales tratados cronicamente con SS o
NTI se lievo a cabo mediante el test de Student. Este analisis reveld efectos residuaimente
significativos del tratamiento crdnico sobre algunos de los parametros registrados en esta
prueba. Asi los animales tratados crénicamente con naltrindol presentaron un aumento en la
deambulacion externa y total (ps<0,1) (Figura 13) y un descenso en la frecuencia de postura
erguida (p<0,1) frente a los tratados cronicamente con solucion salina. Ni la frecuencia ni el
tiempo de exploracion de agujeros fueron significativamente afectados por el tratamiento

crénico con naltrindol (Tabla 3, Figura 14).

Laberinto en cruz.

El test de Student aplicado a los datos obtenidos en esta prueba, que recordemos se
realizo inmediatamente después de Ia finalizacion del tablero con agujeros, no reveld efectos
significativos del tratamiento crénico con naltrindol sobre los parametros registrados. Asi, los
animales de ambos tratamientos crénicos (suero salino o naltrindol) presentaron valores
similares de los porcentajes de entrada y tiempo franscurrido en cada tipce de brazo.
Tampoco se observaron diferencias significativas en los valores de entradas y tiempo total

en brazos, entre animales de distinto tratamiento crénico (Tabla 4, Figura 15).
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Valoraciéon de corticosterona.

Los valores de concentracién de corticosterona en suero obtenidos a los 5 minutos
de la finalizacion de la prueba del laberinto en cruz, en animales cen tratamienio cronico SS
o NTI, fueron analizados mediante el fest de Student. Este analisis no encontré efectos
significativos del tratamiento crénico con naltrindol, sobre los niveles de corticosterona. Asi,
ambos grupos de tratamiento cronico presentaron valores semejantes de concentracion de

hormona en suero (animales tratados cronicamente con suero salino: 324,9 + 32,2 ng/mi;

animales tratados crénicamente con naltrindol: 361,1+ 19,3 ng/ml).
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Figura 13. Los histogramas representan la media £ e.e.m. de 14-15 animales.
DE: deambulacién externa; DI: deambulacion interna, DT: deambulacién total.
Diferencias residualmente significativas (p<0,1) en DE y DT entre los grupos de
tratamiento cronico.



TRATAMIENTO CRONICO CON NALTRINDOL (8 DIAS)
TABLERO CON AGUJEROS (DIA 9)

MACHOS ADULTOS

TRATAAj:lENTO PARAMETROS
CRONICO DE DI DT PE G DEF F.EXP. TPO.EXP.
SS 171,247,3 55246,2 226,4+9,2 32,742,6 1,5+0.,4 3,6+0,9 9,8+1,5 20,6+3.8
NTI 190,3+7,4 61,415 1 251,7+9,1 27.1+1,7 1,3+0.4 2.1+0,6 10,9415 23,7142

Tabla 3. Los valores corresponden a la media + e.e.m de 14-15 animales. SS: suero salino, NTI: naltrindol.
DE: deambulacién externa, DI: deambulacion interna, DT: deambulatién total, PE: postura erguida,
G: grooming, DEF: defecacidn, F.EXP.: frecuencia exploratoria, TPQO.EXP.: tiempo de exploracion.
Diferencias residualmente significativas (p<0,1) en DE, DT y PE entre los grupos controles y' los tratados con NTI.
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Figura 14. Los histogramas representan la media + e.e.m. de 14-15 animales.
SS: suero salino, NTI: naltrindol.



TRATAMIENTO CRONICO CON NALTRINDOL (8 DIAS)

LABERINTO EN CRUZ (DiA 9)
MACHOS ADULTOS

TRATAMIENTO

PARAMETROS

% Entradas a

% Entradas a % Tiempo en % Tiempo en

Entradas totales

Tiempo total en

CRONICO
brazos abiertos  brazos cerrados brazos abiertos brazos cerrados en ambos brazos ambos brazos
S8 14,9+4 1 85,1141 12,544 .6 87 54 6 11,5%£1,3 171,8+13,0
NTI 15,436 84,6+3,6 16,444 .5 83,6445 11,2+1,0 178,9+14.8

Tabhla 4. Los valores corresponden a la media + e.e.m. de 12-13 animales.

SS: suero salino, NTI: naltrindol.
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TRATAMIENTO CRONICO CON NALTRINDOL (8 DIAS)
LABERINTO EN CRUZ (DiA 9)
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Figura 15. Los histogramas muestran la media £ e.e.m. de 12-13 animales.
Ebc: entradas a brazos cerrados, Tbc: tiempo en brazos cerrados.
Eba: entradas a brazos abiertos; Tba: tiempo en brazos abiertos.

SS: suero salino, NTI: naltrindol.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en e! tablero con agujeros muestran que los animales
tratados durante 8 dias consecutivos con naltrindol, presentaron al dia siguiente aumentos
residualmente significativos en la deambulacion externa y total en esta prueba, con respecto
a los tratados cronicamente con suero salino. Dado que, en esta prueba, estos parametros
son indicativos de la actividad locomotora general del animal, podemos decir que el
tratamiento cronico con naltrindol produjo un modesto aumento de actividad motora
horizontal en nuestros animales. Este resultado concuerda con los resultados abtenidos en
el estudio previamente discutido realizado en machos de 20 dias de edad, en los que el
bloqueo crénico neonatal del receptor 8 opiocide también produjo hiperactividad motora pero
de una forma mas marcada (apartado V.4.1).

Como ya hemos apuntado en el apartado anterior, diversos estudios indican que la
administracién de agonistas selectivos 6 conduce a hiperactividad motora en roedores
(Calenco-Choukroun y col. 1991, Longoni y col. 1991, Mickley y col. 1990, Morelli y col.
1989). Se ha observado que la administracidn central del agonista selectivo 8 DPDPE
produce activacion comportamental, aunque altas dosis del péptido inducen depresién
comportamental y rotacidon en barril (Cowan y col. 1985). De diversos datos parece
deducirse que la estimulacion del receptor opicide & induce activacién comportamental en
animales adultos mientras que la administracion de antagonistas opioides induce
hipoactividad en roedores (Arnsten y Segal 1979, Castellano y Puglisi-Allegra 1982, File
1980, Grevert y Goldstein 1977, Katz 1979, 1988, Katz y Gelbart 1978, Rodgers y Deacon
1879, Schmajuk 1984).

Por otro parte, muchos estudios han demostrado que el tratamiento crénico con
antagonistas opioides puede incrementar la potencia (supersensibilidad) de los agonistas

opioides tanto en sistemas in vitro (Schulz y col. 1979), como in vivo (Bardo y col. 1983ab,
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Millan y col. 1988, Tang y Collins 1978, Tempel y col. 1985, Yoburn y col. 1985, 1986, 1988,
1989a). Paralelamente a estos cambios farmacodinamicos, estudios de binding han
mostrado incrementos en la densidad (up-regulfation) de los receptores opioides ¢, d y x en
el sistema nervioso central (Bardo y col. 1982, 1983ab, Baron y col. 1985, Lahti y Coliins
1978, Morris y col. 1988, Sharma y col. 1988, Tempel y col. 1985, Yoburn y col. 1985, 1986,
1989b, Zukin y col. 1982) y en zonas periféricas (Schulz y col. 1979) sin detectarse
modificaciones en la afinidad de los receptores.

En estudios realizados en ratén se ha observado que un tratamiento cronico (8
inyecciones a intervalos de 12 horas) con el antagonista & 1Cl 154129 produjo un incremento
en el nimero de sitios de unién del agonista selectivo & [*H] DADLE en estriado y tallo
cerebral mientras que no afectd a los sitios de uni6n del agonista selectivo p [°H] DHM, ni
modificd el efecto estimulante de la morfina sobre la locomocion (Volterra y col. 1984).
Existen experimentos en {os que un tratamiento en ratas macho adultas con el antagonista
naltrexona, durante el mismo tiempo que el utilizado en nuestro estudio, produce
incrementos significativos en los sitios de union opioide {Rothman y col. 1989). Se ha
encontrado también, que un dia de tratamiento no es suficiente para producir incrementos
en los receptores opioides cerebrales, mientras que tratamientos mas largos, de 8 dias en
adelante, si son capaces de producir estos incrementos (Bardo y col. 1983b, Yoburn y col.
1990). Teniendo en cuenta estos datos, elegimos una duraciéon de 8 dias para nuestros
tratamientos crénicos en adultos. No podemos excluir la posibilidad de que el bloqueo
cronico del receptor § haya podido inducir algun modesto incremento en el nimero y/o
sensibilidad de dichos receptores, lo que podria explicar, al menos en parte, el ligero
aumento de actividad motora encontrada en el grupo de animales tratados cronicamente con
nalfrindol. También cabria pensar en algun cambio compensatorio en sistemas
neuroquimicos relacionados con el sistema opioide implicados en la modulacion tonica de la

actividad, tal como discutimos previamente en el estudio realizado en neonatos. En todo
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caso, el hecho de que el tratamiento crénico con naltrindol haya tenido efectos mucho mas
marcados en la actividad motora en animales de 20 dias que en adultos podria deberse a
varias razones. Por un lado ya hemos apuntado que la plasticidad de los receptores opioides
parece ser mayor en el periodo neonatal, momento en el que dichos receptores se
encuentran en rapido desarrollo, y ademas el tratamiento crénico con el antagonista tuvo
una duracion mas larga en el case de los animales necnatales. Por otra parte las ratas de 20
dias podrian ser especialmente sensibles al tratamiento con el antagonista como
consecuencia de una excrecion mas lenta del naltrindol. Este tipo de interprefacién ya ha
sido previamente expuesta por otros autores que encontraron efectos de un tratamiento
cronico con naloxona en animales neonatales, pero no en adultos (Bardo y col. 1983b).

El tratamiento crénico con naltrindol produjo un descenso residualmente significativo
en la postura erguida. Es relativamente discutible el valor atribuible a la tasa de postura
erguida en esta prueba. Aungue se ha considerado a este parametro como exploratorio en
otras observaciones comportamentales (Gray 1991, Kovacs y De Wied 1978, Meyerson y
col. 1988), en el tablero de agujeros cabria considerar la tasa de postura erguida mas como
un parametro de actividad general o, en todo caso, de exploracidn inespecifica, por
contraposicion a ia exploracidn dirigida representada en el hecho de explorar los
agujeros/estimulo; en este sentido apuntan los distintos trabajos que emplean esta prueba
(File y Wardil 1975, Steenbergen y col. 1991, Wilson y col. 1991). Desde este punto de vista,
y a la vista de los expuesto anteriormente respecto a los efectos sobre la actividad
horizontal, hubiera sido esperable encontrar también aqui una tendencia al aumento de la
postura erguida. Algunos autores han encontrado que la administracion de agonistas
selectivos & como el DPDPE produce incrementos en la tasa de postura erguida en rata
adulta, que son reducidos selectivamente por la inyeccion del antagonista selectivo & ICl

174864 (Cowan y col. 1986) y que ia administracién del inhibidor del metabolismo de las

encefalinas kelatorfan, produce un incremento en la locomocién y la postura erguida
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(Calenco-Choukroun y col. 1991) efecto bloqueado por la administracion de naltrindol; sin
embargo en otros estudios se ha observado gue la administracion i.c.v. de DPDPE a ratones
no modifica su actividad vertical (Mickley y col. 1990). Por otra parte hay que recordar que
en los animales neonatales nuestro tratamiento cronico con naltrindol aumento la actividad
motora general pero no medificd la postura erguida. Asi pues, la modulacion tonica de la
actividad de los animales por parte del receptor &, parece ser mas compleja en el caso de la
actividad veriical.

