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AGn cuando el estudio de la embriologia, histologia
y de los productos de secrecidén de la corteza y médula de la
gléndula suprarrenal indica que nos encontramos ante dos érga-
nos distintos, el por qué al ascender en la escala filogenéti-
ca se encuentra una relacién anatémica cada vez m&s intensa en
tre ambos, hasta llegar a los mamiferos en que la corteza su-
prarrenal engloba a la médula, ha sido motivo de estudio desde
hace tiempo. La corteza suprarrenai deriva del epitelio celbmi
co y sus hormonas, los esferoides,rson compuestos liposolubles;
en situaciones fisiolégicas, los niveles circulantes de gluco-
corticoides se mantienen entre estrechos limites, gracias a un
sistema de retroinhibicién ejercido en el hipotélamo e hipdfi-
sis por la hormona adrenocorticotropa (ACTH) y los corticoste-
roides y su biosintesis y liberacidn se encuentra aumentada
frente a situaciones de stress o alarma del organismo. La médg
la de la glé&ndula suprarrenal deriva del ectodermo neural y
sus hormonas, las catecolaminas, son compuestos hidrosolubles;
los niveles circulantes de estas hormonas, ailin cuando regulados

en distinta forma que los glucocorticoides, aumentan también



en situaciones de stress. La médula suprarrenai es un transduc
tor neuroendocrino que segrega sus hormonas en respuesta a un
impulso neural que induce la liberacidén de acetilcolina en la
sinapsis de las neuronas preganglionares con las c¢élulas croma-

fines,

El que en la reaccidn del oréanismo animal frente a
situaciones de stress se produzca un aumento en la liberacidn
de catecolaminas y corticosteroides por la.gléndula suprarrenal,
unido a que muchos de los efectos de las catecolaminas no pue-
den ponerse de manifiesto en ausencia de hormonas adrenocortica
les (11,12,55,92), ha conducido a la idea de que ademfs de ac-
tuar como una unidad fisiolégica, existe una interrelacién fun-

cional entre ambos grupos de hormonas,

Han pasado mds de dos décadas desde que Shepherd ¥y
West (103) y Coupland (20) sefialaron que la proximidad del teji=-
do cortical y medular y la proporcidn relativa de ambos pudiera
tener cierta relacibn con la proporcién adrenalina/noradrenalina
existente en la gléndula suprarrenal de distintas especies ani-
hales. Posteriormente, Coupland y McDougall (22) observaron que
determinados esteroideé, al ser adicionados a cultivos de célu=-
las cromafines de origen extra adrenal aumentaban la concentra-

cién de adrenalina, Por otro lado, segin Cooper y col. (18), 1la



dihidroxifenilalanina, noradrenalina y adrenalina estimulan,

en determinadas posiciones, la hidroxilacidén de los esteroides.,.

AGn cuando la formacibén de noradrenalina y adrenalina
a partir de la tirosina se ha demostrado en la médula adrenal
(49,59), en los nervios y ganglios simpé#icos (48) y en el ani-
mal intacto (118,119), se conoce muy poco acerca de los proce-
sos que controlan la biosintesis de catecolaminas en las ¢élu-

las cromafines de la médula suprarrenal,

Los pasos hasta llegar a la formacibén de adrenalina

son los siguientes:
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Paralelo al problema de la biosintesis de catecolami-
nas, estd el no menos importante de su liberacién y almacenamieg
to en la médula adrenal, Mediante la determinacidn de catecola-
minas en la vena adrenal bajo diferentes situaciones experimenta
les, se ha llegado a postular la existencia de una secrecidn rre
ferencial para la noradrenalina o adrenalina (30,39,93,98). En
diversos trabajos, se ha podido comprobar que no sélo las canti-
dades de catecolaminas por unidad de peso de gléndula, sino tam-
bién la proporcidén relativa adrenalina/noradrenalina difiere sen
siblemente en las distintas especies animales (Tabla A), ¥ que
una elevada proporcién de adrenalina respecto a su precursor la
noradrenalina, va normalmente acompafiada de una actividad eleva-
da del enzima feniletanolamina-N-metil-transferasa (PNMT) (3).
Los roedores tienen un pequefio porcentaje de ﬁoradrenalina, mien
tras que en los animales agresivos la relacién adrenalina/nor-
adrenalina esté desplazada en el sentido de la noradrenalina; es
te hecho hizo sugerir a Goodhall (47), que la noradrenalina po-
dfa actuar en estos animales como agente especifico estimulante

necesario para su forma de vida.

Segin Kvetnansky y col. (65), la denervacibn de la
gléndula suprarrenal no causa descensos en la actividad de la ti

rosina hidroxilasa (TH), pero impide el aumento de la actividad



Tabla A,- Contenido de catecolaminas y proporcién relativa

Adrenalina/Noradrenalina en diferentes especies animales.

Especie ca® A/NA

Leén 0,5 | 0,8 (47)
Cerdo 2,2 1,0 (131)
Gato " 1,0 1,4 (131)

2,0 1,0 (95)
Ove ja 1,6 2,0 (47)

0,8 2,0 (131)
Vaca 1,8 ‘ 2,4 (131)

4,2 2,6 (37)
Perro 1,5 ' 2,7 (131)
Ratén 1,0 ,‘ 3,0 (131)
‘Mono 0,3 4,3 : (35)
Hombre 0,6 b,9 (131)

0,6 5,2 (36)
Rata 1,2 10,1 (131)
Hamster 0,4 10,5 (131)
Cobaya 0,2 k9,0 (38)
Cone jo 0,5 kg,o0 (131)

®catecolaminas (adrenalina + noradrenalina) expresado en
mg/g tejido.

En paréntesis cita bibliogréafica.



de este enzima que se produce al someter al animal a determi-
nadas situaciones de stress. Asi mismo, los niveles del enzima
metilante de la noradrenalina estén significativamente dismi-
nuidos despues de la denervacidén, si bien al someter al animal
a una situacién repetida de stress se produce un aumento, tan-

to en la gléndula denervada como en la intacta.

Wurtman y Axelrod (133,134), trabajando en ratas hi-
pofisectomizadas observaron descensos en la actividad del enzi
ma PNMT, que sin embargo podia ser restaurada hasta el nivel
casi normal por la administracidén de ACTH 6 glucocorticoides;
esto les 1llevd a concluir que los esteroides procedentes de la
corteza suprarrenal que en una elevada proporcidén perfunden la
médula, deben controlar la actividad de la feniletanolamina-N-
-metil-transferasa, No obstante, Fuller y Hunf (42) encontraron
que en la rata intacta la actividad de la PNMT parece ser méxi-
ma y por ello, una estimulacidén del eje hipdfisis-suprarrenal
por situaciones de stress no es capaz de aumentar la actividad
del enzima, Leach y Lipscomb (67), estudiando este mismo proble
ma indicaron que la elevacidn de la actividad del enzima meti-
lante de la noradrenalina por los glucocorticoides sblo se pro=-
duce después de una situacién de hipofuncidén corticosuprarrenal.

M&s recientemente, Ciaranello (16), estudiando en ratas hipofi-



sectomizadas la cinética del papel mediador de los glucocor-
ticoides sobre el proceso de metilacibén de 1la noradrenalina,A
excluye este mecanismo como critico en respuesta a situaciones

de stress.

Kvetnansky y col. (64) han observado que la inmobili
zacibén y por tanto mayor liberacidén de ACTH debido al stress,
produce un descenso del contenido de adrenalina en la gléndula
sin que varie la concentracidén de noradrenalina; por repeticién
del mismo tipo de stress, la disminucidén inicial de los niveles
de adrenalina se recupera, al mismo tiempo que se produce un au
mento en la concentracidén de noradrenalina; este efecto, unido
a que la eliminacidn diaria de ambas bioaminas aparece signifi-
cativamente elevada desde un principio pudiera ser indicativo
de un proceso de adaptacidén del animal a la situacién repetida

de stress,

| | Weinshilboum y Axelrod (129) han indicado que la hi-

pofisectomia en ratas causa descensos en la actividad del enzi-
ma dopamina-c)-hidroxilasa (DBH) y otros autores (63) han obser
vado que la denervacién de la gléndula suprarrenal produce des-
censos en la actividad de este enzima e incluso que son mas pro
nunciados si a la esplacnetomia de los animales se une la abla=-

cibén de la hipdéfisis (45),



Thoenen y col., (116) han observado que un aumento en
la actividad del nervio esplécnico producido por diversas dro-
gas lleva consigo un aumento de los enzimas tirosina hidroxila
sa y feniletanolamina-N-metil-transferasa,‘que no se produce
si la gléndula suprarrenal ha sido previamente denervada (117).
Estos mismos autores han encontrado que en el animal hipofisec
tomizado, la actividad de la TH decrece en menor proporcidn que
la de la PNMT y no éuede ser restaurada por altas dosis de glu-
cocorticoides sintéticos, que en cambio son capaces de restable
cer la actividad del enzima metilante de la noradrenalina has-
ta niveles casi normales (8l1). Estos hechos les han llevado a
concluir que la actividad de la tirosina hidroxilasa est& prin
cipalmente regulada por la actividad del nervio esplécnico,
mientras que los niveles normales de PNMT deben ser mantenidos
por los glucocorticoides procedentes de la corteza suprarrenal,
si bien un aumento sobre el nivel normal de este enzima sblo es
posible conseguirlo por un aumento en la actividad del nervio

esplécnico,

Rivas y Borrell (95), estudiando los niveles tisula=-
res de corticosteroides y catecolaminas en el gato, han sugeri
do que el descenso de adrenalina observado por el tratamiento

prolongado con ACTH, podia ser atribufido a un previo descenso
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en el contenido adrenal de noradrenalina y por tanto, que afin
cuando los niveles de glucocorticoides puedan influir en la ac
tividad de la PNMT, no debe ser este el factor inico primordial

implicado en la formacidn de adrenalina en dicha especie.

Se ha demostrado que bloqueando la esteroidogénesis
con aminoglutetimida, es decir, practicando una corticosupra=-
rrenalectomia quimica,en el perro y en la rata. se produce una
elevacién en la actividad ‘del enzima metilante de la noradrena-
lina, observéndose adem&s aumentos en el contenido adrenal de
catecolaminas, hecho que también parece restar importancia al
papel que los glucocorticoides puédan tener en el proceso de ac

tivacibén de la PNMT (29).

Otros investigadores (61) han estudiado la actividad
del enzima metilante de la noradrenalina en ratas a las que se
administrd insulina y/o glucagén, no encontrango relacidn entre
el aumento observado en la actividad del enzima y los niveles
de glucocorticoides o glucosa., Lloréns y col. (71), estudiando
la accién de estas mismas hormonas sobre los niveles de corti-
costeroides y catecolaminas en la glindula suprarrenal del ga-
to intacto, observaron marcados descensos no solo de adrenalina,
sino también de noradrenalina independientemente de que el ni-

vel de corticosteroides de la gléndula suprarrenal y de glucosa
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en plasma estuviese o no significativamente elevado.

Estos y otros trabajos, en su mayoria realizados em-
pleando la rata como animal de experimentacibén, han conducido
a la idea de que en la actividad de los enzimas que regulan la
biosintesis adrenal de catecolaminas parecen influir en mayor
o menor proporcibén, segln el escaldén de la biosintesis, facto-
res neurales -integridad de la inervacién de la médula suprarre
nal- y humorales -ACTH y/o glucocorticoides de la corteza su
prarrenal- y que el equilibrio entre unos y otros debe ser res
ponsable de la biosintesis normal de catecolaminas en esta glén

dula,

Elliot en 1912 (34) observé que en el gato, la morfi-
na producia descensos en el contenido adrenal de catecolaminas
en la glindula intacta, pero que estas variaciones no se produ-
cian si la gléindula habfa sido previamente denervada, postulan-
do que la administracidn de morfina debia causar una estimula-

cién del sistema nervioso simpitico.

Més recientemente, Vedernikov (122) ha visto que fér-
macos como la cocaina, que inhibe el proceso de recaptacidn de
la noradrenalina, o el pirogalol, que disminuye la actividad

del enzima catecol-O-metil-transferasa, potencian el efecto
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analgésico de la morfina en la rata y que el disulfipéé, férma
co inhibidor de 1la dopamina-(B-hidroxilasa, paralelamente a un
descenso en la formacibén de noradrenalina, inhibe el efecto
analgésico de la morfina; ante estos resultados, sugieren que
drogas capaces de aumentar la concentracidn de noradrenalina
en los receptores, potencian la accidén analgésica de la morfi=-
na, mientras que aquellas que dismiﬁuyen los niveles de dicha

bioamina poseen un efecto contrario.

Desde que Vogt (125) observd que la administraciém
aguda de morfina causaba una disminucidén en la concentracién
de noradrenalina en cerebro, se vienen estudiando las variacio
nes tisulares de catecolaminas bajo muy distintas condiciones
experimentales para intentar aclafar los fendmenos de dependen
cia y tolerancia que acompafian a la administracidn de morfina,
sin que hoy, 20 afios mAs tarde sepamos todavia el por qué de

estos procesos,

Gunne (51), estudiando las variaciones de noradrena-
lina y adrenalina en la gléndula suprarrenal de la rata intac=-
ta, observélque la administracidén aguda de morfina producfia una
reduccidén en el contenido adrenal de adrenalina, al que acompa-
fiaba un descenso de noradrenalina si era aumentada la dosis. Al

encontrar este autor niveles normales de catecolaminas en la su
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prarrenal al final del tratamiento prolongado con 1la dfoga, su=
girié que la administracidén continuada de morfina debia produ-

cir un aumento en la sintesis de catecolaminas,.

Estudiando los niveles de noradrenalina en cerebro du
rante la administracidn crdénica con morfina y en condiciones de
abstinencia a la droga, Maynert y Klingman (76) observaron que
en el perro y en el conejo, la adicién producia un aumento en
el contenido de noradrenalina y que la situaci6n de abstinencia
causaba descensos de esta bioamina; estos resultados les lleva-
ron a postular que la elevacibén en los niveles de noradrenalina
en cerebro producidos por la adicién a la morfina, pudieran te-

ner un papel antagonista con el efecto de tolerancia a la misma,

Akera (1), compara los efectos de la morfina y el le-
vorfanol (droga que también produce sintomas de adicibn) y ob-
serva una respuesta parecida a la obtenida por Maynert (76) so-
bre los niveles de noradrenalina en cerebro para el tratamiento
prolongado con morfina; al no encontrar cambios por la adminis-
tracién de levorfanol, indica que, al menos en la rata, no debe
existir relacién entre la adicién a las drogas y los niveles de

catecolaminas en cerebro.

Que existe una cierta relacidén entre el efecto de la

morfina y el eje hipéfisis-suprarrenal, fue indicado ya por
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Lewis (69) al observar que la adrenalectomia en ratas las hacia
mucho més sensibles a la droga. Sin embargo, para otros autores
(127) 1a integfidad de las glindulas suprarrenales no parece

ser esencial en el desarrollo de tolerancia a la morfina.

Briggs y Munson en 1955 (10,82) indicaron que en la
rata intacta, la administracidén en dosis inica de morfina cau-
saba una deplecidén de 4cido ascédrbico en la gléndula suprarre-
nal, como consecuencia de un aumento en la liberacidn de ACTH,
Nakao y col., (83) encontraron aumentos de corticosterona en la
gléndula suprarrenal de la rata intacta, si bien este efecto
no se producia en el animal hipofisectomizado, concluyendo que
la administracidén aguda de morfina causaba una estimulacién en
la produccién de corticosteroides’a través de un aumento en la

liberacibén de ACTH,

Aunque algunos autores (11,85) han observado que 1la
morfina no intérfiere directamente con la respuesta de la cor-
teza suprarrenal a la estimulacidén con adrenocorticotropina,
‘por trabajos realizados "in vitro" Paroli y Melchiori (88) men
cionan que la droga disminuye la produccibn de esteroides al
incubar tejido suprarrenal y testicular con diferentes cantida
des de morfina, hecho que atribuyen a un posible efecto inhibi

dor de ia droga sobre el enzima 3-beta-ol-dehidrogenasa, Otros
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autores, estudiando en el hombre los efectos del tratamiento
crbénico con morfina, encontraron descensos en la eliminacién
diaria de 17-cetosteroides (33,87), e incluso descensos del ni
vel de corticosteroides en plasma (32,127), afin cuando la glén

dula suprarrenal tenia una respuesta normal al ACTH exbgeno.

Al interpretar los resultados que aparecen en la bi-
bliografia acerca de los cambios bioquimicos y de comportamien
to>que siguen a la administracidén de morfina, es necesario te-
ner muy en cuenta las condiciones experimentales y ciertos as-
pectos de farmacologia comparada; asi, mientras que en algunas
especies animales, el efecto de la droga es principalmente
analgésico, produciendo en mayor o menor grado sedacibn, en

otras, el efecto de la morfina es principalmente excitante,



PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

AGn cuando el sistema nervioso y el endocrino po-
seen una manera distinta de operar, hace tiempo se ha recono
cido que debe existir una cierta relacién entre ambos, de
forma que frente a un'estimulo que distorsione el equilibrio
homeostético, el organismo responde con una reaccién,ﬁeuroeg
docrina, Desde los estudios de Cannon (155 en que abogd por
el papel que el sistema nervioso simpdtico podia tener en los
mecanismos de defensa del organismo’y los de Selye (10l) en
que asocid la adaptacidn a situaci&nes de stress con una acti
vacidon del eje hipéfisié—suprarrenal, se viene investigando
el papel gue las catecolaminas adrenomedulares y del cerebro
y las hormonas adrenocorticalés puedan tener en los procesos
de defensa y adaptacidn del organismo animal. Més recientemen
te, debido a 1la rél&cién’anatémica existente entre la corteza
y médula suprarrenal en los mamiferos, unido a la relacién fi
siolbgica observada entre las hormonas de ambos Srganos en
las respuestas a sifuaqiones de stress del organismo animal,
también se viene estudiando si existe una cierta interrelacidn

en su biosintesis (18,20,67,72,90,123,134).

Se sabe que la morfina causa alteraciones en el sis-

‘tema nervioso y endocrino y si bien son numerosos los trabajos



en que se ha estudiado el papel de las catecolaminas del ce-

rebro en la accidn de la morfina, son escasos aquellos en que
se ha investigado la influencia que las hormonas de la médula
o corteza suprarrenal puedan tener.respecto'a la accidn de es
ta droga; que nosotros sepamos, no se ha publicado ningflin tra
bajo en gue de manera conjunta se haya estudiado el efecto de
la morfina sobre el metabolismo de corticosteroides y cateco-
laminas. Por cllo consideramos interesante utilizar esta dro-
ga,para en el gato  estudiar paralelamente las variaciones de
hormonas de la corteza y médula suprarrenal, su posible inter

. 2

relacidn y el papel que pudieran tener en los efectos que

acompafian a la administracidén de morfina.

La razdn de utilizar el gato como animal de experi-
mentacidén se debe por un lado a que en esta especie animal,
la biosintesis de corticosteroides est& esencialmente dirigi-
da hacia la formacidn de 17-hidroxiccrticosteroides (hidrocog
tisona) (27,113,115) y no de 17-desoxicorticosteroides (corti
ccsterona) como sucede en la rata y otros roedores (13,27,53).
Por otro lado debido quizds a que los rbedores y otras espe-
cies animales de uso mis comln en el laboratorio contienen en
la gléndula suvrarrenal un pequeiio porcentaje de noradrenali-
na, son pocos los trabajos en que se estudie la variacidn

adrenal de esta bioamina,

17



En trabajos realizados con animales en que la ac-
cidén de la morfina es sedante, se dice que la administracién
aguda de la droga es un estimulo para la secrecidén de hormona
adrenocorticotropa (10.82,83,85);'en el presente trabajo estu
diariamos en una especie en que el efecto de la morfina es ex
citante, si la administracidén en dosis {inica tenia una accidn
semejante sobre la secrecidn de ACTH., Toda vez que para algu-
nos autores las hormonas de la corteza suprarrenal ejercen
una accidn positiva en el proceso de metilacidn de la noradre
nalina (67,72,123,134), mientras que para otros no parece ser
éste el factor finico primordial implicado en la formacidn de
la adrenalina en el animal intacto (16,29,42,61,71,95), ecstas
experiencias nos perumitirian estudiar ademds si variaciones
en el contenido adrenal de corticosteroides pueden influir so

bre los niveles suprarrenales de noradrenalina y adrenalina,

Son bastantes los trabajos en que para estudiar los
efectos de una cierta situacidn experimental gue produzca en
el apimal intacto variaciones en el sistema nerviosoc o endo-
crino, se anestesia previamente a los animales; ésto, unido a
que seglin algunos estudios el pentobarbital puede modificar
el nivel en plasma de corticosteroides (62,94), nos ha lleva-
do a investigar el efecto que el anestésico sbélo y el previo

tratamiento con el mismo a la morfina pudiera tener sobre los

18



parédmetros de nuestro estudio. Como una vez realizadas es-

tas experiencias, encontramos era posible causar un descenso
adrenal de corticosteroides por el tratamiento con pentobar-
bital y wmorfina, nos planteamos eétudi&r el efecto que la ad
ministracidén de ACTH en esta situacidn pudiera tener sobre

el contenido de catecolaminas; estas experiencias nos permi-
tirian conocer al mismo tiemvo, si la accidén del pentobdarbi-

tal se realiza o no a nivel corticosuprarrenal,

Al ser escasos los datos en la bibliografia acerca
de los efectos que la administracidén prolongada de morfina
pueda tener en el gato, nos propusimos realizar otras expe-
riencias en que estudiariamcs no sélo las variaciones tisula
res de noradrenalina, adrenalina y corticosteroides, sino
ademis la eliminacidn en orina de catecolaminas y de l7q,21-
~dihidroxi-20-cetosteroides por el tratamiento con la droga
durante una y dos semanas,., Mediante estas experiencias preten
dfamos conocer también si las hormonas de la corteza y/o médu
la suprarrenal pueden estar relacionadas con los fenémenos'de

tolerancia y dependencia a la morfina,

En nuestro estudio, determinariamos al mismo tiem-
po, los niveles de glucosa y corticosteroides en plasma y las

variaciones de 4cido ascdrbico suprarrenal, toda vez que este

19



compuesto utilizado en algunos trabajos como reflejo de la
secrecidén de hormona adrenocorticotropna, tiene un discutido

papel en la biosintesis de corticosteroides,

20



MATERIALES Y METODOS
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ANDHMALES DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado gatos adultos de ambos sexos con un
peso camprendido entre 2,5 y 3,0 Kg. Se dejdé transcurrir un pe
riodo no inferior a tres semanas desde‘que los animales eran
traidos al laboratorio y el comienzo de cualquier experiencia,
siendo sometidos hasta el momento de ser sacrificados a dieta

y temperatura constante,

Los animales destinados a tratamiento prolongado, en
los cuales proyectamos estudiar en orina los niveles de corti=-
costeroides y catecolaminas, fueron operados segin técnica de
Arteta y Borrell (2) para situar la vejiga entre la piecl y 1la
capa muscular del abdomen, con el fin de poder recoger la orina
total de 24 horas. Estos animales nunca fueron utilizados hasta
haber transcurrido al menos 20 dias de la intervencidn quirirgi-

ca,.

Todos los animales fueron sacrificados por un golpe se
co en la cabeza y sangrados inmediatamente por seccidn de la yu-
gular, Sin pérdicda de fiempo las gléndulas suprarrenales son ex-
tirpadas del animzl y seguidamente, habiendo eliminado previa-
mente cualquier resto de grasa gque pudieran tener adherido son

pesadag; se toman a continuacién partes alicuotas de las mismas
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para las distintas determinaciones a realizar en nuestro estu-
dio. la sangre, recogida sobre heparina, es centrifugada duran=
te 20 nminutos a 3,000 r.p.m., y separado el plasma,

I4 3

Todo el material bioldgico a utilizar en nuesiro es~
tudio, es mantenido en hielo durante su manipulacidén o conser-
vado en nevera, no transcurriendo mis de 48 horas desde el mo-~
mento de sacrificar los animales y el de dar comienzo a las de-

terminaciones de cada experiencia,
Homogeneizado de los tejidos:

El homogeneizado de las gléndulas suprarrenales se
realiza en agua bidestilada al 4% y al 1% (peso tejido/volumen
de agua) para la determinacidn de corticosteroides y 4cido as-
cbébrbico respectivamente y con &cido clorhidrico 0,0IN al 3%
(gramos/mililitro) para la determinacién de noradrenalina y

adrenalina, En los tres casos se emplea un homogeneizador to=-

talmente de vidrio.
Administracidén de compuestos:

Para obviar variaciones que pudieran ser atribuidas
al ritmo circadiano de las hormonas que nos yproponemos cstudiar,
la administracidn de los diferentes compuestos se realizd siem-
pre entre las 8,30 y 9,30 de la mafiana, utilizando las dosis que

e continuvacidén se indican:
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Morfina clorhidrato (UQUIFA, S.A.E., Barcelona): 10 mg/Kg.

Pentobarbital sbédico (C.I.D., Madrid): 30 mg/Kg.

Adrenccorticotropina (Schering A.G., Berlin): 10 UIl/gato.

A los animales controles se inyectd 0,5 ml de solucibn sa-

Todos los compuestos fueron inyectados por via intraperito

neal,
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DETERMINACION DE CORTICOSTEROIDES EN GLANDULA

SUPRARRENAL Y PLASMA,

Hemos utilizado el método de Matsumura y col. (74)
para la determinacidn de corticosteroides (hidrocortisona) en

la gléndula suprarrenal y plasma,

El plasma o tejido homogeneizadb es extraido con di-
cloruro de metileno y parcialmente purificado con hidréxido s
dico para eliminar las sustancias &cidas. Una vez desecado, ol
extracto se hace reaccionar con reactivo T de Girard para sepa
rar los esteroides ceténicos de los no cetdnicos. Toda vez que
los compuestos formados se descomponen f&cilmente a la tempera
tura ambiente si el pH es inferior a 6, inmodiatamente de ter=-
ninada la reaccidn se enfrian en hielo y se adiciona carbonato
sbddico que neutraliza el &cido acético del reactivo T de Girard,
Con el fin de extraer los compuestos que no han reaccionado, co
rrespondientes a los esteroides no cetdnicos, se hace una ex-
traccién con éter etilico, desechéndose la fase etérea, La hi=-
drolizacibén de las hidrazonas formadas se efectia acidificando
con &cido clerhfdrico a temperatura ambiente, Se hace una nueva
extraccién con &ter de petrdleo; la fase acuosa es extrafda de

nueve con dicloruro de metileno. Una parte alfcuota del extrac-
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to obtenido se hace reaccionar con mezcla &cido sulfirico/eta
nol, con el fin de obtener el correspondiente compuesto fluo=-
rescente cuya intensidad se determina exactamente a los 15 mi
nutos de haber adicionado el reactivo, tiempo en que el desa-

rrollo de la fluorescencia para la hidrocortisona es méximo,

Téecnica seguida:

- 7 nl de plasma & 1 ml del honogenado son llevados en un
.Erlenmeyer hasta un volumen final de 7,5 ml con aguna bidestilg
da y extraidos con 15 ml de dicloruro de metileno durante 15

minutos por agitacidn circular lenta en un extractor rotatorio.
- Pasar a tubos de centrifuga y centrifugar 15 minutos a 2,000

r.p.m.. Separar la fase acuosa.

-~ Lavar con 2 ml de NaOH 0,1N agitando durante 20 segundos.
Centrifugar 15 minutos a 2,000 r.p.m. y eliminar la fase alca-~
line,

- Lavar con 2 ml de agua bidestilada, agitando durante 20 se-
gundos, Centrifugar 15 minutos a 2,000 r.p.m. y eliminar la fa-

se acuocsa,
- Desecar con 1 g de SOhNa2 anhidro.

- Evapérar a sequedad una parte alicuota de 10 ml en atmbésfera

de nitrdgeno y a 379C.
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- Afiadir al residuo 5 ml de reactivo T de Girard dejéndolo
resbalar por las paredes, e incubar en baiic de agua a 379C,

durante 30 minutos,

- Enfriar rédpidamente introduciendo los tubos en hielo; una

vez frios, adicionar 3 ml de COBNa2 0,4M.