Los parametros mas relacionados con la actividad exploratoria del animal en esta
prueba, como son la frecuencia y duracion de exploracién de agujeros no se vieron
modificados por el tratamiento crdnico con naltrindol. Estos resultados parecen estar de
acuerdo con otros datos que indican que la administracién a ratas del agonista selectivo 8
DTLET en el area tegmental ventral, no modifico significativamente el nimero ni la duracién
de las visitas a los agujeros en el fablero con agujeros (Calenco—Choukroun 1991). Por otra
parte, también se observd en este trabajo que la administracion del agonista selectivo &
DSTBULET incrementé signfficativamente la duracidn de las visitas, efecto que fue
antagonizado por el antagonista selectivo 8 ICl 174,864; sin embargo ninguno de los dos
agonistas modificé significativamente la frecuencia de visitas que es la variable exploratoria
mas importante en esta prueba (Calenco-Choukroun 1991). Parece, por tanto, que el
receptor & no esta implicado de una manera importante en la modulacion de la exploracion
dirigida a estimulos mientras que, como ya se ha discutido, si parece estar involucrado en la
modulacién de la actividad motora general en el campo abierto y en el tablero con agujeros.

En cuanto a los resultados obtenidos en la prueba de laberinto en cruz, realizada
inmediatamente después del tablero con agujeros, observamos que el tratamiento crénico
con naltrindol no modificé ninguno de los parametros valorados en este fest. Evidencias
comportamentales y fisioldgicas han demostrado que la tendencia a evitar los brazos

abiertos esta motivada por el miedo y la ansiedad (Peliow y col. 1985, Pellow y File 19886).
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En este sentido nuestros resultados indican que nuestro tratamiento crénico con el
antagonista & no modifico los niveles de ansiedad de los animales, lo que parece indicar que
el receptor 8 no esta implicado sustancialmente en la modulacion de las respuestas de
ansiedad, al menos en el laberinto en cruz. Nuestros resultados concuerdan con los de otros
autores que observaron que la administracion aguda de los agonistas 8 DTLET, DSTBULET
o BUBU en el area tegmental ventral, no produjo modificaciones en el comportamiento de
ratas en el laberinto en cruz. Asimismo, la administracion aguda de kelatorfan -inhibidor del
cataholismo de las encefalinas- tampoco produjo cambios comportamentales en el laberinto
en cruz elevado. Estos datos indican que los agonistas & y las encefalinas enddgenas no
modificaron el estado emocional de los animales (Calenco-Choukroun 1991). Conviene
también recordar, que nuestros tratamientos con naltrindol no modificaron la tasa de
deambulacién interna (parametro indicativo de la emotividad de ios animales), ni en aduitos
ni en neonatos, lo que avala la idea de gue el receptor 8 no parece ejercer un control ténico
sobre el estado general de emotividad o ansiedad de los animales. Tampoco se vieron
modificados significativamente el nimero total de entradas a brazos ni la frecuencia de
visitas a los brazos cerrados, parametros que estan relacionados basicamente con la
actividad general de los animales (Graeff y col. 1980, Johnston y File 1991, Pellow y col.
1985, Wilson y col. 1991). Asi, nuestro tratamiento con naltrindol no afectd a los parametros
directamente relacionados con la ansiedad ni afecto la actividad general de los animales en
esta prueba. Dado que en la prueba de tablero de agujeros si observamos una actividad
horizontal ligeramente aumentada en los animales tratados con naltrindol, puede sugerirse
gue los efectos dependen del tipo de prueba, probablemente debido a las diferentes
caracteristicas y al diferente nivel de estrés que una y otra suponen.

En cuanto a los resultados obtenidos en la valoracién de corticosterona, observamos
que el tratamiento cronico con nalirindo! durante 8 dias consecutivos no afecté a los niveles

séricos de dicha hormona obtenidos a los 5 minutos de !a finalizaciéon del laberinto en cruz,
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prueba realizada un dia después de la finalizacion de! tratamiento. Conviene recordar que
en el estudio realizado acerca del efecto del tratamiento neonatal con naltrindol sobre la
respuesta de corticosterona al estrés de natacion forzada en animales neonatales de 25
dias (apartado V.2), no encontramos efecto de dicho tratamiento en los machos, lo que
concuerda con lo observado aqui en machos adultes. Hasta lo que nosotros conocemos
existen relativamente pocos datos en la literatura respecto al papel del receptor & en la
modulacion de la respuesta adrenocortical al estrés. Sin embargo, como ya hemos indicado
anteriormente, en los trabajos que hemos encontrado se sugiere una implicacion
principalmente del receptor u, mas que del §, tanto en ratas (Degli Uberti y col. 1995), como
en ratones (Hart y col. 1985, Kitchen y Rowan 1984). Nuestros resultados sugieren que el
receptor & no juega un papel importante en la modulacion de la actividad adrenocortical

frente a estos estimulos estresantes, en ratas macho.
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V.4.3. EFECTOS A LARGO PLAZO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON NALTRINDOL

EN ANIMALES ADULTOS.

- Efectos del tratamiento neonatal con naitrindol sobre el comportamiento y la respuesta de

corticosterona al estrés, en ratas adultas.

RESULTADOS

Tablero con agujeros.

Los datos de los animales con tratamiento neonatal SS o NTI obtenidos en esta
prueba fueron analizados mediante el test de Student. Este analisis no revel6 efectos
significativos del tratamiento neonatal sobre ninguno de los parametros valorados en esta

prueba (Tabla 5, Figuras 16 y 17).

Laberinto en cruz.

Recordemos que los animales, tratados neonatalmente con SS o NTI, fueron
sometidos a esta prueba inmediatamente después de la finalizacion del tablero con
agujeros. El test de Student aplicado a los datos obtenidos, no reveld efectos significativos
del tratamiento neonatal sobre los porcentajes de entrada y tiempo en brazos abiertos o
cerrados. No se observaron diferencias significativas en el nimero total de entradas a
brazos, entre animales de distinto tratamientc necnatal. Sélo se observd un efecto
residualmente significativo (p<0,1) en el tiempo total transcurrido en brazos, de manera que
los animales tratados neonatalmente con NTI presentaron tiempos menores de permanencia

en ellos (Tabla 6, Figura 18).
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Respuesta de corticosterona al estrés.

El Anova de dos vias (factores: tratamiento neonatal (SS o NTI), protocolo
experimental (basal, post-estrés) aplicado a los datos, reveld un efecto significativo
producido por el protocolo experimental (p<0,0001). No se encontraron efectos significativos
del tratamiento neonatal recibido ni interaccién significativa entre factores. El analisis post-
hoc encontro que los animales que fueron sometidos al estrés de natacién forzada
presentaron niveles de corticosterona en suero significativamente superiores a los animales
que no nadaron, independientemente del tratamiento neonatal que hubieran recibido (suero
saline o naltrindol) (p<0,05) (Tabla 7, Figura 19). No se encontraron efectos significativos del
tratamiento neonatal sobre las concentraciones basales de corticosterona en suero (Tabla 7,

Figura 19).
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TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL (DiA 0-19)

TABLERO CON AGUJEROS

MACHOS ADULTOS
TRATAMIENTO PARAMETROS
NEONATAL DE DI DT PE G DEF F.EXP. TPO.EXP.
SS 150,1+5,5 81,8+6,7 231,947,1 27 7+2.7 0,4+0,2 2,0+0,6 10,5+1,7 18,7+3.,4
NTI 156,716,3 81,5+3,4 237,746.9 222425 0,7+0,2 2.34+0,6 9,5+1,1 20,9+3,6

Tabta 5. Los valores corrg

DE: deambulacion externa, DI: deambu

F.EXP.: frecuencia explorateria, TPO.EXP.: tiempo de exploracién.

sponden a la media + e.e.m de 20 animales. SS: suero saline, NTI: naltrindol.
lacion interna, DT: deambulacion total, PE: postura erguida, G: grooming, DEF: defecacién,



TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL. (DiA 0-19)

TABLERO CON AGUJEROS
MACHOS ADULTOS
300 -
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Figura 16. Los histogramas representan la media + e.e.m. de 20 animales.
DE: deambulacion externa; DI: deambulacién interna; DT: deambulacion total.
88: suero salino, NTI: naltrindol.
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TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL (DiA 0-19)
TABLERO CON AGUJEROS
MACHOS ADULTOS

FRECUENCIA EXPLORATORIA TIEMPO DE EXPLORACION

TIEMPO (s)
B
NN
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Figura 17. Los histogramas representan la media £ e.e.m. de 20 animales.
SS: suero salino, NTI: naltnindol.



TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL (DiA 0-19)

LABERINTO EN CRUZ
MACHOS ADULTOS
TRATAMIENTQ PARAMETROS
0 0, | H 0 : .
NEONATAL % Entradas a 70 Entradps a % Tiempo en Y% Tiempo en Entradas totales Tiempo total en
brazos abiertos  brazos cerpados brazos abiertos brazos cerrados en ambos brazos ambos brazos
SS 16,3%4,0 83,7+4,0 20,345,3 79,7453 13,410,686 165,947
NTI 15,8+3,2 84 2+3 2 17,844 3 82,2143 13,8+0,7 149 5175

Tabla 6. Los valores corresponden a la media + e.e.m. de 14-16 animales. SS: suero salino, NTI: naltrindol.



TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL (DiA 0-19)
LABERINTO EN CRUZ

MACHQOS ADULTOS
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Figura 18. Los histogramas muestran la media + e e m. de 14-16 animales.
Ebc: entradas a brazos cerrados; Tbe: tiempo en brazos cerrados.
Eba: entradas a brazos abiertos; Tba: tiempo en brazos abiertos.

SS: suero salino, NTI: naltrindol.



EFECTOS DEL TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL (DIA 0-19), SOBRE LA RESPUESTA DE
CORTICOSTERONA AL ESTRES, EN MACHOS ADULTOS

NIVELES DE CORTICOSTERONA (ng/ml)

BASAL POST-ESTRES
SS 118,5 + 14,0 332,2+12,7
*
NTI 129,3 £ 23,1 331,4+£ 15,9

Tabla 7. Los valores corresponden a la media £ e.e.m. de 10 animales. SS: suero salino, NTI: naltrindol.
* p<0,05 frente a los niveles basales.