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

&ter etilico. Centrifugar y desechar la capa etérea.

- Afiadir 0,5 ml de C1lH 6N; mezclar suavemente y dejar 30 minu

tos & temperatura ambiente,

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

petrdleo, Centrifugar y eliminar la fase orgénica,

- Extraer una parte alicuota de 3,5 ml, con 15 ml de dicloru-
ro de metileno agitando intensamente 2 minutos., Centrifugar

15 minutos a 2,000 r.pe.m, y eliminar la fase acuosa.
-~ Desecar con 1 g de SO4Na2 anhidro.

- Separar una alicuota del extracto correspondiente a 10 ml;
afiadir 2 ml de reactivo sulflirico/etanol (recientemente prepa-
rado) y agitar durante 20 segundos, Eliminar la capa correspon

diente al dicloruro de metileno.

- Determinér la intensidad de la fluorescencia a los 15 minu-
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tos de haber adicionado el reactivo sulffirico/etanol, a una

activacidn de 470 mpy emisidén de 525 Tp.

A lo largo de todo el método se lleva un‘blanco, un
patrén de 0,5 Pg de hidrocortisona asi como internal standard,
por adicidn de 0,5 pe de patrbén a muestras de plasma y tejido
suprarrenal, A partir de la Gltima extraccién, llevamos un nue
vo blanco y patrén de 0,5 ps de hidrocortisona. En funcidn de
las lecturas obtenidas para la fluorescencia de los blancos,
patrones, muestras problemas e internal standard, se calcula el
tanto por ciento de recuperacibén y la concentracidn de hidrocor

tisona para cada muestra,

Reactivos:

- Dicloruro de metileno (D"Hemio); redestilado.
- Hidréxido sbédico (Merck); solucidén 0,1 N,
- Sulfato sédico anhidro (British Drug House).

- Reactivo de Girard T (cleruro de trimetilaminoacético hidra-
zida; 100 mg se disuelven en 0,5 ml de fcido acético glacial
y se completan con etanol redestilado hasta un volumen final

de 5 ml),

- Eter etilico (Abelld, para anestesia); recientemente redes-

tilado sobre sulfato ferroso.
- Carbonato sédico (Merck); solucidén O,4 M.

- Acido clorhidrico (May & Baker); solucidn 6 N.
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Eter de petrbleo (British Drug House); redestilado y reco-
giendo solamente la fraccibn que destila de 302C a Loec,

Acido sulfdrico (Merck); d = 1,84,

Alcohol etilico (Compafila de Alcoholes); previamente purifi-
cado (hervir a reflujo con KOH durante 8 horas y destilar;
adicionar a este alcohol una mezcla de HOBAg y KOH, agitar

varias veces y redestilar de nﬁevo pasadas 24 horas).
Solucidn &cido sulfiérico/etanol al 75% (v/v).

Solucibébn patrédn de hidrocortisona (pregnen-b-eno 11@-17@,
2l-trihidroxi~3,20-diona) (Merck & Co. Ltde, U.S.A.). La so~
lucidén "stock" en etanol (5 mg/5 ml), preparando a partir de
ella una solucibén diluida de concentracién 1 Pg/l ml con

agua bidestilada,

Agua bidestilada en aparato totalmente de vidrio,
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DETERMINACION DE NORADRENALINA Y ADRENALINA EN

LA GLANDULA SUPRARRENAL,

Para la determinacibn de noradrenalina y adrenalina
en la gléndula suprarrenal, hemos utilizado el método de Sho-

re y Olin (Q04), modificado por Callingham y Cass (14).

El homogeneizado de tejido suprarrenal es extrafdo
con butanol saturado de cloruro sédico, pasando asi las cate=-
colaminas a la fase orgénica; una parte alicuota de &sta es
extraida con n-heptano y &cido clorhidrico, de forma que las
catecolaminas pasan de nuevo a la fase &cida gque es separada

y utilizada para la reaccibén fluorimétrica de ambas bioaminas.

Para la formacibén de los correspondientes compuestos
fluorescentes se utiliza la reaccidn del trihidroxiindol a
PH 3 ¥ pE 5 ya que la adrenalina se oxida a ambos pH y la nor-
adrenalina sdlo a pH 5, pudiendo asi determinar diferencialmen
te ambas biocaminas., En partes alicuotas del extracto tampona=-
das a los correspondientes pH se forman los cromocompuestos
mediante la adicifn de solucidn de iodo; el exceso de reacti-
vo iodado es neutralizado con tiosulfato sbdico; por adicién

de soluciébén alcalina de ascorbato, los cromocompuestos son



31

transformados en las correspondientes trihidroxiindol luteinas
que se determinan a continuacidén. Bajo luz ultravioleta se ac=-

tiva la fluorescencia y se determina la intensidad,

Técnica seguida:

- 0,1 ml de homogeneizado es llevado hasta un volumen final de
1,5 ml con C1lH 0,01N y extraido por agitacidén intensa durante

1 hora con 15 ml de butanol saturado y 2,5 g de ClNa en agita-
dor mecénico. Después de centrifugar durante 10 minutos a 2,000
r.peM., 10 ml del sobrenadante son extraidos con 20 ml de hep-
tano y 3,5 ml de C1H 0,01 N por agitacién intensa durante 5 mi-
nutos. Centrifugar 5 minutos a 2.000.r.p.m. y desechar la fase

orghnica,

- A dos series de tubos que contienen 0,25 ml de buffer pH 3 ¥y

pH 5 respectivamente, se afiade 0,75 ml del extracto &cido,

- Adicionar 0,025 ml de solucidn alcohbdblica de iodo y dejar

reaccionar durante 5 minutos.

- El exceso de iodo es neutralizado con 0,05 ml de SEOBNa2 Yy
a continuacibén se adiciona 0,25 ml de solucibn alcalina de as=-

corbato recientemente preparada,

- Paraleclamente y por cada muestra oxidada, se hace el corres-

pondiente blanco de la reaccidn impidiendo la formacibdn del



cromocompuesto correspondiente al adicionar una mezcla de iodo=-
tiosulfato sbdico en la misma proporcidn que en las muestras

problema,

- Una vez terminada la reaccidn, se activa la fluorescencia po=-

niendo los tubos bajo luz ultravioleta durante 10 minutos,

-~ La intensidad de la fluorescencia se determina a una activa-
cién de 410 qp y emisibn de 520 mp para la adrenalina y a 400 ?P

de activacidn y 510 %F de emisibn para la noradrenalina,

A lo largo'del método son llevados los correspondien-
tes patrones de noradrenalina y adrenalina de 1 ug asi como in-
ternal standard de la misma concentracidén, lo cual permite cono-
cer la recuperacién del método y calcular la concentracidn de

noradrenalina y adrenalina en las muestras.

Reactivos:

Acido clorhidrico (May & Baker); solucién 0,01 N,

n-Butanol (May & Baker) saturado de ClNa (Merck) y C1H 0,01 N
(1 1litro de n~butanol se agita con 175 ml de C1lH 0,01 N has-
ta que el 4cido se haya disuelto; afiadir luego 125 g de ClNa

y volver a agitar).

Heptano (May & Baker); redestilado,

Buffer acetato de pH 3.

Buffer acetato de pH 5. .
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Solucidn de iodo (May & Baker) O,1 N en alcohol etilico
del 95%.

Solucibn de tiosulfato sédico (Merck) 0,1 M.

Acido ascbdrbico, solucidn alcalina (British Drug House);

10 mg de &cido ascbrbico/l ml de H_ O bidestilada/2 ml de
NaOH 5 N,

2

Soluciones patrones: L-noradrenalina y adrenalina (British
Drug House) en la concentracién de 1 mg/l ml en C1H 0,01 N

(conservar en nevera),

Agua bidestilada,
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DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO SUPRARRENAL

Hemos seguido el método de Roe y Kuether (97), se-

gin modificacién de Borrell y Estévez (9).

Después de precipitar las proteinas del homogenei-
zado con &cido triclorodcético, se afiade carbdn activo con el
fin de transformar el &cido L-ascdrbico a dehidroascérbico,
el cual, por reaccibn con 2,4-dinitrofenilhidrazina en presen-
cia de tiocurea forma la correspondiente osazona, Una vez veri-
ficada esta reaccidn se adiciona &cido sulfirico, para disol-
ver el precipitado determinéndose a continuacidén la absorban-

cia,

Técnica seguida:

- Afiadir lentamente 6 ml de A&cido tricloroacético a 2 ml de
homogeneizado; dejar reposar 5 minutos., Centrifugar 15 minu=-

tos a 2,000 T'oDelloe

- Separar el sobrenadante y adicionar 0,75 g de carbdn activo;

agitar durante 1 minuto.,

- Filtrar y separar alicuotas de 2 ml del filtrado para mues-

tra problema y blanco.
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- Adicionar a las muestras problema 0,5 ml de solucidbn de
2,k-dinitrofenilhidrazina e incubar 24 horas a 379C. Conservar

los blancos en nevera,

- Transcurrido el tiempo de incubacidn introducir los tubos en

hielo y uwna vez frios, afadir 2,5 ml de 4cido sulfirico al 85%,
agitando continuamente con una varilla hasta que el precipitado
se haya disuelto. A los blancos, affadir 0,5 ml de 2,4-dinitrofe

nilhidrazina después de haber adicionado el &cido sulfirico,

- Sacar del hielo y dejar 30 minutos a temperatura ambiente. De

terminar después la absorbancia a 520 ?P.

- Paralelamente se lleva un patrdn de 20 ﬁg de fcido ascérbico

tratado de la misma forma que las muestras problema,

Reactivos:

- Acido tricloroacético (Riedel); soluciones al 4% y 6%.
- Acido sulfirico (Merck); solucibn al 85%.

- 2,k~dinitrofenilhidrazina (British Drug House); solucibn al
2% en 4cido sulfirico &l 25% (v/v) a la que se aflade tiourea

(L. Light) para tener una concentracién final del 4%.

- Carbén activo (Riedel); lavado con &cido clorhidrico al 10%

segin Roe y Xuether,

- Solucién patrén de Acido ascérbico (British Drug House) la

solucién "stock' en &cido triclorocacético al 4% en concen-
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tracibén de 1 mg/l ml; a partir de ella se prepara una solucién
diluida de conccntracién 20 Pg/l ml también en &cido tricloro-
acético al 4%,
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DETERMINACION DE GLUCOSA EN PLASMA

Utilizamos el método descrito por Wermer y col. (130).

El plasma es desproteinizado con 4cido perclérico. Ia
glucosa, por accidn de la glucosa oxidasa pasa a glucosa-<£—lac—
tona, compuesto poco estable que se descompone en &cido glucéni-
co; en la reaccidn se libera perdxido de hidrdgeno, que en pre-
sencia de peroxidasa oxida un cromdgeno, la sal de amonio del
fcido 2,2~azino-di=-(3-etil-benzotiazolina~(6)=-sulfénico) (ABTS),

dando un compuesto coloreado cuya absorbancia se determina,

Técnica seguidac

- A 0,1 ml de plasma se adiciona 1 ml de solucidén 0,33 N de &ci-

do perclérico, Centrifugar 10 minutos a 2,000 r.pe.m..

- Tomar 0,2 ml del sobrenadante y afiadir 5 ml del reactivo. De-

jar transcurrir 60 minutos a temperatura ambiente,
~ Determinar la absorbancia del compuesto formado a 560 %P.

~ Paralelamente se lleva un blanco con agua bidestilada y un pa=-

trbén de glucosa de 18,2 e

Reactivos:

- Acido perclérico (British Drug House); 4 = 1,70, solucidn 0,33N.
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- Solucidn patrén de glucosa (Boehringer Mannheim GMBH) "con una

concentracidn de 9,1 mg de glucosa/1l00 nl.

- Reactivo de color (Boehringer Mannheim GMBH) que consta de

buffer fosfato pH 7,0; 20 Fg/ml de peroxidasa, 180 Pg/ml de
‘glucosa oxidasa y 1 mg/ml de ABTS,

~ Lgua bidestilada,
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DETERMINACION DE CORTICOSTERCIDES EN ORINA

Hemos seguido la modificacidn al método de Silber

y Porter (105) descrita por Borrell (8).

Una parte alicuota de la orina total de 24 horas se
extrae por agitacibén con cloroformo, siendo recuperada la fa-
se orgénica y posteriormente lavada con hidréxido sbdico y
agua, El extracto obtenido es evaporado a sequedad, se redi-
suelve en cloroformo y se lava nuevamente con agua, Los
l?d,21-dihidroxi-20»cetosteroides se determinan con fenilhidra
zina en solucidn sulfirica, incubando a temperatura y tiempo

adecuados las nmuestras,

Técnica sepguida:

- 25 ml de orina se ajustan 2 pH 6,5 y se afiade 10 ml de bu-

ffer fosfato 0,1 M de este mismo pH.

- Extraer en embudo de separacidén con 100 ml de CHCl3 por agi-
tacidn intensa durante 45 segundos. Pasar a tubos de centrifu-
ga y centrifugar 5 minutos a 2.000 r.p.mn.; desechar la fase

acuosa,
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- Lavar le fase orgénica con 2 ml de NaOH 0,1 N, Centrifugar

5 minutos a 2,000 r.p.nm. y eliminar la fase acuosa,

-~ Lavar con 2 ml de H,O bidestilada, Centrifugar 5 minutos a

2

2,000 r.,pemes; eliminar la fase acuosa,

- El extracto es evaporado a presidén reducida y 459C en un eva

porador rotatorio,
- Redisolver el extracto seco en 25 ml de CHClB.

- Lavar con 2 ml de agua bidestilada. Centrifugar 5 minutos a

2,000 r,p.m, y desechar la fase acuosa,

- Tomar una alfcuota de 10 ml del extracto y afiadir 1 ml de
reactivo fenilhidrazina-fcido sulfirico-etanol. Agitar intensa

mente 20 segundos,

- Alicuotes de 10 ml del mismo extracto son utilizadas como

blancos afiadiéndoles 1 ml de mezcla sulfirico-etanol.
~ Incubar las muestras durante 30 minutos a 609C,
- Leer la absorbancia del compuesto formado a 410 qp.

Paralelamente se determina la absorbancia de patro=

nes de 5 y 10 pa de cortisona,

Reactivos:

- Cloroforno (Panreac), lavado con solucidn de clorhidrato de

hidroxilanina y redestilado.

[



b

Buffer fosfato a pH 6,5.

Hidréxido sédico (Merck); solucién 0,1 N.

Alcohol etilico redestilado sobre 2,4-dinitrofenilhidrazina.
Acido sulfidrico (Merck); 4 = 1,84,

Acido sulfiirico/etanol en la proporcibn 2:1 (v/v).
Clorhidrato de fenilhidrazina (May & Baker); recristalizado,

Reactivo de fenilhidrazina: disolver 1 mg de fenilhidrazina

en 1 ml de &cido sulfurico-etanol.

Cortisona (Pregnen-k-eno 174,21 dihidroxi 3,11,20 triona)
(Merck & Co., Ltd., U.S.A.) en la concentracidén de 2 Fg/l ml

de agua,
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DETERMINACION DE NORADRENALINA Y ADRENALINA EN

ORINA.

La orina total de 24 horas se recoge sobre 5 ml de
ClH 2 N; previamente habiamos comprobado que este volumen era
adecuado para que el pH de la orina estuviese comprendido en-

tre 2 y 3.

Para nuestro estudio hemos utilizado el método des-

crito por Crout (24),

Una parte alicuota de la orina correspondiente a 24
horas se agita con alimina, manteniéndose el pH necesario pa-
ra que las catecolaminas se fijen a la aliimina, Posteriormen-
te, la alimina se pone en una columna de cromatografia, se la
va con agua y las catecolaminas son eluidas con &cido acético.
Sobre el extracto Acido obtenido, se realiza la valoracidn

cuantitativa,

Técnica seguida:

-~ E1 volumen total de las 24 horas de orina se divide en tres
fracciones iguales; la primera es utilizada como muestra proble

ma y a la segunda y tercera respectivamente, se adiciona llﬁg
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de noradrenalina y 1 Pg de adrenalina con el fin de conocer la

recuperacidn a través del método.

- Cada una de las fracciones de orina se completan hasta 200 ml

con agua bidestilada y 10 ml de EDTA.

-~ Agitar con 3 g de aliimina en agitador magnético durante 7 mi-

nutos manteniendo el pH a 8,4% por adicién de NaOH,

- Dejar depositar la-alimina durante 5 minutos y decantar el so-

brenadante,

- Pasar la al@imina a una columna de cromatografia (1,2 cm de

didmetro y placa de vidrio poroso nfimero 1).
- Lavar con 40 ml de agua bidestilada,
- Lavar con 4 ml de &cido acético 0,2 M,

Eluir las catecolaminas con 9,5 ml de &cido acético 0,2 M.

Afiadir al eluido 0,5 ml de EDTA y en &1 realizar la valcra-

c¢idn cuantitativa (segin se describe en el apartado de gléndu~

las suprarrenales),

Reactivos:

- Acido clorhidrico (Merck); solucién 2 N,

- EDTA (British Drug House); (sal disdédica del &cido etilendia

minotetra-acético); solucién 0,2 M.



Oxido de aluminio (British Drug House) para cromatografia,
Hidrbéxido sbdico (Merck); soluciones 0,5 N y 5 N.
Acido acético (Merck); solucidn 0,2 N.

Para la formacidén y valoracidn de los adrenocromos se emplean
los reactivos ya mencionados en el apartado de gléndulas su-

prarrenales.

Agua bidestilada.
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APARATOS

La fluorescencia fue medida en un espectrofoto-

fluorimetro Aminco-Bowman.

Para determinar la absorbancia empleamos un

espectrofotémetro Unicam SP 600.

En las extracciones fueron utilizados un extrac-
tor rotatorio Gyrotor Shaker (New Brunswick, Scientific
Company, N.J.) y un agitador mecénico Griffin (Griffin &
George Ltd, G.B.,) segin necesidades de las distintas téc-

nicas,
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METODO ESTADISTICO

Para el anédlisis estadistico de los resultados de ca~
da grupo de experiencias, hemos estimado la media aritmética ¥y

el error standard de la siguiente forma:

Sean xg los valores individuales obtenidos para cada

parémetro de nuestro estudio en un grupo de experiencias de n

animales:

2"1

Media aritmética: X =

n _
Error standard de la media: E.S. = 1 o
n(n -1)

Con el fin de conocer si la media aritmética de un
grupo de experiencias difiere significativamente de la hallada
en otro relacionable, hemos utilizado el parémetro "t" de

Student (108). Sean Eg Y Xy

para un cierto parimetro de nuestro estudio en dos grupos de

las medias aritméticas encontradas

experiencias a y b, de n.yn nimero de animales respectiva-

b

mente, ¥y X, 7 X los valores individuales de cada grupo:

b

n_n, (na +1n, - 2)

n__+n
a

< 2
S Zx? ), (€2 &)
a %y



U7

Una vez obtenido el valor de "t'", en las tablas co-
rrespondientes, se determina el grado de significancia para
N = (na + 0 - 2) grados de confianza, que viene dado por el

valor P,

En nuestro estudio, estimamos que la diferencia en-
tre dos medias aritméticas es significativa cuando encontramos
para P un valor menor a 0,05 y como tal es reflejado en las co

rrespondientes tablas y figuras,

Otro parémetro que creemos es indicativo, es el tan-
to por ciento de variacidén que la media aritmética de un paré-
metro de un grupo de experiencias pueda representar resrecto a
otro relacionable, y por ello también se da en las tablas y en

las figuras correspondientes a tantos por ciento de variacidn.



RESULTADOS
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ADMINISTRACION DE MORFINA EN DOSIS UNICA

En primer lugar estudiamos cual era la dosis minima
de morfina que deberiamos utilizar para obtener una respuesta
reproducible en el trabajo que nos planteamos; para ello reali
zamos una serie de experiencias preliminares determinando unos
parémetros que reflejan respectivamente el grado de activacidn
de la corteza y médula de la gléndula suprarrenal, la concen=-
tracién de corticosteroides y glucosa en plasma, Determinamos
la respuesta a la administracibn de 1, 5 y 10 mg/Kg de morfina
¥ los animales fueron sacrificados 1 y 3 horas después de la
inyeccibn; como puede verse en la Figura l,con 10 mg/Kg de mor=-
fina se obtiene respuesta 1 hora después de la inyeccibn y per-
manece al menos hasta las 3 horas, por lo que ésta fué la dosis
utilizada en nuestro estudio. Paralelamente se realizaron dos
grupos de animales controles a los que se administr$ 0,5 ml de
solucidn salina, sacrificéndolos a los mismos tiempos que des-

pués de la inyeccién de morfina,

En las Tablas I, II y III vemos cbémo la administracibdn
de morfina en dosis {inica produce un aumento significativo de

corticosteroides, tanto en glé&ndula (P<0,0)1 expresado en Fg/g
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tejido; P<0,001 expresado en Pg/peso gléndulas) como en-plasma
(P<0,001) 1 hora despubs de la inyeccibébn y el efecto permanece

todavia a las 3 horas (Tablas IV, V y VI; Figuras 2 y 4).

El contenido de Acido ascbrbico suprarrenal en los
animales sacrificados 1 hora después de la inyeccidn de morfina
no difiere significativamente del observado en los respectivos
controles (Tablas I y II; Figura 2); en los animales sacrifica-
dos a las 3 horas (Tablas IV y V; Figura 2) el contenido es sig-
nificativamente (P£0,02) mayor al de los'controles sacrificados
al mismo intervalo de tiempo al expresar los resultados en Pg/g

tejido.

El contenido, tanto de noradrenalina como de adrenali-
na en la gléndula suprarrenal de los animales sacrificados 1 ho-
ra después de la administracién de morfina, es siempre significa
tivamente inferior al de los controles (Tablas I y II; Figura 3).
La relacibén A/NA que en los animales controles es 0,8, continfia
siendo practicamente igual en los tratados con morfina (A/NA=0,9).
En los animales sacrificados 3 horas después de la administrsgcibn
de morfina (Tablas IV y V; Figura 3), el contenido en gléndula de
noradrenalina y adrenalina, aunque inferior al de los respectivos
controles, no difiere significativamente de éstos, manteniéndose

sensiblemente semejante la relaciém A/NA que de 1,0 en los contro
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les pasa a ser 0,9 en los animales tratados,

E1l nivel de glucosa en plasma es significativamente
superior (P<0,001) al observado en los animales comtroles tan-
to 1 como 3 horas después de la administracibn de morfina (Ta-

blas III y VI; Figura &),

El peso de las glindulas suprarrenales aumenta signi=-
ficativamente (P<0,05) 1 hora despubs de la administracién de
la droga (Tabla II) pero & las 3 horas es semejante al de los

controles (Tabla V),

Entre 5 y 10 minutos después de la administracibn de
la droga, se observa una intensa midriasis y un aumento en la mo

tilidad que perdura a las 3 horas de la inyeccibn.

La elevacién observada en la concentracién de corticos
teroides tanto en gléndula como en plasma después de la adminis-
tracidén de morfina en dosis tinica, pueden ser reflejo de un efec
to estimulante de la droga sobre el eje hipdfisis~suprarrenal,
que persiste a las 3 horas, El hecho de que 1 hora después de
la inyeccidn de la droga se observe un descenso significativo en
el contenido de noradrenalina y adrenalina en la gléndula supra-
rrenal, unido al elevado nivel de glucosa en plasma, puede refle

jar un efecto adrenomedulotrdpico de la morfina,
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Contenido de Corticosteroides y Acido Ascérbico en gléndula
suprarrenal de animales sacrificados después de la administracién
de solucibén salina y morfina, Promedio + ES,

51 Control 1 h; Morfina 1 hy [] Control 3 h; B Morfina 3 h,

®p—<0,001 respecto Control 3 hy “P<0,0l respecto Control 1 h;
Ap<0,02 respecto Control 3 h.
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Figura 3

Contenido de Noradrenalina y Adrenalipa en glindula supra=
rrenal de animales sacrificados después de la administracibéan de

solucibén salina y morfina, Promedio + ES,

[] Control 3 bh; B Morfina 3 h,
OpP<0,05 respecto Control 1 h.

(2] Contrel 1 h; Morfina 1 hj

4p<0,01 respecto Control 1 h;
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Contenido de Corticosteroides y Glucosa en plasma de anima-
les sacrificados después de la administracién de solucién salina

y morfina, Promedio + ES,
®p<0,001 respecto Control 1 h; 4P<<0,001 respecto Control 3 k.

Control 1 h; Morfina 1 h; [ Control 3 h; B Morfina 3 h,.
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ADMINISTRACION DE PENTOBARBITAL

Con el fin de estudiar el efecto del tratamiento con
junto de pentobarbital y morfina sobre el contenido de corti-
costeroides y catecolaminas en la gléndula suprarrenal, reali-
zamos en primer lugar un grupo de experiencias para conocer la
accidn del anestésico sobre los parémetros- de nuestra investi-
gacibén., Observamos que la administracidén de 30 mg/Kg de pento=-
barbital por via intraperitoneal, anestesiaba a los animales en
tre 5 y 10 minutos después de la inyeccibén, persistiendo la
anestesia durante 2,5 a 3 horas; por tanto, este grupo de expe-
riencias se realizé inyectando dicha dosis de pentobarbital y
sacrificando los animales 1 hora después de coﬁenzar el efecto
anestésico. Para el anédlisis estadistico, comparamos los resul-
tados obtenidos en este grupo de experiencias con los hallados
en el grupo de animales sacrificados 1 hora después de la admi-

nistracién de solucibn salina,

Como puede verse en la Tebla VII y Figura 5, la sola
administracién de pentobarbital es capaz de producir una deple-
cibén significativa (P£0,02) del contenido de corticosteroides

en gléndula suprarrenal al expresar los resultados en fg/g teji
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do; el nivel en plasma es superior (+27%) a en los animales con
troles alin cuando la diferencia no llega a ser significativa

(Tabla IX; Figura 6).

No encontramos diferencia significativa en el conteni-
do de &cido ascérbico suprarrenal entre los animales tratados con
pentobarbital y los inyectados con solucibdn salina (Tablas VII y

VIII; Figura 7).

La concentracidn tanto de noradrenalina como de adrena=-
lina en la glAndula suprarrenal, no se diferencia significativa-

mente de la hallada en los controles (Tablas VII y VIII; Figuras
8y 9.

El pentobarbital no modifica el nivel de glucosa en
plasma (Tabla IX; Figura 10), habiéndose encontrado los mismos
promedios en los animales tratados con este compuesto que en los

controles,

El aumento del 10% en el peso de las gléndulas suprarre
nales observado en los animales sacrificados 1 hora después de
anestesiados (Tabla VIII), no es significativo; a esta ligera di
ferencia puede ser atribufdo el que la concentracién de corticos
teroides en la glindula, expresada en Pg/peso gléndulas, no lle-

gue & ser significativa,
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La accibn observada del pentobarbital sobre los ni-
veles de corticosteroides en plasma, podria ser reflejo de una
liberacidén de hormonas corticosuprérrenales producido por el es-
tado de agitacién de los animales que se observa en los primeros
momentos que siguen a la administracién del anestésico; el bajo
contenido de corticosteroides en gléindula pudiera ser debido a
un efecto de supresidn en el eje hipbfisis-suprarrenal por parte

del pentobarbital,
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ADMINISTRACION DE PENTOBARBITAL Y MORFINA

Conocido el efecto del tratamiento independiente con
pentobarbital o morfina, estudiamos la accidn que la administra
c¢ibén conjunta de ambos firmacos podia tener sobre el contenido
de corticosteroides y catecolaminas en la gléndula suprarrenal.
Para ello se inyecté a los animales la misma dosis de pentobar-
bital que en el grupo de experiencias antérior (30 mg/Kg) y una
vez anestesiados, les fue administrado 10 mg/Kg de morfina, sien
do sacrificados 1 hora después de esta inyeccidn, Para el anfli-
sis estadistico, los resultados obténidos en este grupo de expe~
riencias serfin comparados con los de los animales sacrificados
1 hora después de la inyeccibn de solucibn salina, con los trata-
dos con pentobarbital y con aquellos a los que s8blo les fué admi-

nistrado morfina,

En las Tablas X y XI y Figura 5 puede verse, que al com
parar los resultados de los animales tratados con pentobarbital y
morfina con los obtenidos en los controles, se produce un descen-
so altamente significativo (P<0,001) en el contenido de corticos-
teroides en la glAndula suprarrenal, sin que se observe variacidn

en los niveles de hidrocortisona en plasma (Tabla XII; Figura 6),
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Al comparar estos resultados con los obtenidos por el ﬁéatamieg
to finico con pentobarbital (Tablas XIII y XIV) o con morfina
(Tablas XVI y XVII), hallamos que por la administracién conjun-
ta de ambos férmacos, el contenido de hormonas adrenocorticales
en la gléndula es también significativamente inferior al encon-
trado por la sola administracidén de pentobarbital (P¢0,0l expre-
sado en ug/g tejido; P<0,02 expresado en fg/peso gléndulas) o de

morfina (P<0,001), (Figura 5).