EFECTOS DEL TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL (DiA 0-19)
SOBRE LA RESPUESTA DE CORTICOSTERONA AL ESTRES EN
MACHOS ADULTOS
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Figura 19. Los histogramas representan la media % e.e.m. de 10 animales.
* p<0,05 frente a los niveles basales.



Resultados y Discusién

DISCUSION

Nuestros resultados indican que la administracion neonatal de naltrindol no produjo
efectos significativos a largo plazo sobre el comportamiento de los adultos en las pruebas a
que fueron sometidos (tablero con agujeros y laberinto en cruz).

Es reducido el nimero de trabajos en los que se han investigado las repercusiones
de la administracion neonatal de sustancias opioides, sobre las distintas respuestas
emotivas en la edad adulta. En estudios previos realizados por nuestro grupo de
investigacion, se estudiaron las respuestas al tesf de tablero con agujeros, campo abierto y
laberinto en cruz, de adultos sometidos a un tratamiento crénico con naltrexona -antagonista
opioide de caracter general- durante los primeros 21 dias de vida postnatai. De los
resultados obtenidos en la bateria de pruebas utilizada, se dedujo que este tratamiento
incremento los niveles de ansiedad y emotividad de los animales, disminuyé su
comportamiento exploratorio y no afectd significativamente su actividad locomotora (De
Cabo y col. 1995). Estos datos, junto con los obtenidos por otros autores (Zagon y
Mclaughing 1985), indican que las acciones del fratamiento con nalirexona sobre el
comportamiento, tienen efectos a largo plazo que se observan en la edad adulta. Por lo que
se refiere a la administracion de agonistas, la administracion neonatal de met-encefalina en
la rata tiene un efecto facilitador del comportamiento en un iaberinto complejo, cuando se les
somete a la prueba en la edad adulta (Kastin y col. 1980). De la misma forma, [a exposicién
neonatal a metadona, hace que las ratas aduitas presenten una mayor actividad en diversas
pruebas comportamentales (campo abierto, jaula de actividad, rueda de actividad,
plataforma elevada) (Zagon y col. 1979). Sin embargo, se ha visto que los tratamientos pre-
y postnatal con B-endorfina no influyen significativamente sobre la actividad en el campo
abierto cuadrado de la rata adulta (Zadina y col. 1985). Por la bibliografia consultada y los

resultados obtenidos previamente por nuestro grupo de investigacién, parece que la
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manipulacion de ciertos componentes del sistema opioide durante el periodo predeste afecta
el comportamiento exploratorio, de forma que una estimulacién del sistema potencia, y un
bloqueo del sistema perjudica la actuacion del animal adulto en ciertos ambientes (De Cabo
y col. 1995, Katoh y col. 1990, Kastin y col. 1980). Sin embargo, nuestro tratamiento
neonatal con naltrindol no produjo variaciones significativas a largo plazo en los parametros
indicativos del nivel de ansiedad y emotividad de los animales adultos, ni en los indicativos
de actividad exploratoria y locomotora registrados en las pruebas comportamentales
utilizadas. En otro estudio realizado en esta Tesis que ya hemos comentado (apartado
V.4.1) encontramos que el tratamiento neonatal (dia 0-19) con naltrindol produjo
modificaciones marcadas en la actividad motora de animales neonatales de 20 dias de
edad. Los posibles efectos del bloqueo de los receptores & durante este periodo, tanto sobre
el sistema opioide -receptores y péptidos- como sobre ofros sistemas neuroquimicos
relacionados, y sus consecuencias comportamentales, no parecen mantenerse hasta la
edad adulta. Por tanto, podemos sugerir que no debe haber una alteracion permanente en [a
actividad de los sistemas neurotransmisores potencialmente implicados en las respuestas
valoradas, debido posiblemente a una “normalizacion” de dichos sistemas producida por
cambios compensatorios durante el curso del desarrollo. Como expusimos en la discusion
del apartado V.4.1., en un trabajo reciente se encontré que la administracion de anticuerpos
frente a met-encefalina (ligando opicide que presenta una cierta selectividad relativa por el
receptor &) a ratas neonatales, si inducia cambios comportamentales a largo plazo en los
animales adultos (Ceballos y Fontenla 1999). El hecho de que por el contrario nuestro
tratamiento neonatal con naltrindol no haya tenido efectos comportamentales a largo plazo
podria deberse, al menos en parte, a una mayor vida media del anticuerpo. Asi, una
duracidon de accidn relativamente mas prolongada ofreceria un mayor margen para la

induccion de cambios neurales permanentes en el sistema nervioso en desarrollo, lo que a
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su vez facilitaria la observacion de alteraciones neuroquimicas y comportamentales a largo
plazo.

El que e! tratamiento crénico con naltrexona durante el periodo predestete (dia 0-21)
afecte las respuestas comportamentales de los animales adultos (De Cabo y col. 1995),
mientras que el fratamiento con naltrindol durante aproximadamente el mismo periodo (dia
0-19) no produzca cambios a largo plazo, es atribuible, al menos en parte, a la diferente
selectividad de los antagonistas opioides empleados, ya que la naltrexona es un antagonista
de caracter general que puede mostrar una cierta selectividad por el receptor u, y el
naltrindol es selectivo del receptor § opioide. La naitrexona produce un blogueo funcional de
los receptores p, 8 y x, y este antagonismo general debe tener consecuencias mas drasticas
y duraderas que el bloqueo selectivo del receptor & por naltrindol. Dicho de otra manera, el
bloqueo de los tres receptores opioides, puede, en teoria, disminuir {as probabilidades de
cambios compensatorios que podrian resultar mas viables cuando sélo se bloquea un tipo
(el 3) de receptor, Cabe también interpretar que, a la dosis de naltrexona utilizada en nuestro
anterior trabajo (1mg/kg) (De Cabo y col. 1995), este antagonista general mostrara una
cierta selectividad relativa por el receptor u. Teniendo en cuenta la ausencia de efectos a
largo plazo de nuestro tratamiento con el antagonista & selectivo naltrindol, podria sugerirse
que es el receptor 1 el mas implicado en la modulacién de la respuesta comportamental al
estrés a largo plazo.

En cuanto a la respuesta de corticosterona al estrés encontramos que, como era de
esperar, el estrés de natacién forzada produjo un incremento significativo en los niveles de
corticosterona. Este aumento fue similar en los animales controles y en los tratados
neconatalmente con naltrindol.

Como hemos indicado en la Introduccion, se sabe que los péptidos opioides
endogenos ejercen un papel fisiologico en la regulacion de ia actividad del eje HHA. Sin

embargo, todavia se sabe poco sobre el papel que juegan los diversos tipos de receptores
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opioides en el control de la secrecion de corticosteroides. En nuestro estudio, el tratamiento
neonatal con naltrindol, durante los primeros 19 dias de vida postnatal, no modificoé los
niveles basales de corticosterona en suero en animales adultos, ni afecté a la respuesta de
corticosterona af estrés de natacidn forzada. El papel del receptor 5 en fa reguiacion de la
funcion del eje HHA aun no esta clarificado. En cuanto a la administracion de agonistas
exodgenos, algunos autores encuentran que la administracion de agonistas & produce
estimulacion del eje HHA {Bugajski y col. 1995, De Souza y Van Loon 1982, lyengar y col.
1986), asi se ha visto que tras la administracion del agonista 5 DPDPE a ratas adultas se
producen incrementos significativos en los niveles de corticosterona en sueto y tras la
administracion repetida en dosis crecientes se produce tolerancia a este compuesto
{Gonzalvez y col. 1991). Sin embargo, otros autores encuentran que los agonistas opioides
5 deprimen ta funcion del eje HHA (Buckingham y Cooper 1987, Cover y Buckingham 1989).
En cuanto a la administracion de antagonistas, en estudios previos se ha observado que ia
administracion de antagonistas & no tiene efecto sobre los niveles de corticosterona (Kitchen
y Rowan 1984), y otros autores han encontrado que el bloqueo de receptores & no produce
cambios significativos en las concentraciones de ACTH y corticosterona en plasma, lo que
sugiere que los receptores & no participan en la regulacion de la actividad del eje HHA
{Cover y Buckingham 1989). Los resultados obtenidos en este apartado de la presente Tesis
Doctoral estan en la misma linea y concuerdan perfectamente con la ausencia de efectos a
corto plazo del tratamiento crénico con naltrindol sobre la actividad adrenocortical en
machos neonatales y adultos, o que apoya la interpretacion de que el receptor & no parece

estar implicado en la modulacion de la actividad det eje HHA en ratas macho.
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V.4.4. EFECTOS DEL TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL SOBRE LOS
NIVELES DE MONOAMINAS EN DISTINTAS AREAS CEREBRALES DE ANIMALES

NEONATALES. DIFERENCIAS SEXUALES.

RESULTADOS

Los Anovas de dos vias (sexo, tratamiento) revelaron los siguientes resultados:

A la edad de 20 dias, los analisis realizados con los valores obtenidos de NA no
revelaron efectos significativos del sexo ni del tratamiento neonatal en ninguna de las areas
cerebrales en que fue valorado (Tabla 8). En cuanto al sistema dopaminérgico, los analisis
revelaron un efecto significativo del sexo (p<0,05) en el hipotalamo, de forma que los
machos presentaron concentraciones de DA mayores que las hembras, independientemente
del tratamiento neonatal recibido (Tabla 8, Figura 21). El tratamiento con naltrindol no tuvo
efectos significativos sobre los niveles de DA en ninguna de las areas cerebrales
estudiadas, perc predujo un ligero incremento en las concentraciones de DA en la sustancia
nigra (p=0,185) (Tabla 8, Figura 20). Los analisis realizados con los valores de DOPAC
revelaron un efecto significativo del sexo (p<0,05) y residualmente significative del
tratamiento neonatal (p<0,1} en el caudado putamen. El analisis post-hoc encontrd
concentraciones de DOPAC superiores en los machos (p<0,05) (Tabla 8, Figura 21). El
tratamiento con naltrindoi tendio a incrementar la concentracién del metabolito en este area.
Los analisis realizados con el turnover DOPAC/DA, rindieron una interaccion significativa
entre factores en la sustancia nigra (p<0,05). El test de comparacion muitiple encontrd un
turnover significativamente reducido en los machos tratados con naltrindol, pero no en las
hembras (Tabla 8, Figura 20).

A la edad de 25 dias, los analisis realizados con los valores obtenidos de NA no
revelaron efectos significativos del sexo ni def tratamiento neonatal con naltrindol en ninguna

de las areas estudiadas. Tampoco se encontraron efectos significativos del sexo y del
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tratamiento con nalirindol sobre las concentraciones de DA, aunque en la sustancia nigra el
tratamiento neonatal presenté una p= 0,161 y la interaccién entre factores p=0,140. A ia
vista de los datos parece que, en esta area, el tratamiento con naltrindol tiende a disminuir la
DA en las hembras (Tabla 9). Los analisis realizados con los valores de DOPAC revelaron
un efecto significativo det! sexo (p<0,05) en el hipotalamo. El analisis post-hoc encontré
concentraciones superiores de este metabolito en los machos (Tabla 9, Figura 21). El
tratamiento neonatal no tuvo efecto significativo en ninguna de las areas, sin embargo en la
sustancia nigra el analisis rindié un valor de p= 0,167 para este factor, y una interaccion
entre factores de p= 0,162. Al igual que ocurria con la DA, el naltrindol parece que, en este
area, tiende a disminuir las concentraciones DOPAC en las hembras (Tabla 9). Los andlisis
realizados con el turnover DOPAC/DA revelaron un efecto significativo de! sexo (p<0,05) en
el hipotalamo. El post-hoc encontrd un turnover significativamente superior en los machos
en aesta area (Tabla 9, Figura 21).