No se observan variaciones significativas en el conte-
nido suprarrenal de &cido ascérbico (Figura 7) al comparar los
resultados de este grupo de experiencias con los obtenidos para
los animales controles (Tablas X y XI), o despubs de la adminis-
tracién de pentobarbital (Tablas XIII y XIV) o de morfina (Tablas

XV y XVII).

El contenido de noradrenalina adrenal (Figura 8) en los
animales tratados con pentobarbital y morfina es significativamen
te inferior (P<0,0l1) al observado en los controles (Tablas X y
XI)., Si comparamos los resultados con el de los animales a los
que sblo se administrd pentobarbital (Tablas XIII y XIV), encon-
tramos un descenso del 28%, préximo al limite de significancia
(el valor de P est4 comprendido entre 0,05 y O,1). Por el trata-

miento previo de pentobarbital a la administracidm de morfina,
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no varfia el contenido de noradrenalina adrenal respecto a los
animales tratados solamente con morfina (Tablas XVI y iVII). El
contenido de adrenalina suprarrenal (Figura 9) en los animales
tratados con pentobarbital y morfina no varia significativamen-
te en ninguno de los tres casos es decir cuando los resultados
son comparados frente a los animales control (Tablas X y XI), a
los tratados con pentobarbital (Tablas XIII y XIV) o con morfina

(Tablas XVI y XVII).

El nivel de glucosa en plasnma (Figura 10) en los anima-
les tratados con pentobarbital y morfina es significativamente
inferior (P<0,001) al obtenido en los animales a los que sblo se
administré morfina (Tabla XVIII), siendo semejante al hallado en
los controles (Tabla XII) o en los sacrificados después del tra-

tamiento @inico con pentobarbital (Tabla XV). ,

'E1l peso de las gléndulas suprarrenales, sin llegar a
ser significativo (0,05 <P «0,1),es inferior al observado después
de la sb6la administracién de morfina (Tabla XVII), siendo seme-
jante al observado en los animales control (Tabla XI) o en los

que s6lo se administrd pentobarbital (Tabla XIV).

El tratamiento con pentobarbital, anterior a la admi-
nistracidén de morfina, inhibe el aumento del contenido de corti-

costeroides que se observa por la administracién de morfina (do-
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sis dnica), asi como el efecto hiperglucemiante de la droga; pa-
ralelamente, el anestésico es capaz de contrarrestar, al menos en
parte, el efecto que la morfina ejerce sobre el contenido de adre
nalina en la glindula suprarrenal,si bien no modifica la accibdn

de la droga sobre el contenido de noradrenalina adrenal, La acciébn
anestésica del pentobarbital, no aparece modificada, bajo nues-

tras condiciones experimentales, por la administracibédn de morfina,
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ADMIITISTRACION DE PENTOBARBITAL, MORFINA Y ACTH

Coms los resultados de las experiencias antericres,
parccen incicar que el pentcberbital ejerce una accidn sobre el
eje hipbfisis-suprarrenal, capaz de inhibir el aumento de hormo
nas corticosuprarrenales producido per la sola administracibn
de worfina, para estﬁdiar si la accidn del enestésico s¢ produ-
cia a nivel de la glénduvla suprarrenal, planteamos otro grupo de
experiencias en que aniwales previamente tratados con pentobarbi
tal y morfina serfan despufs inyectados con 10 UI de hornona adre
nocorticotropa, Esta dosis, sabianmes era adecuuda en el gato pa=-
ra estimular la biosintesis y liberacidn de corticosteroides. Con
estas experiencias estudiariamos tarbifn el efoctc que el ACTH

e

3

bgeno, administrado en situacibén de hipofuncidn corticosuprarre
nal, pudiera tener sobre el contenido de noradrenalina y adrenali;

na en la gléndula suprarrenal del animal intacto.

Las experiencias se realizaron inyectande a los anima-
les pentobarbitul (30 mg/Kg) y una vez anestesiados, morfina
(10 me/Xe); pasada 1 hora, se administrd el ACTH en la dosis men=-

cionada y los animales fucron sacrificados 1 hora después de esta

Gltiws inyeccién,
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Para poder determinar bajo estas condiciones experi-
mentales, cual era en si el efecto del ACTH, fud necesario ha-
cer otro grupo de experiencias inyectando Gnicamente pentobar-
bital y morline y sacrificando los animales 2 horas después de

la zcdministracidn de esta Gltima droga.

En las Tablas XIX, XX y XXI y Ficuras 5 y 6, vemos
que por la administracibén de ACTH se produce un aumento signifi
cativo del countenido de corticosterocides tanto en gléadula
(P<0,01 expresado en Pg/g tejido y P«0,001 expresado en Pg/peso

gléndulas ), como en plasma (PL0,0L).

El nivel de &cido ascdrbico suprarrenal, afn cuando
ligseramente inferior en los animales inyectados con ACTH, no di-
fierc sipgnificativamente del promedio obscervado en los tratados

solamente con pentcbarbital y merfina (Tablas XIX y XX; Figura 7).

Las variaciones halladecs en la coucentracidn de noyadrg
nalina y adrenalina adrepal (Tablas XIX y XX; Piguras 8 y 9) de

los dos grupos de experiencias que ahora estudiamos no llegan &

ser significativamente diferentes.

Los niveles de glucosa en plasma (Tabla XXI; Figura 10},
no difieren siganificativamente entre los animales sometidos al
tratamiento con ACTE y los que sdlo fueron inyectados con pentco-

barbital y morfina,.
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Por la aduinistracion de ACTE observamos un aumento
en el peso de¢ las gléndulas suprarrenales que no llega a ser

significetive (Tabla XX).

Al igual gque en los dos grupos de experiencios ante-
riores, tantc los animules a los que se adwministrd ACTH como los
que fueron sometidos sbélo al tratamiento con pentobarbital y moxr
fina, permanccen bajo la accibén de la anestesia en el momento de

ser sacrificados.

Los resuvltadoes hallados parecen excluir que en el ani-
mal intacto, el pentcharbital tenga una accibn directa sobre la
corteza suprarrenal. Bl aumento de corticesterocides que sigue a
la administrocidn de ACTH en una situacidn de hipofuncidn adre~
nocertical no parece alterar el centenido de catecclaminas en la

gléindula,
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CORTICOSTEROIDES
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Figura S
Contenido de Corticosteroides en gléndula suprarrenal de
animales sacrificados después de la administraciédn de solucibn

salina, morfina, pentobarbital, pentobardbital + morfina y pen-
tobarbital + morfina + ACTH. Promedio + ES,

(O] Control 1 h; EH Morfina 1 h; [©] Pentobarbital 1 h;

[71 Pentobarbital + Morfina. 1 h; 2 Pentobarbital ¢ Morfina 2 h;
E¥ Pentobarbital + Morfina + ACTH, :

Ap<0,01 respecto Control; 2P<0,02 respecto Control;
®p—=0,001respecto Control; ©®P<0,0l respecto Pentobarbital;

®p—<0,01 respecto Morfina; OP<«<0,01 respecto Pentobarbital «
Morfina 2 h,



CORTICOSTEROIDES

;VgﬁOOnﬂ

[ .
2
%z
Sz
Figura 6

Contenido de Corticosterocides en plasma de animales Bacri
ficados después de la administracidén de solucibén salina, morfi
na, pentobarbital, pentobarbital + morfina y pentobarbital +
morfina + ACTH. Promedio + ES,

[J Control 1 h; BB Morfina 1 h; [] Pentobarbital 1 h;
] Pentobarbital + Morfina 1 h; EJ Pentobarbital + Morfina 2 h;
B Pentobarbital + Morfina + ACTH, '

®p.<0,001 respesto Control; AP<0,001 respecto Morfina,
4P<0,01 respecto Pentobarbital + Morfina 2 h,
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Figura 7

Contenido de Acido Ascédrbico en glé&ndula suprarrenal de
animales sacrificados después de la administracién de soluciéda
salina, morfina, pentobarbdital, pentobarbital + morfina y pen-
tobarbital + morfina + ACTH, Promedio + ES,

[ Control 1 h; EH Morfina 1 h; E3 Pentobarbital 1 h; _
EZ1 Pentobarbital + Morfina 1 h: Pentobarbital + Morfina 2 h;
B4 Pentobarbital + Morfina + ACTH,
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Figura 8

Contenido de Noradrenalina en gléndula suprarrenal de ani
males sacrificados después de la administracién de solucidén sa
lina, morfina, pentobarbital, pentobarbital + morfina y pento-
barbital + morfina + ACTH. Promedio * ES,

(] Control 1 h; EH Morfina 1 h; E°J Pentobarbital 1 hj
21 Pentobarbital + Morfina 1 h; Pentobarbital + Morfina 2 hj
B Pentobarbital + Morfina + ACTH,

4P<0,01 respecto Control,
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Figura 9

Contenido de Adrenalina en gléndula suprarrenal de anima-
les sacrificados después de la administracibén de solucién sali
na, morfina, pentobarbital, pentobarbital + morfina y pentobar
bital + morfina + ACTH, Promedio + ES,

(J control 1 hy 5 Morfina 1 h; 3 Pentobarbital 1 h;
[] Pentobarbital + Morfina 1 h; Pentobarbital + Morfina 2 h;
B Pentobarbital + Morfina + ACTH,

Op<0,05 respecto Control.
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Figura 10

Contenido de Glucosa en plasma de animales sacrificados
después de la administracién de solucién salina, morfina, pen
tobarbital, pentobarbital + morfina y pentobarbital + morfina

+ ACTH., Promedio + ES,

[J Control 1 h; EH Morfina
Pentobarbital + Morfina
B3 Pentobarbital + Morfina
®p-0,001 respecto Control;

1 h; EJ Pentobarbital 1 h;
1 h; Pentobarbital + Morfina 2 h;.
+ ACTH.

4P<<0,001 respecto Morfina.
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ADNINISTRACION PROLONGADA DE MORFINA

Conocida 1la accidn que la administracidén de morfina

de corticosteroides y

0]

en dosis Gnica produce sobre los nivele
catecolaminas en la glindula suprarrenal, consideramos intere-~
sante proveguir nuestra investigacidn estudiando conjuntamente
el efecto que sobre las hormonas de¢ la corteza y médula de las
gléndulas suprarrensles pudiera tener el tratamiento prolonga-
do con la drega. Para ello realizaomos dos grupos de ewperiencias
en que la administracidén de meriina (10 mnz/ilg por dia) fue pro-
longada durante 7 y 1/ dias, siendo sacrificades los animales 1
hora despuls de la (ltima inyeccidn, Paralclamente ce realiza-
ron otros dos grupos de animsles controles a los gue se inyectd
solucibn salina (0,5 ml por diz) durcnte los mismos periodos de
tiempo socrificindose también L hors después de la {ltima inyec-
cibn.

Se recogid la orina de los znimales sometidos a trato-
miento prolongado con morfina o solucidn calina para determinur
la eliminacidbn diaric de corticosteroides, noradicnalina y adre-

nalina,

La administracién prolongada de morfina produce en
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gléndula suprarrenal un descenso del contenido de cortijcosteroi
des (Tablas XXIT, XNIII, XXV y XXVI; Figura 11) que a los 14 dias
de tratemiento es un 549 menor del valor promedio obtenido para
los controles (P<0,01) al expresar los resultados en Pg/g te jido.
Los niveles en plasma (Teblas XXIV y XXVII; Figura 13) de estos
hormonas son del misno orden para los animales sacrificados des-
pubs de la administracidn de morfina que para lecs respectivos

controles,

A los 7 dias de tratamiento no encontramos variaciones
en la concentracién de &cido ascérbice adrenal (Taeblas XXII y
XXIII; Pigura 11); en el grupo de animales tratados durente 1h
dfas con morfina, observamos un aumento altamente significativo
(P<0,001) del contenido suprarrenal de este coupucsto (Tablas XXV

y XAVI; Figura 11).

La norzdrenalina en la gléndula suprarrenal de los ani
meles sometidos al tratamiento con morfina durante 7 dias esté
significativamente aumentada (P<¢0,01); paralelamente encontramos
un descenso también significativo (P<0,01 expresado en Pg/g teji
do y P<0,001 expresado en'pg/peso gléindulas) del contenido de
adrenalina, de forma que la relacibn A/NA que en los coniroles
es 1,4 pasa a ser 0,2 en los animalces tratados con morfina (Ta-

blas XXII, XXIII, XXV y XXVI; Figura 12). Es interesante resal-



tar que el contenido de catecolaminas totales (adrenalina + nor-
adrenalina) en la suprarrenal de los animales sometidos durante

1 senana a tratamientec con morfina (1.292 Fg/g tejido y 422 Pg/pi
5o gléndulas) es précticamente izual al hallado para los anima-
les control (1.342 Pg/g tejido ¥ 459,Fg/peso gléndules), A las 2
senanas de tratamiente continuado con la droga, el contenido tan
to de noradrenalina como de adrenalina ha retornado hacia el pro-

medio control,

Los niveles de glucosa cn plasma (Tabla XXIV; Figura
13) a los 7 dias estén significativamente elevados (P<0,01); a
los 14 dfas de tratamiento con morfina, no difieren ya del grupo

control respective (Tebla XXVII; Figura 13).