En trabajos previos realizados sobre el desarrolio de sistemas monoaminérgicos en
la rata se ha comprobado que los niveles de DA y NA cerebrales varian con la edad y que
mientras en algunos casos los niveles van en aumento, en otros casos aumentan y mas
tarde disminuyen. Ademas e! sentido de las diferencias sexuales puede invertirse a medida
que los animales crecen (Siddigui y Gilmore 1988, Siddiqui y Shah 1997). Por tanto, una vez
establecidos los efectos del sexo y del tratamiento a cada edad, nos parecié interesante
comprobar ia evolucion de los parametros neurogquimicos con la edad de nuestros animales.

Los Anovas de dos vias (edad, tratamiento) realizados para cada sexo, rindieron los
siguientes resultados:

En cuanto al contenido de NA se encontré tanto en machos como en hembras, un
efecto residuaimente significativo del factor edad en caudado putamen y sustancia nigra
(ps<0,1) observandose una disminucién en los niveles de esta amina entre los dias 20 y 25.
Ademas, en las hembras el analisis detectd un efecto significativo del tratamiento neonatal

con naltrindol (p<0,05) en el contenido de NA del caudado putamen, mostrando las hembras
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tratadas menores niveles de NA gque los controles, independientemente de la edad. Dado
que no existieron diferencias sigificativas debidas a la edad, este analisis es capaz de
detectar el efecto del tratamiento cuando se compara la media global (obtenida de ambas
edades) de hembras controles frente a la media global de las tratadas (Figura 22). En
cuanto al contenido de DA se observaron niveles significativamente superiores a los 20 dias
con respecto a los 25 dias en la sustancia nigra de machos (p<0,05), mientras que en las
hembras controles la tendencia fue opuesta (Figura 23). Sin embargo, en las hembras
tratadas con nattrindol los valores tendieron a ser superiores el dia 20 (interaccion edad x
tratamiento, p<0,1). En el caudado putamen tanto para machos (p=0,06) como para
hembras (p<0,05), los niveles de DA fueron superiores el dia 25 que el dia 20 (Figura 23), y
fa misma tendencia se encontré en cuanto a los niveles de dopamina en hipotalamo de
hembras. En cuantc a los niveles de DOPAC, se observé que el factor edad resulté
significativo en sustancia nigra, siendo superior el nivel del metabolito a los 20 dias tanto en
machos (p<0,001) como en hembras (p<0,05). En el caso de las hembras, las diferencias
entre edades fueron mas marcadas en las tratadas necnatalmente con naltrindo! (interaccion
tratamiento x edad, p= 0,1). En el caso de los machos, se observé para el contenido en
DOPAC en hipotalamo que la interaccion edad x tratamiento fue residualmente significativa
p=0,1, de forma que los niveles del metabolito fueron superiores a los 25 dias en el caso de
los animales tratados con nalfrindol, mientras que en los controles se encontré la tendencia
opuesta. Como muestra la Figura 24, el cociente DOPAC/DA, se vio afectado
significativamente por la edad tanto en caudado putamen como en sustancia nigra,
mostrando tanto machos como hembras valores superiores a los 20 dias con respecto al dia
25 (ps< 0,05-0,001). En el hipotalamo de hembras también se observé un mayor cociente

DOPAC/DA a los 20 dias (p<0,05).
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EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON NALTRINDOL (DiA 0-19) Y DEL SEXO

SOBRE LOS NIVELES CEREBRALES DE NA, DA, DOPAC Y EL COCIENTE DOPAC/DA.
20 DIAS DE EDAD.

DA DOPAC DOPAC/DA
sS NTI ss NTI S8 NTI sS NTI

MACHOS 15824183  17,1941.46  7.22+0,95 6,90+0,76  0,75+0,12 055:0,08 0114001  0,10:0,02
HIPOTALAMO

HEMBRAS  13.47+1,91  14,69+254 5184060 9§ 462:086  058£0,10 0,5240,15  0,10£0,02  0,12+0,03
CAUDADG  MACHOS  083:018  060£0,16 5422:314 56041341 1114:073  11,68:067 0212001  0210,01
PUTAMEN | EMBRAS 0662007 0,51:008 52681375  51,004502 8.42:070 f 10684095  018£001  0,2140,01

MACHOS  2,09+040  2.83:020 12,95+132  1565+1,88  3,69+0,40 354:040 0274002  0,23+0,01
SUSTANCIA

NIGRA
HEMBRAS  3,26£0,26  3,13+0,43 13211091 15144233  3.20:0,31 353£054  023:001  0,26+0.02

Tabla 8. Los valores corresponden a la media + e.e.m. deilas concentraciones (ng/mg proteina) obtenidas de 8-10 animales.
* p<0,05 frente al grupo correpondiente tratado con suero salino
| p<0,05 frente a los grupos de machos correspondientes.
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EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON NALTRINDOL (DIA 0-19) SOBRE EL SISTEMA DOPAMINERGICO.
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Figura 20. Los histogramas muestran la media + e.e.m. de 8-10 animales.
* p< 0,05 frente al grupo de machos tratados con suero salino.



DIFERENCIAS SEXUALES EN EL SISTEMA DOPAMINERGICO.
ANIMALES NEONATALES
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Figura 21. Los histogramas muestran la media £ e.e.m. de 7-11 animales.
* p< 0,05 diferencias sexuales.



EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON NALTRINDOL (D|A 0-19) Y DEL SEXO

SOBRE LOS NIVELES CEREBRALES DE NA, DA, DOPAC YIEL COCIENTE DOPAC/DA.

25 DIAS DE EDAD.

DOPAC DOPAC/DA
ss NTI ss NTI $S NTI SS NTI

MACHOS  17,39£192  17,15£1,85  7.03:080  7,35:0,97  0,62:0,18 0,8010,12  0,08=0,02 0,12+0,02

HIPOTALAMO
HEMBRAS 15641302  13,63+1,30  7,25¢1,57 588056  045:0,10 { 041006  0,07:0,01 0,0740,01
CAUDADO  MACHOS 0521009  051:006  6452+457 6085405 1023:081  1056:1,12 0164001 0,47:0,01
PUTAMEN  L\EMBRAS  055:008  0,39:0,04 61264595 6534:535 1099+153  1142¢1,32 0,17:001  0,1740,01
MACHOS  248:031  2,15:0,37  11,18+1,14  11,30¢120  2,19:0,24 2191022  0,21:0,03 0,200,017

SUSTANCIA
NIGRA

HEMBRAS  2,60:0,34  2,581044  14,29+244 943121  2,8340,50 1,88£0,25  0,21+0,02 0,20+0,01

Tabla 9. Los valores corresponden a la media + e.e.m. de las concentraciones (ng/mg proteina) obtenidas de 7-11 animales.
[ p<0,05 frente a los grupos de machos correspondientes.
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EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON NALTRINDOL (DIAS 0-19)

SOBRE EL SISTEMA NORADRENERGICO.
ANIMALES NEONATALES
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Figura 22. Los histogramas representan |a media global, para cada tratamiento,
de los datos obtenidos de animales de 20 y 25 dias. SS:suerc salino, NTI naltrindol.
* p<0,05 frente al grupo tratado con SS.



EFECTOS DE LA EDAD SOBRE EL CONTENIDO DE DOPAMINA

DA (ng/mg proteina)
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Figura 23. Los histogramas representan la media + e.e.m. de 7-11 animales.
* p<0,05, diferencias significativas entre 20 y 25 dias.



EFECTOS DE LA EDAD SOBRE EL COCIENTE DOPAC/DA

HIPOTALAMO
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Figura 24. Los histogramas representan {a mediat e.e.m. de 7-11 animales.
* p<0,05, diferencias significativas entre edades.



Resultados y Discusion

DISCUSION

Los Anovas de dos vias (sexo, tratamiento) realizados en cada edad por separado,
muestran que las hembras de 20 dias presentaron concentraciones de DA en hipotalamo
medio basal y de DOPAC en caudado putamen menores que los machos. A |la edad de 25
dias también se observaron unos niveles mas bajos de DOPAC y un menor cociente
DOPAC/DA en el hipotalamo medio basal de hembras. Estos analisis no detectaron sin
embargo diferencias sexuales en el contenido de NA.

En estudios previos realizados por nuestro grupe encontramos diferencias sexuales
en el sistema dopaminérgico estriatal en ratas de 22 dias, mostrando los machos un
contenido de HVA y un cociente HVA/DA incrementados con respecto a las hembras. Sin
embargo, en aquel trabajo no encontramos diferencias sexuales ni en los niveles de DA ni
en los niveles de DOPAC a los 7, 14 6 22 dias de edad (De Cabo y col. 1994). Las
aparentes discrepancias con respecto a lo encontrado en el presente estudio en cuanto a los
niveles de DA y DOPAC, podrian ser atribuibles al diferente método de diseccion empieado
ylo a las diferentes edades estudiadas. Sin embargo, tomados en conjunto, los datos
parecen indicar que existen diferencias sexuales en la funcionalidad del sistema
dopaminérgico durante las etapas tempranas del desarrollo.

Las neuronas dopaminérgicas constituyen uno de los sustratos neurales de accion
de los esteroides sexuales (para revisidn ver Maggi y Pérez 1995), no solo en adultos sino
también durante el desarrollo, donde éstos ejercen un efecto epigenético importante sobre [a
diferenciacién sexual de la funcionalidad cerebral (Armold y Gorski 1984, Diamond 1987).
Hay que tener en cuenta que es durante el periodo perinatal cuando tiene lugar la
diferenciacién sexual del cerebro en la rata (Weisz y Ward 1980), por lo tanto parece logico
pensar que las diferencias sexuales encontradas por nosotros en el sistema dopaminérgico
sean atribuibles a diferentes niveles de hormonas sexuales circulantes y al efecto de éstas

sobre la diferenciacion sexual cerebral. Resultados previos confirman que los contenidos de
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noradrenalina y dopamina en el cerebro de rata, sobre todo en areas sexualmente
dimorficas como amigdala e hipotalamo, son afectados por exposicion perinatal a androgeno
y que el sentido de las diferencias sexuales en niveles de catecolaminas puede invertirse
durante el desarrollo (Siddiqui y Gilmare 1988, Siddiqui y Shah 1997). Por otra parte también
existen estudios que apuntan la existencia de diferencias sexuales sutiles en el nimero y
distribucidon de neuronas inmunorreactivas a tiroxina hidroxilasa en edades tempranas del.
desarrollo (Reisert y col. 1990, Engele y col. 1987) que parecen preceder al clasico periodo
de diferenciacion sexual dei cerebro en la rata (Reisert y col. 1989, Engele y col. 1989). Se
ha informado en un trabajo reciente que las concentraciones de NA y DA en amigdala e
hipotalamo de machos con castraciéon simulada y hembras tratadas con andrégeno en el
periodo neonatal eran mas aitas gue las de machos castrados y hembras controles a los 25
dias de edad (Siddiqui y Shah 1997). En lo que se refiere al sistema dopaminérgico nuestros
datos coinciden en parte con esos resultados ya que también en nuestro caso se observaron
mayores niveles de dopamina hipotaldamicos en machos que en hembras, aunque a la edad
de 20 dias. Ademas de las diferencias sexuales observadas en los niveles de DA y DOPAC
a la edad de 25 dias ya comentadas al principioc de esta discusién, también hemos
encontrado que et sexo afecta a la evolucion del sistema dopaminérgico entre los dias 20 y
25. Asi, el contenido de DA en sustancia nigra disminuye entre los dias 20 y 25 en machos,
pero no en hembras, y el cociente DOPAC/DA hipotalamico disminuye con la edad en
hembras, pero no en machas.

En general, el efecto de la edad sobre los diferentes parametros evaluados en el
sistema dopaminérgico se reflejo en una disminucién de los valores de los diferentes
parametros entre 20 y 25 dias. Sin embargo, se encontrd una excepcion en el caudado
putamen donde el contenido de dopamina fue mayor a los 25 dias, tanto en machos como
en hembras. Estos datos concuerdan con cobservacianes de otros autores de las que se
deduce que los contenidos de catecolaminas cerebrales pueden fluctuar a lo largo del

desarrollo y que estas fluctuaciones pueden depender del sexo y de ia regién encefalica
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(Siddiqui y Gilmore 1988, Siddiqui y Shah 1997). En cuanto al contenido de noradrenalina, el
efecto de la edad no fue significativo, aunque los niveles de esta catecolamina tendieron a
se menores a los 25 dias que a los 20 dias en caudado putamen y sustancia nigra.
Debemos tener en cuenta, al comparar nuestro trabajo con los de Siddiqui y colaboradores,
que los animales de nuestro estudio fueron manipulados (pesados e inyectados) durante el
periodo predestete. Teniendo en cuenta los diversos efectos que, como hemos visto a lo
largo de esta Tesis, produce la manipulacion, es muy posible que también en este caso
haya afectado a los sistemas catecolaminergicos y muy probablemente de forma distinta en
machos y hembras. Es obvio que al carecer de animales no manipulados en este estudio, no
podemos afirmar esto con rotundidad, pero nos parece una hipdtesis plausible. En este
sentido, se ha encontrado que el estrés materno durante la gestacion alterd los metabolitos
de DA y NA en cerebro anterior-hipotalamo de las crias hembras, tanto en el periodo fetal
como en el neonatal. Los autores de este estudio indican efectos tanto del estrés materno
como del sexo (Herrenkohl y col. 1988).

No hemos encontrado interaccion significativa entre el tratamiento neonatal y la edad
en ningun caso. Sin embargo, mas adelante comentaremos algun efecto o tendencias
debidas al tratamientc que se detectaron en los analisis que incluian [a edad como factor.

Existe un gran numero de evidencias a partir de estudios bioquimicos vy
autorradiograficos (llles y Jackisch 1991, Murrin y col. 1980, Nakazawa y col. 1991, Pollard y
col. 1977), asi como fisiolégicos (Kamata 1987, Rosecrans y col. 1977, Steece y col. 1986,
Yaksh y Tyce 1979) y electrofisiologicos (Finnerty y Chan 1981, Hommer y Pert 1983, Jurna
1981) realizados en la edad adulta, que indican claramente la coexistencia e interrelaciones
funcionales reciprocas entre los sistemas monoaminérgicos y el SOE en diversas regiones
encefdlicas. Los efectos de las sustancias opioides sobre los sistemas de monoaminas,
parecen depender de fa region encefalica concreta, del tipo de receptor implicado y en
ocasiones también de la ruta de administracion. En concreto, diversos datos indican que

existen relaciones entre el sistema dopaminérgico y el receptor 5-opioide que podrian jugar
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un papel importante en los efectos que ejercen los agonistas de este receptor sobre la
actividad motora, asi como en sus propiedades de refuerzo. Diversos estudios ponen de
manifiesto la influencia de distintos antagonistas dopaminérgicos sobre la actividad motora
mediada por receptores & (Longoni y col. 1991, Maldonado y col. 1990, Spina y col. 1998).
Se ha observado que antagonistas dopaminérgicos, especialmente de los receptores D,
atenuan la estimulacién comportamental producida por agonistas 8 (Longoni y col. 1891,
Spina y col. 1998). Otros autores han encontrado que [a administracion crénica de
antagonistas Dy no altera la hiperlocomocién producida por la inyeccion del inhibidor del
catabolismo de las encefalinas kelatotfan en el nucleo accumbens de ratas, sin embargo,
antagonistas D; y no selectivos pero preferenciales de los D, como el haloperidol,
produjeron un incremento de este efecto (Maldonado y col. 1990). También se ha
encontrado un aumento en la respuesta motora mediada por opioides enddégenos, fras
lesiones dopaminérgicas en el nicleo accumbens, en las que estan implicados receptores p
y & (Churchill y col. 1998). Otros estudios en rata indican que la actividad motora inducida
por cocaina es potenciada por DPDPE vy que este agonista 6 también potencio el aumento
de actividad locomotora producide por un inhibidor selectivo de la recaptura de dopamina
(Waddell y Holtzman 1998). Ademas, las propiedades de refuetzo del DPDPE en ratones,
valorada en la prueba de condicionamiento preferencial al sitio (place preference), resulta
abolida por pretratamiento con un antagonista selectivo del receptor D1 dopaminérgico
(Suzuki y col. 1996). La zona externa del nucleo accumbens parece ser uno de los sitios
donde podrian darse las interacciones funcionales entre el receptor §-opicide y el sistema
dopaminérgico ya que, en esta zona, los agonistas §-opioides pueden modular directamente
ia liberacion de dopamina, asi como las respuestas postsinapticas en determinadas
neuronas que reciben input dopaminérgico y ademas controlar la secrecion presindptica de
otras neurotransmisores cuya liberacion puede influir o ser influida por la dopamina

extracelular (Svingos y col. 1999). La ruta nigroestriatal es otro lugar claro para este tipo de
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interacciones. En el tallo cerebral se ha encontrado una densa inervacién de fibras
inmunoreactivas al receptor 8 en diversos ndcleos incluyendo la sustancia nigra (Arvidsson y
col. 1995). También existe una densa poblaciéon de receptores & en el estriado, y se ha
comprobado que los agonistas de estos receptores pueden inducir alteraciones en la
fransmision dopaminérgica en esta area (Pasternak y Wood 1986).

Existe evidencia de un posible efecto de los agonistas opioides sobre el sistema
dopaminérgico durante diversas edades del desarrolio postnatal. En concreto se ha
observado, que la administracion de morfina produjo incrementos significativos de los
niveles de DOPAC estriatales a partir del sexto dia de vida postnatal (Roth y col. 1880). Un
tratamiento cronico con naltrexona durante el periodo predestete, causd aiteraciones en los
sistemas dopaminérgicos y serotoninérgicos en ratas neonatales {De Cabo y col. 1994).
Otros autores no han sido capaces de encontrar modificaciones en los niveles de NA, DA o
5-HT en diversas regiones del encéfalo (entre ellas cuerpo estriado, mesencéfalo e
hipotalamo) por tratamiento crénico con naloxona durante los 21 primeros dias de vida, en
ratas de 22 dias (Barda y col. 1992}, posiblemente debido a que la naloxona produce un
bloqueo opioide de menor duracion que la naltrexona. En nuestro anterior frabajo en ef que
utilizamos un tratamiento crénico con naltrexona, el sistema dopaminérgico quedd afectado
tinicamente a las edades mas tempranas estudiadas (7 y 14 dias), mientras que un dia
después de la finalizacion del tratamiento (dia 22), no se encontraron efectos del mismo (De
Cabo y col. 1994), y tampoco en la edad adulta (Viveros y col. 1995).

Los primeros terminaies axdnicos que poseen actividad tiroxina hidroxifasa alcanzan
el caudado putamen entre los dias 14 y 15 del periodo embrionario, originados en la
sustancia nigra. Los receptores dopaminérgicos D; son funcionales el dia 15 de vida
prenatal, su numero incrementa desde el dia 18 prenatal al 30 postnatal asi como su
afinidad. En el nacimiento los receptores D, estan presentes en el estriado, y aumentan

hasta el dia 40 , con un pico marcado el dia 15, coincidiendo con la actividad espontanea
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motora mayor (Fernandez Ruiz y col. 1992). Mediante estudios de hibridacion in situ, se ha
detectado RNAm para el receptor §-opioide en nicleo accumbens y estriado dorsal de ratas
en el dia 21 de gestacion. En el dia 8 postnatal se detecté RNAm para el receptor § en
células grandes del estriado, posiblemente colinérgicas (Georges y col. 1998) lo que sugiere
una posible modulacion por ligandos enddgenos 6-opicides de neuronas colinergicas
estriatales. La expresion temprana de RNAm para el receptor $-opioide en areas cerebrales
relacionadas con la regulacién de la funcion motora sugiere que ya desde el periodo
neonhatal pueden existir interacciones funcionales entre dicho receptor y el sistema
dopaminérgico nigroestriatal que estén implicadas en la modulacién de la actividad motora.
De nuestros estudios se deduce que el fratamiento con natrindol afectd
significativamente al cociente DOPAC/DA en la sustancia nigra, en machos de 20 dias de
edad, 1o que sugiere una interaccion funcional entre el receptor & y el sistema dopaminérgico
en esta region. Esta bien establecido que las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales
juegan un papel facilitador en la elaboracién de patrones de locomocion y comportamientos
estereotipados (Bloom y col. 1988). Teniendo en cuenta estas interacciones, podriamos
sugerir que e| menor cociente DOPAC/DA encontrado en la sustancia nigra de los machos
de 20 dias tratados con naltrindol y que es reflejo de niveles incrementados de DA en este
area, podria relacionarse con la hiperactividad previamente referida (apartado V.4.1)
encontrada en machos de la misma edad, sometidos a este mismo tratamiento. Otros
autores han encontrado cambios a nivel motor en paralelo a cambios en la actividad
dopaminergica nigroestriatal en animales expuestos perinatalmente a cannabinoides
(Romero y col. 1995ab). Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que el
tratamiento neonatal afecte a otras neuronas no dopaminérgicas, localizadas en otras areas
incluso no estriatales, que también estan involucradas en el control del comportamiento
motor (Bloom y col. 1988, Simon y LeMoal 1984). Los efectos del tratamiento crénico con

naltrindol sobre el sistema dopaminérgico nigroestriatal ya no aparecen a los 25 dias de
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edad en machos y recordemos que el tratamiento neonatal con naitrindol tampoco modificé
la actividad del animal adulto. Estos resultados sugieren que los sistemas funcionales
responsables de los efectos producidos tanto sobre la actividad motora como sobre el
sistema dopaminérgico nigroestriatal por el bloqueo de los receptores 5, se “activan”
temporalmente, es decir los cambios compensatorios que presumiblemente se producen en
dichos sistemas no parece que se mantengan a largo plazo. Otros autores han encontrado
que la exposicion perinatal a hashish induce una serie de efectos (disminuciones de
actividad de tirosina hidroxilasa y en actividad locomotora y aumentos en densidad de
receptores dopaminérgicos D) que se observan en animales inmaduros pero que
desaparecen en los machos adultos, mientras que el aumento inducido en la densidad de
receptores D, por el tratamiento si se mantuvo hasta la edad adulta (Fernandez-Ruiz y col.
1996).