El peso de las gléndulas suprarrenales (Tabla XXIII),
a los 7 dias de tratamicnto es semejante al de los controles; a
los 14 dias observamos un aumento significativo (P£0,001), que
puede ser la causa de que el descenso de corticosteroides que
sigue a la administracidén de morfina a este intervalo de tiempo
no llegue a ser significativo al expresar los resultados en Fg/pg

s0 gléndulas (Tabla XXIVI),

Por la adnministracidn diaria de solucién szlina no va-
ria significativamente la eliminacidn de corticosteroides o ca=

teccolaminas en orina respecto al promedio de la eliminacibn ba-
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sal, es decir, la eliminacidn en los animales antes de ser some
tidos a tratamiento; por ello, el andlisis estadistico se ha

realizado comparando el promedio obtenido para cada dia de tra-
tamiento con la droga, con el promedio de basales-solucién salj.
na, Durante le primera semana de tratamiento se realizaron 1las
determinaciones de corticosteroides y catecolaminas diariamente

y en la segunda en dias slternos,

La administracidén diaria de norfina produce un aumen-
to de la eliminacidn de corticosteroides (Tabla XYVIII; Figura
14) altamente significativo en los seis primeros dias de trata-
miento, cuyo méximo (99%) se observa entre las 24 y 48 horas, A
partir de la primera semana la eliminecibn retorna paulatinamen
te hacia el valor promedio normal, al que se llega en el dia

trece de administracidn prolongada.

La eliminacidn diaria de noradrenalina (Tabla XXIX;
Figura 15) esté significativamente elevada (P<0,001) durante to
dos y cada uno de los 14 dfas de administracién de morfina; du-
rante el segundo dia es cuando se obscrva un mayor incremento
(679%4) y o partir del tercero va descendiendo, si bien el dia
catorce todavia es un 81% superior. lLa eliminacidén de adrenali-
na (Tabla XXX; Figura 15) es tambiln significativamente alta

(P<0,001) durante todo el tratamiento, observindcse el méximo en
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las primeras 24 horas (1.409%) y un paulatino descenso en los
dias siguientes, siendo tedavia de un 121% ¢l aumento obeervado

en el Gltimo dia,

El volumnen de orina (Tabla XXXI; Pigura 14) presenta
fluctuseiones a lo largo de la administracidn continuada de mor=-

fina, observandese aumentos significativos en los (ltimos dias,

A partir de la prinera semana parece ir disminuyendo
en intensidad y duracidén la excitacién que en un principioc se ob

serva en los animales,

El descenso del contenido de corticosteroides en gléne
dula suprarrenal observado & los dos intervalos de tiempo en que
son sacrificades los animales, parece indicar que el tratamiento
prolongado con morfina tiene posiblemente un efecto bloqueante
sobre el eje hipdfisis-suprarrenal que sz hace wris patente al ir
progresando los dias de edministracién. ELl que la relacidn A/NA
en los animales sacrificados después de 7 dlas de administraciébn
prolongada esté narcadamente desplazada en el sentido de la nor-
adrenalina, y que a los 14 dias esta relacibn esté de nuevo en
el promedio de los animales control, unido a que la eliminacibn
diaria de noradrenalina y adrenalina va disminuyendo paunlatina-
mente, pudiera indicar un efecto de adaptacién de la médula adre

nal a la administracibén prolongada de morfina,
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Figura 11

Contenido de Corticosteroides y Acido Ascédrbico en glindula su

ro

prarrenal de animales sacrificados después de la administracibén p

longada de soluciédn salina y morfina, Promedio + ES,

Morfina 7 d{as
B3 Morfina 14 dias,

7.
®p<0,001 respecto Control 14 dias

9 Control 7 dias;

[] Control 14 dias;

[
’

4p<0,01 respecto Control 14 d{as.
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Figura 12

Contenido de Noradrenalina y Adrenalina en gléndula suprarre-
nal de animales sacrificados después de la administracién prolonga

da de solucidén salina y morfina, Prom
Control 97 dias; Morfina
[3 Control 14 dias; & Morfina

AP<0,01 respecto Control ? dfas,

edio + ES,

7?7 dias;
ll"' dias .



Tabla YXVIII

Efecto de la adninistracidn prolongada de MORFINA sobre la
eliminacién diaria de Corticosteroides en orina, (Resulta=-

dos expresados en Pg/Zh horas),.

Dias Promedio + ES™ "Pg % variacibn ™
1 14,25 + 1,0k < 0,001 +7h
2 16,29 + 2,02 | <0,001 +99
3 13,93 + 1,25 <0,001 +70
I 13,19 + 0,97 <0,001 +61
5 12,16 + 0,85 £.0,001 +48
6 12,01 + 1,05 < 0,001 +46
? 11,52 + 1,21 £L0,0L +40
9 10,90 + 1,38 <0,01 +33

11 10,64 + 1,63 £0,02 430
13 8,03 + 1,23 ns -2

®) o5 promedios proceden de la eliminacibn diaria de 4-6 gatos.
HRcalculados frente al promedio (8,10 + 0,26) de los basales=-con
troles (ver texte).



Tabla XXIX

Efecto de la administracibn prolongada de MORFINA sobre la
eliminacién diaria de Noradrenalina en orina, (Resultados

expresades en Pg/ak horas).

Dias Promedio + Es¥ upn % variacibn
1 6,16 + 1,37 < 0,001 +297
2 12,08 + 3,38 <(o,001' +679
3 8,78 + 1,53 < 0,001 +466
4 7,96 + 1,76 £0,001 +41h
5 6,58 + 1,00 £.0,001 +325
6 5,03 + 1,05 £0,001 +225
7 4,95 + 0,55 £.0,001 +219
8 3,7% + 0,51 £ 0,001 +141

10 2,91 + 0,23 < 0,001 +88
12 2,97 + 0,29 <.0,001 +92
14 2,80 + 0,09 <£.0,001 +81

-3 - - .
¥1o0s promedios proceden de la climinacidn diaria de 4-6 gatos,
Py
*calculados frente al promedio (1,53 + 0,C5) de los basalec~con
troles (ver texto).



Tabla XXX

Efecto de la administracidn prolongada de MORFINA sobre la
eliminacibn diaria de Adrenalina en orina. (Resultados ex-

presados en Fg/aﬁ horas),

Dias Promedio + Es® npu % variacién™
1 k,98 + 1,19 £ 0,001 +1.409
2 2,45 + 0,33 <0,001 - +642
3 1,93 + 0,17 < 0,001 +485
L 1,50 + 0,15 < 0,001 +355
5 1,30 + 0,10 £0,001 +294
6 1,30 + 0,15 <£0,001 +294
7 1,04 + 0,07 < 0,001 +215
8 1,01 + 0,13 < 0,001 +206

10 0,90 + 0,08 <0,001 +173
12 1,09 + 0,18 < 0,001 +230
14 0,73 + 0,04 < 0,001 +121

¥10s prozedios proceden de la eliminacién diaria de 4-6 gatos.
calculados frente al promedio (0,33 + 0,02) de los basales-con
troles (ver texte).



Tabla XXXI

Efecto de la administracién prolongada de MORFINA sobre el

volumen diaric de orina, (Resultados expresados en ml/24 horas).

Dias Promedio + ES™ "pn % variacién™
1 109 + 7 ns +8
2 98 + 10 ns +3
3 106 + 5 ns ‘ +5
4 101 + 6 - | -
5 112 + 7 ns +11
6 117 + 10 ne +16
7 113 + 6 ns +12
8 113 + 19 ne +12
9 135 + 12 £ 0,001 3k

10 | 126 + 5 < 0,001 +2h
11 117 + 4 <£0,01 +16
12 127 + 5 < 0,001 +26
13 116 + 9 | £ 0,02 +15
1L 116 + 12 < 0,05 +15

*10s promedics proceden de la eliminacidn diaria de 4-13 gatos,
¥ alculados frente al promedio (101 + 2) de los basales-contro-
les (ver texto).
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Figura 14

Volumen de orina y eliminacién diaria de Corticosteroides en
animales sometidos a la administracién prolongada de solucidn sa-
lina y morfina, Promedio + ES; (significancias estadisticas calcu

ladas frente al promedio de los basales-controles).



NORADRENALINA

e—eo morfina
12}~ ¢ o0—0 controles
: ~ =~ promedio basales-controles

t-14dlas P<0.001

6} \
}*i
'$

41 \i .
2 O /OW

S i - DN NS e e e

1 L ] 1 1 ! 1 1 1 ! ) 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 10 12 14
6 ADRENALINA
s} e—eo morfina

) o0—o controles
--~ promedio basales-controles

4} 1-14 dfas P<0.001

®
' § 1\

# $
O meten g O O e OB s S SO T LT T SO e =gt
' b 1 1 1 1 J 1 1 1 1 1
0 t 2 3 4 5 6 7 8 10 12 14

dias
Figura 15

Eliminacidén diaria en orina de Noradrenalina y Adrenalina en
animales sometidos a la administracién prolongada de solucién sali-
na y morfina, Promedio + ES; (eignificancias estadisticas calcula-

das frente al promedio de los basales-controles).
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ANIMALES CONTROL

Las variaciones en los niveles de corticosteroides,
noradrenalina, adrenalina, &cido ascérbico y glucosa encontra
das en los animales a los que sdlo se administrd solucidn sa-
lina y oque son reflejadas en las tablas correspondientes a ca
da gruvo de experiencias, ponen de manifiesto gue para inter-
pretar correctamente los resultedos de estudios como el pre-
sente, es necesario realizar paralelamente los correspondien-
tes grupos de animales control, toda vez que el solo hecho de
coger al animal e inyectarle, supone un stress que légicamen-
te produce variaciones en el metabolismo de las hormonas de
la corteza y médula de la gléndula sunrarrenal, intimamente

relacionadas con los mecanismos de adaptacidn y defensa del

Organismo.
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Figura 16

nistracidn de morfina en dosis finica,

B8 Morfina 3 h.

Morfina 1 h;
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Figura 17

Variaciones (% frente a control 1 h) producidas por la admi-
nistracién de morfina, pentobarbital y pentobarbital + morfina,
E5 Morfina 1 h; EJ Pentobarbital 1 h; [Z] Pentobarbital + Morfina 1 h.
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Variaciones (% frente a controles) producidas por la admi-

nistracién prolongada de

Morfina 7 dias;

morfina,

B3 Morfina 14 dias.




TABLAS CORRESPONDIENTES A RESULTADOS
INDIVIDUALES



Tabla 1

Contenido de Corticosterocides y Acido AscOrbico en gléndula
suprarrenal de animales sacrificados 1 hora después de 1la

administracidn de SOLUCION SALINA (dosis tnica).

Corticosteroides Acido Ascdrbico
Pg/g tejido Pg/gléndulas Pg/g tejido Pg/gl&ndulas
15,36 3,21 1,680 Le6
9,02 1,66 1.512 324
14,00 3,60 1,304 A5h
8,13 1,75 1.392 351
15,00 3,35 1.280 356
12,04 2,72 1.344 267
romedios 12,26 2,72 1.425 270

+ES + 1,26 +0,33 + 60 + 20



Tabla 2

Contenido de¢ Noradrenalina y Adrenalina en gléndula supra-
rrenal de animales sacrificados 1 hora después de la admi-

nistracidén de SOLUCION SALINA (dosis Gnica).

Noradrenalina  Adrenalina
ps/g tejido  pg/gléndulas pe/e tejido  pg/gléndulas
1.661 718 1.061 ; 222
1.637 L2y 1.817 456
897 306 674 239
1.076 318 815 235
1.518 310 1.000 230
1.147 3h9 1.117 222
1.336 371 1.094 304
romedios 1.325 342 1.083 273

+ES + 112 + 16 + 137 + 32



Tabla 3

Niveles de Corticosteroides y Glucosa en plasma de anima-
les sacrificados 1 hora después de la administracidén de

SOLUCION SALINA (dosis fGnica).

Corticostercides Glucosa

(pg/100 1) (mg/100 ml)
1,50 101
1,71 125
2,40 103
1,07 110
3,14 107
1,71 89
Promedios 1,92 106

+ES +0,30 + 5



Tabla &4

Contenido de Corticosteroides y Acido Ascdrbico en gléndula
suprarrenal de animales sacrificados 1 hora después de 1la

adninistracién de MORFINA (dosis finica).

Corticosteroides  Acido Ascérbico
Pg/g tejido Pg/gléndulas Pg/g tejido }xg/glé.ndulas
21,63 5,03 1.560 526
16,12 4,00 1,560 302
21,63 9,73 1,040 287
28,88 6,50 : 1,200 595
39,88 9,53 1.336 549
36,63 7,29 1.064 268
37,38 9,23 1,284 L68
Promedios 28,88 7,33 1.292 428

+ES + 3,52 +0,86 80 + 52

14



Tabla §

Contenide de Noradrenalina y Adrenalina en gléndula supra-
rrenal de animsles sacrificados 1 hora después de la admi-

4 .

nistracién de MORFINA (dosis \nica).

Noradrenalina Adrenalina
pe/s tejido  pg/gléndulas pa/g tejido fg/gléndulas

958 283 457 154

378 160 394 142

711 203 898 202

546 203 Leo 171

Lok 170 501 206

1.123 294 1.071 270

776 212 757 205

Promedios 712 218 648 193

+ES +100 + 20 + 99 + 16



Tabla 6

Niveles de Corticosteroides y Glucosa en plasma de anima-
les sacrificados 1 hera después de la administracidn de

MORFINA (dosis Gnica).

Corticosteroides lucosa
(pg/100 ml) (mg/100 ml)

13,28 517

13,07 169

7,85 453

7493 413

10,50 382

12,92 418

10,21 L35

Promedics 10,82 b4

+ES + 0,89 + 17



Tabla 7

Contenido de Corticosteroides y Acido Ascdrbico en gléndula
suprarrenal de animales sacrificados 3 horas después de 1la

administracidén de SOLUCION SALINA (dosis ftnica),.

Corticosteroides Acido Ascbrbico
Pg/g tejido Pg/gléndulas Fg/g tejido Pg/gléndulas
14,75 4,47 1,056 388
6,00 2,26 1,056 392
6,89 2,19 1,056 370
10,13 2,89 1,016 301
8,00 3,09 896 277
5,38 2,02 1.048 393
4,75 1,64 917 291
Promedios 7,98 2,65 1.006 345
+ES +1,32 +0,36 + 26 + 20



Tabla 8

Contenido de Noradrenalina y Adrenalina en gléndula supra=-
rrenal de animales sacrificados 3 horas después de la admi-

nistracién de SOLUCION SALINA (dosis tnica).