En cuanto a otras tendencias (no efectos significativos) inducidas por el tratamiento
con naltrindol sobre el sistema dopaminérgico, en el caso de los machos observamos que el
tratamiento indujo un ligero aumento en los niveles de DOPAC hipotalamicos entre los dias
20 y 25. En cuanto a las hembras, el tratamiento con naltrindol, tendidé a disminuir tanto los
niveles de DA como los de DOPAC en la sustancia nigra, entre los dias 20 y 25.

Que el efecto significativo del tratamiento con naltrindol sobre el sistema
dopaminérgico se haya manifestado sélo en los machos coincide con la hipotesis de que las
neurcnas dopaminérgicas durante el desarrollo podrian ser mas sensibles a factores
epigenéticos en este sexo. Otros autores también han encontrado dimorfismo sexual en los
efectos producidos por la administracién perinatal de THC (tetrahidrocannabinol) sobre el
sistema dopaminérgico en animales en desarrollo (Fernandez-Ruiz y col. 1996), de forma
que se observd una mayor sensibilidad del sistema dopaminérgico a la exposicién perinatal

con cannabinoides en los machos. También se ha observado una sensibilidad diferencial,
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mayor en los machos, frente a los efectos de otras drogas de abuso (para revision ver
Fernandez-Ruiz y col. 1992).

En otros apartados de esta Tesis Doctoral ya hemos discutido la mayor
vulnerabilidad de los machos en cuanto a los efectos de la manipulacidon neonatal sobre la
respuesta a morfina y la actividad adrenocortical al estrés. Estas diferencias sexuales, asi
como otras que se han discutido a lo largo del trabajo, parecen ser atribuibles a la influencia
de los esteroides gonadales, ya que tanto {a manipulacion como los tratamientos
farmacoldgicos utilizados en este trabajo se han aplicado durante un periodo critico para la
diferenciacion sexual del cerebro.

Existen relativamente pocos datos sobre interacciones entre el receptor & opioide y el
sistema noradrenérgico, sobre todo durante el periodo neonatal. En un trabajo reciente
hemos encontrado que los efectos antinociceptivos y simpaticoliticos de la clonidina en ratas
neonatales son afectados por un tratamiento con naltrindol idéntico al empleado en este
trabajo, lo que sugiere una interaccion funcional entre los receptores o, adrenérgico y
opioide (Alberti y col. 1999). Algunos datos sugieren que los tres tipos principales de
receptores opioides (u, & y k) pueden ejercer una influencia inhibitoria sobre la
neurctransmisién noradrenérgica hipotalamica aproximadamente en el momento en que se
da un aumento de liberacidn de hormona luteinizante (Yilmaz y Gilmore 1999). Mediante
estudios ultraestructurales en rata, se ha observado que en el focus coeruleus el receptor &
puede jugar un papel en la modulacion presinaptica de la liberacion de neurotransmisores
tanto excitadores como inhibidores y también se ha sugerido la implicacion del receptor & en
la autorregulacion de la liberacion de met-encefina desde terminales axdnicos en esta regién
(Van Bockstaele y col. 1997). En cultivos de neuronas noradrenérgicas del /ocus coerufeus
preparadas a partir de cerebros de embriones de ratas, se ha observado que estas
neuronas parecian contener receptores p que ejercen efectos inhibitorios sobre la liberacion

de NA mientras que los resultados no sugerian implicacion del receptor 3. Asi, la liberacion
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inducida de NA fue inhibida selectivamente por un agonista p y esta respuesta fue
antagonizada por naloxona. Sin embargo, un agonista del receptor & no afecto la liberacion
de 1a catecolamina (Ronken y col. 1993).

Diversos estudios ponen de manifiesto que distintos estimulos estresantes activan el
sistema noradrenérgico en distintas areas cerebrales en la rata (Stone 1975). Asi, se ha
visto que el estrés psicologico incrementa el furnover de NA, especialmente en €l hipotalamo
y la amigdala (limori y col. 1982). Ademas, se ha encontrado que la naloxona potencia el
incremento en el turnover de NA encontrado en hipotalamo, amigdala y talamo inducido por
estrés de inmovilizacion en ratas (Tanaka y col. 1982). En general, se ha sugerido que un
incremento en el turnover de NA en estas areas esta implicado en las respuestas
emocionales de ratas expuestas a agentes estresantes (Tanaka y col. 1981, 1882). El que
nuestro tratamiento con natrindol no haya modificado los niveles de NA en hipotalamo,
podria relacionarse con los resultados obtenidos en el apartado V.4.1. de esta Tesis, que
indican que el mismo tratamiento necnatal no modificd sustancialmente la emotividad de
machos de 20 dias de edad. El unico efecto significativo del tratamiento con naltrindol en los
niveles de NA se encontré en el caudado putamen de hembras, de forma que considerando
globalmente las dos edades, las tratadas con naltrindol mostraron niveles inferiores que las
controles.

En resumen, este estudio ha revelado diferencias sexuales y diferencias entre
animales de 20 y 25 dias que afectan sobre todo al sistema dopaminérgico y cuya
manifestacion parece ser diferente en distintas regiones encefalicas. El tratamiento neonatal
con naltrindol afectd de forma significativa en el caso de los machos al cociente DOPAC/DA
en sustancia nigra a los 20 dias de edad, y en el caso de las hembras al contenido de NA en
el caudado putamen. Asi pues, los efectos del tratamiento también se ven influidos por el

sexo, la regidn encefdlica y la edad de los animales.
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V.5. EVOLUCION PONDERAL

RESULTADOS

Como indicamos en el apartado |V.7, se realizaron andlisis tanto de los datos de
pesos absolutos como de las tasas de crecimiento (x veces el peso al nacer). Mediante este
método (analisis de la tasa de crecimiento) pretendimos obviar la posible influencia que
pudieran tener las pequefas diferencias en peso el dia 0 (dia de nacimiento) y que por
supuesto no podian deberse al tratamiento neonatal, dado que el peso el dia 0 era
registrado antes de aplicar la primera inyeccion,

Asi, se analizaron los pesos registrados durante el periodo de tratamiento neonatal
(dias 0 a 19) mediante Anovas de dos vias para medidas repetidas (por tratarse de pesos de
los mismos animales medidos a varios tiempos) con los factores tratamiento neonatal y edad
y Anovas con los factores sexo y edad. Consideramos suficiente realizar fos analisis de los
pesos a 5 edades diferentes (dia 0, 5, 10, 15 y 19). Se realizaron analisis analogos con la
tasa de crecimiento.

En la tabla 10 se presentan los valores medios de los pesos de los animales de los
dias 0 a 19. Estas medias se han calculado a partir de los datos de pesos obtenidos de
animales pertenecientes a una seleccion de 23 camadas diferentes nacidas en distintas
épocas del afio. Como se observa en la tabla, se presentan medias para 56-60 animales por
grupo experimental. Por limitaciones del programa informatico hemos tenido que disminuir el
numero de animales para realizar los andlisis estadisticos, de modo que hemas eliminado
los pesos de algunos animales aleatoriamente, quedandonos con un tamafo de muestra de

38-40 animales.
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Pesos corporales absoiutos (dia 0-19)

El Anova de dos vias para medidas repetidas (tratamiento neonatal, edad) con el
peso corporal como variable, mostro en ambos sexos un efecto significative (p<0,001) de la
edad y el analisis post-hoc reveld, como era de esperar, diferencias entre todas las edades
(dias 0, 5, 10, 15, 19). El tratamiento neonatal con naltrindol no tuvo efecto significativo
sobre el peso corporal de los animales (Figura 25).

El Anova de dos vias para medidas repetidas (sexo, edad) realizado en animales
tratados neonatalmente con suero saline mostro efectos significativos del factor edad
{p<0,001). E! analisis post-hoc reveld diferencias entre todas las edades, de forma que,
logicamente, los pesos corporales se incrementaron con la edad. Este mismo analisis
realizado a los animales tratados neonatalmente con naltrindol, reveld un efecto significativo
de la edad (p<0,001) (incremento de peso con la edad) y del sexo (p<0,01), presentando las

hembras pesos corporales ligeramente disminuidos con respecto a los machos (Figura 25).

Tasa de crecimiento (dia 0-19)

El Anova de dos vias para medidas repetidas (tratamiento neonatal, edad) con la
tasa de crecimiento como variable mostré un efecto significativo (p<0,001) del factor edad y
el analisis post-hoc reveld diferencias entre todas las edades (dias 5, 10, 15 y 19),
mostrando ambos sexos un incremento de la tasa de crecimiento con la edad. El tratamiento
neonatal no tuvo un efecto significativo sobre la tasa de crecimiento de los animales, aunque
especiaimente a partir del dia 10 se puede observar una tendencia de las hembras tratadas
con naltrindol a presentar tasas de crecimiento ligeramente superiores a las tratadas con
sueroe salino (Figura 26).

El Anova de dos vias para medidas repetidas (sexo, edad) demostré, para el grupo
de animales tratados neonatalmente con suero salino, la existencia de un efecto significativo
del factor edad (p<0,001) de manera que observamos que la tasa de crecimiento incrementé

significativamente a cada punto de edad analizado, en ambos sexos. Este mismo analisis
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realizado a animales tratados neonatalmente con naltrindol reveld efectos significativos del
sexo (p<0,01) y de la edad (p<0,001) asi como una interaccién significativa entre factores
(p<0,05), de forma que las hembras mostraron una tasa de crecimiento mayor que los

machos, especialmente a la edad de 15 y 19 dias (Figura 26).

Pesos a la edad de 20 y 25 dias.

Se analizaron los pesos de los animales registrados a los 20 y 25 dias de edad,
mediante Anova de dos vias con los factores sexo y tratamiento neonatal. Se realizaron
Anovas en los que se analizod el efecto del tratamiento con naltrindol incluyendo en este caso
los grupos SS-NTI en el factor tratamiento neonatal, y el efecto de la manipulacion,
incluyendo en el analisis los grupos SS-NM.