Noradrenalina Adrenalina
pe/e tejido  pg/gléndulas pe/e tejido pe/gléndulas
623 189 Lis 135
485 183 561 212
745 238 Lhs5 153
k54 129 646 184
725 253 807 282
497 192 - 399 154
610 171 575 161
638 239 603 226
746 258 910 315
Promedios 613 206 599 202

+ES + 38 + 15 S+ 57 + 21



Tabla 9

Niveles de Corticosteroides y Glucosa en plasma de anima=-
les sacrificados 3 horas después de la administracibdn de

SOLUCION SALINA (dosis fnica),

Corticosteroides G;ucosa
(Pg/lOO ml) (mg/100 ml)
1,43 85
1,43 85
1,43 112
4,40 10k
3,80 111
2,00 100
1,86 104
b1k 85
Promedios 2,56 98

+ES +0,46 + b



Tabla 10

Contenido de Corticosteroides y Acido 4scbdrbico en gléndula
suprarrenal de animales sacrificados ? horas después de la

administracidn de MORFINA (dosis Gnica).

Corticosteroides Acido Ascorbico
Pg/g tejido Pg/gléndulas rg/g te jido Pg/gléndulas
L4o,25 11,59 1.056 304
32,13 9,54 1.176 349
56,13 14,93 1.176 313
14,75 6,07 1.02h4 277
45,12 15,48 1,152 395
48,62 20,18 1.040 420
13,00 2,90 1,240 432
Promedios 35,71 11,53 1.123 356

+ES + 6,29 + 2,24 31 + 23

14



Tabla 11

Contenido de Noradrenalina y Adrenalina en glédndula supra=-
rrenal de animales sacrificados 3 horas después de la admi

nistracibén de MORFINA (dosis fGinica).

Noradrenalina Adrenalina
pe/g tejido  pg/gléndulas pe/g tejido  pg/gléndulas
691 199 128 37
300 89 461 137
436 116 594 158
639 262 590 242
601 206 878 301
270 112 195 81
538 120 372 83
Promedi.os 496 158 460 148

*ES + 63 + 24 + 97 + 36



Tabla 12

Niveles de Corticosteroides y Glucosa en plasma de anima=-
les sacrificados 3 horas después de la administracibén de

MORFINA (dosis finica).

Corticosteroides Glucosa

(Pg/loo ml) (mg/100 ml)

13,28 Leg

6,57 579

12,21 379

5,14 306

15,07 406

21,78 320

12,50 L4o

Promedios 12,36 414

+ES + 2,09 + 35



Tabla 13

Peso de las gléndulas suprarrenales de animales sometidos
a la administracidén de SOLUCION SALINA y MORFINA (dosis

Qinica). Resultados expresados en mg/peso glandulas,

1 hora 3 horas
Control Morfina Contfol Morfina
209 337 303 288
257 312 377 297
288 239 319 266
230 372 285 410
278 411 350 343
295 252 386 415
267 338 280 223
375
346
Promedios 261 323 336 320

+ES + 12 + 23 + 14 + 27



Tabla 14

Contenido de Corticosteroides y Acido Ascdrbico en gléndula
suprarrenal de animales sacrificados despubds de la adminis-

tracidn de PENTOBARBITAL (ver texto),.

Corticosteroides © Acido Ascdrbico
Pg/g tejido Pg/gléndulas Fg/g te jido Pg/gléndulas

9,62 2,37 1.808 513

6,75 1,96 1.176 318

3,50 0,84 1.472 342

5,50 1,28 2,024 605

9,00 2,69 1,456 482

10,31 3,69 1,620 488

Promedios 7,45 2,14 1.593 458

121 + 44

14+
(@]
=
‘—)

I+

+ES +1,08



Tabla 15

Contenido de Noradrenalina y Adrenalina en gléndula supra-
rrenal de animales sacrificados después de la administra-

cidn de PENTOBARBITAL (ver texto).

Noradrenalina Adrenalina

Pg/g tejido Pg/gléndulas Pg/g te jido yg/gléndulas

628 225 985 291

1,148 333 1.048 304

934 264 1.182 292

1.311 295 977 266

1.431 332 756 266

883 2h1 936 264

Promedios 1.056 282 981 281

:ES + l21 + 19 + 57

1+
-3



Tabla 16

Niveles de Corticosteroides y Glucosa en plasma de animales
sacrificados después de la administracién de PENTOBARBITAL

(ver texto).

Corticosteroides "~ Glucosa
(Pg/loo ml) (mg/100 ml)
2,36 100
2,07 100
2,07 107
3436 111
1,93 115
2,37 100
Promedios 2, k44 106

+ES +0,23

I+
\N



Tabla 17

Contenido de Corticosteroides y Acido Ascbdrbico en gléndula
suprarrenal de animales sacrificados 1 hora después de 1la

administracién de MORFINA 1y previamente anestesiados con

PENTOBARBITAL,
Corticosteroides -~ Acido Ascérbico

pe/g tejido pg/gléndulas jpe/s tejido  pg/gléndulas
6,88 - 1,65 1.688 428
3,25 1,12 1.472 405
3,25 0,88 1.344 364
4,00 1,42 1.440 385
1,25 0,39 1.792 508
5,12 1,22 1.272 276
4,00 0,85 1.176 302
1,25 0,27 1.520 443

Promedios 3,63 0,98 1.463 389

+ES 10,67 +0,17 + 73 + 27



Tabla 18

Contenido de Noradrenalina y Adrenalina en gléndula su-
prarrenal de animales sacrificados 1 hora después de la

administracidén de MORFINA y previdmente anestesiados con

PENTOBARBITAL,
Noradrenalina ’ Adrenalina

Pg/g tejido Pg/gléndulas Pg/g tejido Fg/gléndulas
967 232 876 210
971 247 853 216‘
443 120 469 127
515 123 619 219
548 242 1.200 378
1.095 335 995 294
764 241 615 136
Promedios 758 220 804 226

+ES + 98 + 29 + 95 + 33



Tabla 19

Niveles de Corticosteroides y Glucosa en plasma de ani-
males sacrificados 1 hora después de la administracidn

de MORFINA y previamente anestesiados con PENTOBARBITAL.

Corticost;eroides Glucosa
(Pg/lOO ml) (mg/100 ml)
0,36 02
5,86 104
1,64 92
0,79 93
2,36 107
1,79 100
2,43 96
4,08 86
Promedios 1,79 96

+ES 10,43 + 2



Tabla 20

Contenido de Corticosteroides y Acido Ascédrbico en gléndula
suprarrenal de animales sacrificados 2 horas después de la

administracidén de MORFINA y previamente anestesiados con

PENTOBARBITAL,
Corticosteroides Acido Ascdrbico
Pg/g tejido Pg/gléndulas Pg/g te jido Pg/gléndulas
2,75 1,00 1.136 398
6,00 1,86 1.296 379
18,25 4,67 1.104 373
4,75 1,71 1,224 518
2,38 0,60 1.472 530
13,37 3,52 1,456 k53
Promedics 7,92 2,23 1,281 L42

+ES +2,63 +0,64 + 64 + 28



Tabla 21 '

Contenido de Noradrenalina y Adrenalina en gl&ndula supra-
rrenal de animales sacrificados 2 horas después de la

administracidén de MORFINA y previamente anestesiados con

PENTOBARBITAL,
Noradrenalina Adrenalina
pe/g tejido pg/gléndulas pe/g tejido  pg/gléndulas
275 100 460 167
849 367 1.101 480
L66 122 1,141 307
432 134 98k 299
656 236 1.125 Los
824 211 1,066 273
737 215 1.055 301
Promedios 606 198 990 319

+ES * 82 + 34 + 21 + 38



Tabla 22

Niveles de Corticosteroides y Glucosa en plasma de ani-
males sacrificados 2 horas después de la administracién

de MORFINA y previamente anestesiados con PENTOBARBITAL,

Corticosteroides Glucosa

(Fg/loo ml) (mg/100 ml)

2,36 111

4,64 96

6,78 170

| b1k 150

1,28 93

5495 143

Promedios 4,19 127

+ES +0,85 + 13



Tabla 23

Contenido de Corticosteroides y Acido Ascérbico en gléndula su
prarrenal de animales sacrificados 1 hora después de la admi-

nistracién de ACTH y previamente tratados con PENTOBARBITAL y

MORFINA,
Corticosteroides "Acido Ascérbico
Fg/g tejido Pg/gléndulas Pg/g tejido Pg/gléndulas
18,75 9,94 1.080 572
29,38 8,61 1.368 401
22,63 8,64 1.128 431
17,63 6,19 94l 331
27,38 7,3# 1,320 354
Promedios 23,15 8,14 1.168 418
+ES + 2,31 +0,6k + 78 + b2



Tabla 24

Contenide de loradrenalina y Adrenalina en gléndula supra-
rrenal de animales sacrificedes 1 hora después de la admi-
nistrecidn de ACTH y previamente tratados con PENTOBARBITAL

¥y MORFINA.

Noradrenalina Adrenalina
Pg/g tejido Pg/gléndulas Fg/g tejido Pg/gléndulas
419 222 Loo 212
874 256 997 292
516 159 631 2h1
906 318 1.054 370
705 189 l.223 328
Promedios 664 229 861 289

+ES i106 + 28 +150 + 29



Tabla 25

Niveles de Corticosteroides y Glucosa en plasma de anima-
les sacrificados 1 hora después de la administracidén de

ACTH y previamente tratados con PENTOBARBITAL y MORFINA,

Corticosteroides Glucosa
ng/lOO nl) (mg/100 ml)

8,35 104

7,71 93

15,21 143

16,28 270

9,00 107

Promedios 11,31 143

+ES + 1,83 + 33
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Tabla 27

Contenidr de Corticosteroides y Acido Ascbdrbico en gléndula
suprarrensl de animales sometidos a la administracidén pro-
longada de SOLUCION SALINA =7 dias- y sacrificados 1 hora

después de la Glitima inyeccidn,

Corticostercides Acido Ascérbico
Pg/g tejido Pg/gléndulas Pg/g tejido Pg/gléndulas
17,38 4,76 1.240 340
8,50 2,93 1.080 373
9,50 3,77 1.272 382
7,00 3,44 | 1.528 553
15,38 5,41 1.320 465
6,50 2,14 1.552 L6k
12,4l 3,87
Promedios 10,96 3,76 1.332 430

+ES + 1,59 +0,41 7% + 32

i+



Tabla 28

Contenido de Noradrenalina y Adrenalina en gléndula supra-
rrenal de animales sonetidos a la administracidén praclonga-
da de SOLUCION SALINA =7 dias~ ¥ sacrificados 1 hora des

pués de la Gltima inyececién.

Noradrenalina ' Adrenalina
pele tejidb pe/glindulas pe/g tejido pe/gléndulas
872 239 967 265
806 278 1.061 366
503 151 917 275
273 151 1,025 371
57% - 202 483 267
26k 79 574 207
69k 250 381 114
Promedios 569 193 773 266

+ES + 91 + 26 +107 + 34



Tabla 29

Hiveles de Corticosteroides y Glucosa cn plasna
les cometidos a la administracidn prolongada de
SALINA ~7 difas~ ¥y sacrificades 1 hora después

tira inyeccidn.

Corticocteroides Glucesa
(nz/100 ml) (ng/100 ml)
2,07 71
2,43 71
4,07 85
1,79 -89
1,36 81
2,78 107
1,57 100
Pronicdios 2,30 86

de enima~
SOLUCION

de la Gl-



Tabla 30

Contenido de Corticosteroides y Acido Ascdrbico en gléndula
suprarrenal de animales sometidos a la adainistracidn pro-
lengada de MORFINA ~7 dias- y sacrificados 1 hora después

de la Gltima inyeccidn.

Corticosteroides Acido Ascérbico
Pg/g te jido Pg/gléndulas Pg/g tejido Pg/glﬁndulas
8,38 3,18 1.432 548
9,37 3459 1,336 405
8,38 3,41 1.424 538
5,75 1,37 1,056 Lol
6,50 2,84 1l.224 279
Promedios 7,78 2,88 1,254 L3t

+ES +0,70 +0,40 + 70 + 49



Promedios
iES

Tabla 31

Contenido de Noradrenalina y Adrenalina en gléndula supra-

rrenal de animales sometidos a la administracidn prolonga-

da de MORFIKA

-7 dfas y sacrificados 1 hora despufs de la

dltima inyeccidn,

Noradrenalina

Pg/g tejido

Pg/gléndul&s

+

851
1,033
1.185
1.276
1,000

1,059
74

326
313
448
388

349

Adrenalina
Pg/g te jido Pg/gléndulas
188 72
129 39
101 38
382 87
314 51
223 57
+ 5k +10



Tabla 32

Niveles de Corticosteroides y Glucosa en plasma de anima-
les sometidos a la administracidn prolongada de MORFINA
-7 dfas- y sacrificados 1 hora después de la (Gltima in=-

yeccion,

Corticosteroides Glucosa
(jg/100 ml) (mgz/100 ml)
2,21 100
4,28 131
1,50 106
2,64 115
2,36 115
Promedios 2,60 113

+ES +0,46 + 5



Tabla 33

Contenido de Corticosteroides y Acido Ascbrbico en gléndula
suprarrenal de animales sometidos a la administracidn prolen
gada de SOLUCION SALINL 14 dfas- y sacrificados 1 hora

después de la Gltima inyeccidn,

Corticosteroides Acido Ascérbico
g/ tejido Fg/gléndulas Pg/g tejido Pg/gléndulas
6,38 1,52 1,038 251
1%,13 2,86 1,200 320
7450 2,03 %lz2 199
11,88 2,79 1,032 248
14,31 ko177 92k 243
Promcdios 10,64 2,67 1.031 274

b1 + 28

I+

+ES + 1,57 +0,45



Tabla 34

Contenido de Noradrenalina y Adreralins en glédndula supra-
rrenal de anirales gsometidos a la administracidn prolonga-
da de SOLUCION SALIKA ~1l& dias- y sacrificados 1 hora

después de la Gltima inyeccibn,

Noradrenalina Adrenalina
pg/g fcjido Pg/gléndulas Pg/g tejido Pg/gléndulas

651 203 684 188

623 179 862 194

702 261 568 183

749 265 855 201

1.128 310 839 217

Promedics 771 24k 762 198

+ES + 92 + 23 + 58 + 5



Tabla 35

Niveles de Corticosteroides y Glucosa en plasma de anie-
males sometidos a la administracién prolongada de SOLU-
CICON SALINA =14 dfas- y sacrificados 1 hora después de

la dltima inyeccidn,

Corticosterocides Glucosa
(pg/100 m1) (mg/100 ml)
1,93 104
3,14 89
2,43 89
2,86 100
2,28 98
Promedios 2,53 96

+ES +0,21 +3



Tabla 36

Contenido de Corticosteroides y Acido Ascdrbico en gléndula
suprarrenz) de animales sometidos a la administracidn prolon
gada de MORFINA -14 diass- y sacrificados 1 hora después de

la Gltime inyeccidn.