Los Anovas realizados para ver el efecto del tratamiento con naltrindol revelan que
este tratamiento no modificod significativamente los pesos corporales a ninguna edad. A fa
edad de 20 dias se observd un efecto residual (p<0Q,1) del sexo que result6 significativo a los
25 dias de edad (p<0,05), presentando las hembras pesos menores que los machos en
ambas edades (Tabla 11).

Los Anovas realizados para observar los efectos de la manipulacion no revelaron
efectos significativos de dicha manipulacion sobre el peso de los animales a ninguna edad.
Sin embargo se cbservo una interaccién residual entre factores (sexo, tratamiento neonatal)
a los 20 dias (p<0,1) que resultd significativa a la edad de 25 dias (p<0,05). El analisis post-
hoc mostré un mayor peso de las hembras frente a los machos en los animales no
manipulados, mientras que esta diferencia no se observdé en los animales tratados

neonatalmente con suero salino (Tabla 11).

Evolucién ponderal en el periodo postdestete (dia 30-80).
Con el objetivo de estudiar los posibles efectos del tratamiento neonatal con

naltrindol, sobre la evolucién de los pesos corporales y la tasa de crecimiento de los
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animales hasta la edad adulta, se realizaron Anovas de dos vias para medidas repetidas con
los factores tratamiento neonatal (suero salino, naltrindol) y edad (dia 30, 40, 50, 60, 70, 80),
para los pesos corporales absolutos y la tasa de crecimiento de los animales que, en este
estudio, recordamos son machos Unicamente. Para ambos parametros, el analisis revelé un
efecto significativo de la edad (p<0,001) mostrando el post-hoc diferencias entre todas las
edades. El tratamiento neonatal con naltrindol no modificé significativamente la evolucion de
los pesos corporales absolutos (Tabla 12). El tratamiento con naltrindol tampoco afecto
significativamente la tasa de crecimiento de los animales, sin embargo a partir del dia 50 de
edad, los animales tratados con naltrindol presentaron tasas de crecimiento ligeramente

superiores a los controles (Figura 27).

Tasa de crecimiento durante el tratamiento cronico con naltrindol (8 dias) en edad adulta.

El Anova de dos vias para medidas repetidas que tuvo como factores el tratamiento
crénico (suero salino o nalfrindol) y tiempo (desde el 2° hasta el 8° dia de tratamiento) fue
realizado con la tasa de crecimiento. En este caso hay que sefialar que en este estudio no
disponiamos de los pesos de los animales el dia de nacimiento, de forma que hemos
calculado la tasa de crecimiento con respecto al primer dia de tratamiento. El analisis reveld
un efecto significativo del factor tiempo (p<0,001), de forma que la tasa de crecimiento se
incrementd ligeramente con el tiempo. El tratamiento crénico con naltrindol no tuve un efecto
significativo sobre la tasa de crecimiento de [os animales durante el periodo de tratamiento

(Tabla 13).
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EVOLUCION DEL PESO CORPORAL DURANTE EL
TRATAMIENTO NEONATAL (DIiA 0-19) CON NALTRINDOL.

SEXO / TRATAMIENTO NEONATAL

Dia | MAGHOS/SS MACHOS /NTI  HEMBRAS/SS  HEMBRAS / NTI
0 6,6 + 0,1 6,6 % 0,1 6,2 0,1 6,0 £ 0,1
1 7.1£0,1 7.1+0,1 6,8+ 0,1 6,5+0,1
2 8,1+0,1 8,0+ 0,1 7.6+0,1 7.4+0,1
3 9.4+0,2 9,3+0,2 8,8+ 0,1 8.6+0,1
4 10,7 £ 0,2 10,6 £ 0,2 10,0 + 0,2 9,8 +0,2
5 12,0 £ 0,2 12,0 £ 0,2 11,5+ 0,2 11,2+ 0,2
6 13,4 £ 0,2 13,6+ 0,2 12,9+ 0,2 12,6102
7 15,2 + 0,3 15,3+ 0,2 14,5+ 02 14,3+0,2
8 17,0+ 0,3 17,0£0,3 16,3+ 0.2 15,9+ 0,2
9 18,8+ 0,3 18,8 £ 0,3 18,2+ 0,2 17,7+0,3
10 20,8+ 0,3 20,8 + 0,3 20,2 £ 0,3 19,6 £ 0,3
11 22,9+0,3 22,8+ 0,3 22.1+0,3 21,5+0,3
12 24,8+0,3 24,6 + 0,4 24,0+ 0,3 2341403
13 26,9+0,3 26,9+ 0,3 26,0+ 0,3 256+ 0,4
14 28,9 0,3 29,0104 28,0+03 274+03
15 30,9+ 0,3 30,9 + 0,4 29,9+ 0,3 29,3+ 0,4
16 32,5+ 0,3 32,5 £ 0,4 31,5+0,3 30,9+ 0,4
17 34,2 + 0,4 34,3 £ 0,4 33,3+04 32,604
18 36,3 + 0,4 36,3 1 0,4 35,6+ 0,4 348104
19 39,0+ 0,5 38,8+ 0,5 38,1+ 0,5 37,5+ 0,5

Tabla 10. Los valores representan el peso corporal {(g) (media £+ e.e.m. de 56-60
animales). En negrita se sefalan las edades elegidas para realizar el andlisis
estadistico.



EVOLUCION DE PESOS CORPORALES DURANTE EL
TRATAMIENTO NEONATAL CON NALTRINDOL (DIAS 0-19).
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Figura 25. La gréfica representa la media + e.e.m. de 38-40 animales.
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Figura 26. La grafica representa la media + e.e.m. de 39-40 individuos.



PESOS CORPORALES

20 DIAS 25 DIAS
SEXO
TRATAMIENTO
MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS
NEONATAL

NM 403+1,2 420+0,8 62,6+ 1,4 66,9+138*
$S 43.0+0,7 415+ 0,8 657+ 1,4 63.9+12
NTI 42.3+0,6 409+1,0 66,1+ 1,4 60,9+18*

Tabla 11. Los valores corresponden a la medr + e.e.m de los pesos corporales (g) de 18-30 animales.

* p<0,05 frente a los machos de la misma edad y del mismo tratamiento neonatal.



EVOLUCION DE PESOS CORPORALES

PERIODO POSTDESTETE-EDAD ADULTA

DIAS 30-80
TRATAMIENTO EDAD (djas)
NEONATAL
30 40 50 60 70 80
S8 1094 +46 2074+ 5,5 2967+79 3791 +£9,0 444 3 + 9,9 497.0 £ 10.1
NTI 1054+ 41 2046 + 4,8 2988+65 3785+76 4433 £8,5 489,1+ 10,0

Tabla 12. Los valores corresponden a la media + e.e.m del peso corporal (g) de 16-18 animates.
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EVOLUCION DE TASA DE CRECIMIENTO

TRATAMIENTO CRONICO CON NALTRINDOL (8 DIAS)
EDAD ADULTA

DiA DE TRATAMIENTO CRONICO

2 3 4 5 6 7 8
SS 1,01£ 0,01 1,03 £ 0,01 1,04 £ 0,02 1,04 + 0,01 1,05+ 0,02 1064002 1,06+0,02
NTH 1,01£ 0,01 1,03 £ 0,01 1,03£0,02 1,04+£0,02 1,05+£0,02 1,06 £ 0,02 1,06+ 0,03

Tabla 13. Los valores carresponden a la media + e.e.m de la tasa de crecimiento de 29-30 animales.



Resultados y Discusion

DISCUSION

Diversos trabajos han lievado a sugerir que los péptidos opioides podrian jugar un
papel en el crecimiento por medio de mecanismos inhibitorios y que esta regulacion podria
tener lugar a través de un input tonico (Zagon y MclLaughlin 1992). Sin embargo, algunos de
los resultados que han llevado a esta interpretacion (Zagon y Mclaughlin 1984) no han sido
repiicados por otros autores (FPetrie 1993). Discrepancias de este tipo sugieren que quiza
diversos factores, como la estirpe de ratas estudiadas, efectos de tipo nutricional, la
influencia de los ritmos circadianos y otras variables que afecten a la metodologia, pueden
contribuir a explicar las diferencias entre los resultados encontrados en los distintos
laboratorios (De Cabo y Viveros 1997). En todo caso, el papel que el SOE pueda jugar en el
crecimiento postnatal es una cuestién debatida,

Los presentes resultados indican que el tratamiento crénico con naltrindol durante el
periodo neconatal (inyecciones diarias de 1mg/kg durante el periodo predestete) no produjo
efectos significativos sobre el peso corporal ni sobre la tasa de crecimiento de los animales
durante el periodo de tratamiento. Pese a que en ningan caso las diferencias fueron
significativas, observamos que las hembras tratadas neonatalmente con naltrindol
mostraron, a lo largo del periodo de tratamienfo neonatal (dias 0-19), una tendencia leve
pero mantenida a un menor peso corporal con respecto a las inyectadas neonatalmente con
suero salino, asi como una tasa de crecimiento ligeramente incrementada. En estudios
anteriores hemos encontrado que un tratamiento similar consistente en inyecciones diarias
de naltrexona (1mg/kg) durante el periodo predestete disminuyé significativamente la tasa
de crecimiento de animales de ambos sexos durante el periodo de tratamiento, aunque las
diferencias fueron pequenas en términos absolutos (De Cabo y Viveros 1997).

Nuestros datos indican que el tratamiento cronico con naltrindol durante el periodo
predestete, no modificéd significativamente ios pesos corporales ni la tasa de crecimiento de

los animales durante el periodo postdestete-edad adulta. Pese a que en ningln caso las
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diferencias fueron estadisticamente significativas, observamos que los animales (en este
estudio solo se utilizaron machos) tratados neonatalmente con naltrindol presentaron tasas
de crecimiento ligeramente mayores a partir del dia 50 de edad. E! tratamiento créonico con
naltrindol en edad adulta (inyecciones diarias de 1mg/kg durante 8 dias) tampoco afecto
significativamente la tasa de crecimiento de los animales durante el tratamiento. En estudios
previos se ha encontrado que la administracion de naltrexona durante el periodo predestete
incremento significativamente los pesos corporales de animales de ambos sexos durante el
periodo postdestete (De Cabo y Viveros 1997).

Un efecto sobre el peso de los animales podria deberse directamente al blogueo
funcional del receptor opioide o alternativamente, a efectos sobre el comportamiento de
mamar. Asi, se ha observado que la administracion de naloxona a la dosis de 1 mg/kg evita,
durante su tiempo de accion, el reflejo de mamar en crias de rata (Sewell 1980). Por otro
lade se ha visto gue la administracion del antageonista y CTOP disminuye o incrementa la
respuesta a un pezon artificial dependiendo del lugar de inyeccidn (Petrov y col. 1998)
mientras que los agonistas p opioides incrementan dicha respuesta (Robinson y col. 1995},
Dado que [a naitrexona es un antagonista opicide general, que a [a dosis empleada en el
trabajo citado anteriormente presenta una mayor afinidad por el receptor p, el hecho de que
en el presente estudio el tratamiento neonatal con naltrindol no haya tenido efectos
significativos sobre el peso o la tasa de crecimiento de los individuos parece indicar que es
el receptor u mas que el § el que esta implicado en el crecimiento somatico de los animales.
Algunos estudios encuentran que el naltrindol redujo ia ingesta de sacarina (Beczkowska y
col. 1993, Krishnan-Sarin y col. 1995} y el tratamiento cronico disminuyd la ganancia de
peso en ratas con una dieta altamente sabrosa (Cole y col. 1995). Por otro lado Kelley y sus
colaboradores (1996) han encontrado que la administracion de naltrindol en el nucleo
accumbens aumenta la ingesta en ratas. Sin embargo, en distintos estudios se ha

encontrado que la administracién de antagonistas § no modifico la ingesta de los animales
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(Arjune y col. 1991, Beczkowska y col. 1992, Bodnar y Geary 1991, Papadouka y Carr
1994). Otros datos sugieren que en ratas predestete serian los receptores p y x, pero no los
5, los implicados en la regulacion de los comportamientos de ingesta (Jackson y Sewell
1984), lo que podria tener relacidén con el desarrollo retrasado del receptor 8 en relacién con
los receptores p y x (Kitchen y col. 1995b, Kornblum y col. 1987, McDowell y Kitchen 1986,
1987). Estos ultimos datos podrian contribuir a explicar que, en nuestro caso, el tratamiento
con naltrindol haya tenido un escaso efecto sobre el peso de los animales.

En lo relativo a las diferencias sexuales encontramos que, durante el periodo
predestete, de acuerdo con estudios previos (De Cabo y Viveros 1997), las hembras
presentaron tasas de crecimiento superiores asi como un menotr peso corporal. Estas
diferencias, aunque se vieron en ambos grupos de tratamiento neonatal, unicamente
resultaron significativas en animales tratados con naltrindol, posiblemente debido a que
parece que es en las hembras donde mas se manifiesta la sutil influencia del naltrindol sobre
el peso.

De nuestros resultados se deduce que [a manipulacion de los animales no indujo
modificaciones marcadas en el peso corporal de animales neonatales. Algunos estudios
encuentran que animales que fueron manipulados durante las tres primeras semanas
postnatales (separacién de la madre durante 3 horas diarias) presentaron pesos
significativamente disminuidos el dia 22 de edad (Mcintosh y col. 1999). Nuestra
manipulacion consistid en recoger las crias para pesarlas e inyectarlas, y el tiempo que
pudieron estar aisladas de la madre no excedid los 5 minutos, por lo tanto resuita menos
estresante para las crias. De acuerdo con nuestro resuliado, se ha encontrado que un
aislamiento de 15 minutos diarios durante las tres primeras semanas de vida no modifico
significativamente el pesc de los animales el dia 22 de edad (Mcintosh y col. 1999). Tan sélo
observamos que al dia 25 el peso de las hembras no manipuladas fue mayor que el de los

correspondientes machos, mientras que en los animales manipulados tratados con suero
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salino durante el periodo predestete no se observo dicho efecto. Mas aun en los animales
tratados con naltrindol fueron los machos los que presentaron un mayor peso corporal que
las correspondientes hembras. Estos resultados indican que el procedimiento de
manipulacion y el tratamiento con naltrindo!, en conjunto, inviertieron el sentido de las
diferencias sexuales en animales postdestete.

Los efectos de tratamientos neonatales con antagonistas opioides sobre la evolucion
ponderal, podrian interpretarse, como ya se ha indicado, como un efecto directo sobre el
crecimiento de los animales o como consecuencia de un efecto sobre la ingesta. Existe
también la posibilidad de que el control por parte de los opicides endogenos de fendmenos
ligados al desarrollo somatico, pueda producirse mediante efectos indirectos sobre sistemas
hormonales. En este sentido, algunos resultados sugieren que tanto los receptores u como
los k estan implicados en la regulacién de la secrecion de la hormona del crecimiento en
ratas neonatales, mientras que los receptores & no parecen jugar una funcidén importante de
forma independiente en esta respuesta, pero podrian actuar de forma sinérgica con los

receptores p en la induccion de la estimulacion (Eason y col. 1996). Desde esta perspectiva

resulta coherente que, en nuestro estudio, el blogueo selectivo del receptor & haya
producido modificaciones muy sutiles sobre la evolucion ponderal de los animales, que sélo
se han detectado indirectamente o como tendencias, pero en ningdn caso como efectos
significativos del tratamiento con naltrindol “per se”.

La ausencia de efectos significativos de los tratamientos con naltrindol sobre el peso
corporal de los animales indica que las modificaciones observadas en cuanto a respuestas
analgésicas y comportamentales y otras variables estudiadas inducidas por dichos
fratamientos se deben a efectos especificos sobre estos parametros y no son consecuencia
indirecta de ningun efecto importante del antagonista & sobre el estado nutricional o el

crecimiento somatico de los animales.
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Conclusiones

Se exponen a continuacion las principales conclusiones que se derivan de los resultados

obtenidos en las condiciones experimentales que se describen en esta Tesis Doctoral:

1,- Los tratamientos cronicos con naltrindol utilizados no modificaron los umbrales
nociceptivos de los animales ni en la prueba de inmersién de la cola (neonatos) ni en el test
de estimulacion eléctrica de la cola (adultos). Estos resultados indican que el receptor -
opioide no esta implicado en el establecimiento de la sensibilidad al dolor inducido por
estimulo térmico o eléctrico. En el periodo neonatal, las hembras presentaron mayor
sensibilidad que los machos al estimulo térmico nociceptivo y la manipulacion incrementd la

sensibilidad a dicho estimulo en ambos sexos.

2.- El bloqueo funcional del receptor §-opioide durante el periodo predestete, mediante un
tratamiento crénico con nalfrindol, blogued la respuesta anfinociceptiva a alfentanil pero no
afectd significativamente la antinocicepcion inducida por Ci-977 en ratas macho de 20 dias
de edad, lo que indica una interaccién funcional 8-y, pero no 5-x en la modulacion de la

antinocicepcion durante el periodo neonatal.

3.- Los efectos del alfentanil (exploracién aumentada) y del CI-977 (una marcada
hipoactividad} en el campo abierto, no fueron modificados por el tratamiento neonatal con
naltrindol. Estos resultados indican ausencia de interaccién 8-u 0 6-x en la mediacién de

respuestas comportamentales en ratas neonatales.

4.- Lo expuesto en las dos anteriores conclusiones sugiere que [os sistemas p y 8
implicados en la modulacion de la antinocicepcidén son, al menos en parte, distintos de

aquellos implicados en las respuestas conportamentales en el campo abierto.
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5.- El bloqueo funcionat del receptor d-opioide durante el periodo predestete no tuvo efecto
sobre la respuesta antinociceptiva a morfina en machos de 20 dias de edad, mientras que la
manipulacion redujo el efecto de la morfina en estos animales. Por el contrario, en hembras
de la misma edad el tratamiento neonatal con naltrindol parecié potenciar el efecto de la
manipulaciéon, mostrando las hembras tratadas con naltrindol una antinocicepcion por

morfina incrementada con respecto a las no manipuladas.

6.- Tomados en conjunto, los resultados de nuestros estudios con alfentanil y morfina
indican que los efectos del bloqueo funcional del receptor d-opioide durante el periodo
predestete sobre las respuestas antinociceptivas mediadas por el receptor p, dependen del
agonista p utilizado y del sexo de los animales. Asimismo, se han detectado diferencias
sexuales en cuanto a los efectos de [a manipulacion sobre [a antinocicepcidon mediada por

receptor p.

7.- El blogueo funcional del receptor 8-opiocide durante el periodo predestete no tuvo efecto
ni sobre los niveles basales de corticosterona ni sobre la respuesta de corticosterona al
estres en ratas macho de 25 dias de edad, mientras que la manipulacidn evitd la elevacion
de corticosterona en respuesta al estrés s6lo en machos y redujo los niveles basales sélo
en hembras. Tomados en conjunto, estos datos junto con los encontrados anteriormente en
hembras de la misma edad, sugieren un dimorfismo sexual en cuanto a la implicacion del

receptor o y los efectos de la manipulacion en la respuesta adrenocortical al estrés.

8.- La morfina, a las dosis utilizadas en este trabajo, afecté significativamente a la respuesta
de vocalizacién (mediada a nivel supraespinal) pero no a la respuesta motora (mediada a
nivel espinal) de machos adultos, en la prueba de estimulacién eléctrica de la cola y el

tratamiento cronico con naltrindo! no modificé el efecto inhibitorio de la morfina sobre Ia
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vocalizacién. Estos resultados indican que la respuesta de vocalizacién, que refleja el
componente afectivo del dolor, estd especificamente mediada por el receptor p, sin una

contribucion aparente del receptor o.

9.- La administracién aguda de naltrindol indujo una marcada hipoactividad en ratas macho
de 20 dias de edad, mientras que la administracion cronica del antagonista produjo el efecto
opuesto (hiperactividad), asi como una alteracion en la tasa de recambio de dopamina en la
sustancia nigra. Estos datos indican que el receptor 8, probablemente en interaccion con el
sistema dopaminérgico, esta implicado en la modulacién ténica de la actividad motora

durante el periodo neonatal.

10.- En contraste con lo observado en neonatos, el tratamiento crdnico con naltrindol en
machos adultos sélo indujo modestas alteraciones en la actividad de los animales y el
tratamiento neonatal con el antagonista & no tuvo efectos significativos a largo plazo sobre
el comportamiento en tablero de agujeros o laberinto en cruz. De acuerdo con los resultados
obtenidos en ratas jovenes, ninguno de los dos tratamientos citados modificod la reactividad
corticoadrenal de los aduifos. Los resultados indican una mayor vulnerabilidad de las ratas
neonatales en cuanto a los efectos del naltrindol sobre el comportamiento y refuerzan la
idea de que el receptor & no esta implicado en la modulacion de la actividad adrenacortical

en ratas macho.

11.- El tratamiento neonatal con naltrindol afecté significativamente al cociente DOPAC/DA
en sustancia nigra de machos de 20 dias {lo que podria relacionarse con los efectos del
tratamiento sobre la actividad de estos animales) y al confenido de NA en el caudado
putamen de hembras neonatales. Se encontraron ademas tanto diferencias sexuales como

diferencias entre 20 y 25 dias que afectaron sobre todo al sistema dopaminérgico.
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12.- Los fratamientos con nalfrindol utilizados en este trabajo no modificaron
significativamente la evolucidon ponderal de los animales, lo que indica que las alteraciones
inducidas por dichos t{ratamientos sobre las respuestas antinociceptivas vy
comportamentales se deben a efectos especificos sobre dichas respuestas y no son
consecuencia indirecta de ningun efecto importante det antagonista 6 sobre el crecimiento

somatico de los animales o su estado nutricional.
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