Corticosteroides © Acido Ascérbico
pe/g tejido Pg/glandulas pe/g tejido Pg/gléndulas
5,50 2,05 1,920 617
1,38 0,56 1.416 571
4,75 2,63 1.392 557
4,00 1,73 1,832 601
6,25 2,11 2,072 71k
7,25 2,80 1,064 593
5,00 1,65 1,616 648
Promedios 4,88 1,93 1.616 614

+ES +0,71 +0,28 + 133 + 20



Tabla 37

Contenido de Noradrenalina y Adrenalina en gléndula supra-
rrencl de animales sometidos a la administracidén prolonga-
da de MORTFINA <1t dias- ¥y sacrificados 1 hora despubs de

la (ltima inyeccidn,

Noradrenalina Adrenalina

pe/z tejido ps/gléndulas pg/g tejido Pg/glﬁndulas

546 220 352 125

859 475 532 142

653 282 819 230

619 177 892 276

1.172 462 708 301

sk 173 370 122

840 307 619 255

Promedios 745 299 613 207

+E3 + 87 + 48 + 79 + 29



Tabla 38

Niveles de Corticostercoides y Glucosa en plasma de anima-~
les sometidos a la administracidén prolongada de MORFINA

-14 dfias- y sacrificados 1 hora después de la Gltima in-

yeccibn.
Corticosteroides Glucosa
(pg/100 ml) (mg/100 ml)

1,79 153
1,79 96
2,86 126
3,07 92
1,64 121
1,43 99
5,14 113

Promedios 2,53 111

1+
(o)}

+ES 10,49



Tabla 39

Pecgo de las gléndulas suprarrenales de animsles someti-
dos a la administracién prolongada de SOLUCIONW SALINA y

MORFINA. Resultados expresados en nmg/peso gléndulas,

7 afas 14 dfas
Control Morfina Control - Morfina
274 383 231 | 372
345 303 275 403
300 278 218 432
362 380 271 337
342 228 235 k25
352 330
299 420
Promedios 325 334 246 388

+ES + 13 + 31 + 11 + 16



Tabla 40O

Eliminacién diaria en orina de Corticostercides, Noradrenalina y

. . . . . N
Adrenalina de animales antes de ser sometidos a tratamiento .

Volumen
Corticosteroides Noradrenalina _Adrenalina Orina
(Pg/24 hr) (pg/24% hr) (Pg/24 hr) (rl/24% bhr)
7,31 1,25 0,28 103 123
11,70 2,34 0,28 120 89
10,62 2,03 0,35 109 119
9,90 2,12 0,46 78 115
8,39 1,91 0,33 88 150
7,17 2,70 0,45 97 115
10,40 1,88 ( 0,52 142 112
8,38 1,02 0,30 78 119
9,04 1,53 0,32 106 100
10,48 1,74 0,47 105 70
8,54 1,69 0,42 80 166
8,82 125 115
8,24
Promedios 9,15 1,84 0,38 109
+ES +0,37 +0,14 +0,03 + 5

¥cada resultado expresa al menos el promedio de 3 determinaciones pre-
vias por animal,
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Gran parte de los trabajos que se han realizado para
estudiar el efecto que la morfina pudiera tener sobre el eje hi
pbéfisis-suprarrenal, se han llevado a cabo determinando en ani-
males de éxperimentaoién las variaciones de &cido ascbérbico su-
prarrenal que siguen a la administracidn de la droga, No obstan
te, la relacidn existente entre la produccidn de corticosteroi-
des en la glindula y la variacién de &4cido ascérbico no estd to
davia claramente definida, y asi, situacicnes que lleven a un
aunento del nivel de corticosteroides en la suprarrenal y plas-
ma, no siempre van acompailadas de descensos del contenido de as

cérbico suprarrenal (26),

Briggs y Munson (10,82), encontraron que la adminis-
tracién de morfina en dosis (inica causaba en la rata intacta
una deplecidn de 4cido ascdrbico; sin embargo estos auteres no

estuvdiaron las variaciones del contenido de corticostercides en

la gléndula suprarrenal y/o plasma.

Nuestros resultados, en que frente a un aumento alta-

mente significativo de corticosteroides en suprarrenales y plas



167

ma, no se observan descensos significativos del contenido de
&4cido ascérbico en esta gléndula, parecen confirmar (54,71) que
el grado de activacidn de la corteza suprarfenal no siempre pue
de ser determinado por las variaciones de &cido ascérbico y por
tanto cabe porer objeciones a ciertos trabajos (44,84) en los
que s6lo se utilizé este parémetro péra determinar los efectos
de la morfina sobre el metabolismo corticosuprarrenal. Si en el
presente estudio, hubilésemos determinado solamente las variacio-
nes de &cido ascérbico, habriamos llegado a la conclusidn de que
la administracidn de morfina en dosis Unica carcce de accidn so=-

bre la secrecidén de ACTH bajo nuestras condiciones experimentales.

Nakao y col. (83) hacen un estudio m&s amplio que el
de Briggs y Munson, determinando ademfs las variaciones de corti
costerona en plasma y suprarrenales de la rata intacta; estos au
tores encucntran aumentos en los niveles de corticosteroides ¥y
una depleciin de 4cido ascédrbico en gléndule una hora después de
la administracidn intraperitoneal de morfina; @ las tres horas
de la inyeccién, ven persiste la deplecidn de ascOdrbico suprarre
nal pero les niveles de corticosteroides han retornado al nivel
de los animales inyectados con solucidn salina., En nuestro estu-
dio empleando dosis semejantes de morfina (por kilo de peso) y

la misma via de administracién que Nakao y col., nunca hallamos
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deplecidbn de &cido ascdrbico y a las 3 horas de administrar la
droga persiste significativamente elevado ¢l nivel de hidrocor-
tisona tanto en plasma como en gléndula suprarrenal. Esto parece
indicar, que la sensibilidad del gato a la accidn de la morfina,
al menos en cuanto a respuesta adrenocortical se refiere, es ma-~
yor gue en la rata, toda vez que se observa una mayor duracidn

del efecto de la droga sobre los niveles de corticosteroides.,

Se ha pensado que el efecto de la morfina sobre la pro
duccidn de corticosteroides pudiera ser debido a una accidn di-
recta de la droga sobre la glindula suprarrenal (88), Para tra-
tar de aclarer este problema, Nakao y col. (83) estudiaron la
respuesta suprarrenal en ratas hipofisectomizadas, hallando que
bajo estas condiciones, la administracidén de morfina no modifica
ba el bajo nivel de corticosteroides de la gléndula, consecuencia
de la ablacidn de la hipb6fisis; esto les llevd a concluir gque el
efecto de la aduinistracidén aguda de morfina no debia ser atribui

do a una accibdn directa de la droga sobre la gléndula suprarrenal,

Se sabe que en la rata, el conejo, el ratdén, el perro y
otras especies animales utilizadas en trabajos experimentales
(75,76,86,122,126), 1la édministracién de morfina ejerce una ac-
cibén sedante y analgésica en mayor o menor grado, segin dosis y

situacibn experimental; sin embargo, en el gato la administraciébn
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de morfina en dosis f(nica tiene un claro efecto excitante (77),
hecho que también hemos comprobado en nuestro trabajo. No obstan
te, tanto en la rata (83) como en el gato, segfin se demuestra en
el presente estudio, la inyeccidn inicial de morfina produce un
aumento del contenido de corticosteroides en suprarrenales y plas
ma; esto, parece apuntar una falta de relacién entre el efecto
que la morfina en dosis fnica tiene sobre las hormonas corticosu=-

prarrenales y la accidn sedante o excitante de la droga.

Algunos autores han indicado que las catecolaminas del
cerebro y de la mé&dula suprarrenal parecen responder paralelamen=
te como partes del eje simp&tico-adrenomedular (75,77,125) y que
la mayor labilidad de las catecolaminas de la gléndula suprarre-
nal pudiera ser atribuida & una menor capacidad de realmacenamien
to en la glérdula que en el cerebro (106); ahora bien, hay que te
ner presente que el contenido de catecolaminas, tanto en el cere-
bro como en las suprarrenales, representa el efecto neto de las
velocidades de biosintesis, recaptacibén y liberacidn de dichas

bioaminas,

Los resultados obtenidos respecto a las variaciones de
catecolaminas adrenales por la administracidn inicial de morfina
estln en cierto modo de acuerdo con los trabajos clésicos de Vogt

(125). Este autor, empleando la via subcuténea, dosis seis veces
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superiores a la nuestra y una metodologia para la determinacibdn
de catecolaminas (23,124) diferente a la que nosotros seguimos,
halla tres horas después de la administracidén de morfina descen=-
sos paralelos del contenido de catecolaminas en suprarrenales y
cerebro. El gue una hora después de la inyeccidn encontremos una
caida significativa del contenido de adrenalina y noradrenalina
en las suprarrenales, logicamente puede ser atribuido a una mejor
y mis répida absorcibn de la droga, dada la via de administracidn
que utilizamos; sin embargo, el problema de la dosis requiere un
estudio més amplio, toda vez que en la rata dosis elevadas de nor

fina producen menor sedacidn que pequefias dosis (76).

Que el efecto de la morfina sobre las catecolaminas de
la médula suprarrenal se debe realizar a través de una estimula-
cibn simpdtico~adrenomedular fue ya mencionado por Elliot (34).
Posteriormente Vogt (125), encontrd descensos paralelos en los ni
veles de catecolaminas en gléndula suprarrenal e hipotélamo; ob-
servdé también que afin cuando la denervacién de la suprarrenal ime
pedia el descenso del contenido de catecolaminas en la gléndula,
no influenciaba los descensos observados en el hipotdlano. Bori-
son (5) postula mis tarde que la morfina debe actuar en freas del
cerebro capaces de estimular el sistema nervioso simp&tico, ha-

biendo sido demostrado que la liberacidn de catecolaminas por la
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gléndula suprarrenal es el responsable primario de la hiverglu-

cemia producida por la morfina (121).

Paralelamente a los descensos del contenido de noradre
nalina y adrenalina en la gl&ndula suprarrenal del gato que gi-
guen a la administrecidn inicial de morfina, encontramos aumenw-
tos altamente significativos en la eliminacidn urinaria de ambas
biocaminas durante las primeras veinticuatro horas que siguen a
la administracibn de la droga; esto, unido al intenso efecto hi=-
perglucemiante gue observamos por la administracidn inicial de
morfina, nos hace compartir la hipbtesis de que la droga causa un
aumento en la liberacidn de las hormonas adrenonedulares, debido

a una activacidén en la estimulacidn simpltica (34,51,76).

Es interesante resaltar, que la deplecidn de catecola-
minas que hallamos en la giéndula suprarrenal, es aproximadanenw
te del mismo orden para la adrenalina que para la noradrenalina,
de forma que la relacidn normal existente en la gléindula entre
ambas bioaminas es mantenida tras la administracién en dosis Gni
ca de morfina, lo que parece indicar gque bajo esta situacibn, en

el gato intacto se estimula la secrecidn adrenal de ambas bioa=-

minas en un grado semejante,

Por otro lado, se sabe que un aumento de la actividad

del sistema nervioso simpitico, inducido por estimulacidn direc-
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ta (100) o bien la administracién de drogas como la reserpinz o
6-hidroxzidopamina, aumentan la actividad del enzima tirosina hi-
droxilasa (4,116}, que interviene en el paso de tirosina a dopa
y que segin algunos autores (65,68) debe ser el escaldn limitan=-
te en la formacibn de catecolaminas tanto en la gléndula supra-
rrenal como en el cerebro, Smith y col. (106), utilizando como
animnal de experimentacibén el ratdn, han demostrado que la admi-
nistracibén de mcrfinaAen una sola dosis, no solo aumenta casi al
doble la incorporacidn de luC-tirosina a 1#C-catecolamiﬁas (lQC-
adrenalina + th—noradrenalina) en la glidndula suprarrenal, sino
gque disminuye avroximadamente a una tercera parte el tiempo de
méxima incorporacién de la tircsina, tiempo que en los animales
no sometides a tratamiento es aproximadamente de dos horas. Es-
tos mismos autores observaron un efecto parecido en el cerebro,

pero no en el corazén y bazo.

E1l hecho de que bajo nuestras condiciones experimenta-
les, a las tres horas de haber inyectado la droga el nivel, tan-
to de noradrenalina como de adrenalina en la gléndula suprarre-
nal sea semejante al de sus respectivos controles, pudiera ser
atribuido a un aumento en la sintesis de catecolaminas en la
gléndula, producido por una elevacidén de la tirosina hidroxilasa,
como consecuencia de la estimulacidén simpdtica producida por la

morfina,
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Algunos autores (72,123,133,134) basados principalmen
te en estudios realizados en ratas hipofisectomizadas, han afir
mado que los corticosteroides que procedentes de la corteza per
funden la médula suprarrenal deben regular la actividad del en-
zima PNMT que interviene en la metilacidn de la noradrenalina.
Ante nuestros resultados en los que a las 3 horas de inyectar la
droga no encontranos variaciones significativas del contenido de
catecolaminas y no héllamos desplazada a favor de la adrenalina
la relacidbén adrenalina/noradrenalina, parecen indicar que a este
intervalo de tiempo, alln cuando el nivel de corticosteroides en
la gléndula suprarrenal estd significativamente elevado, la for-

mzcidn de adrenalina no narece estar aumentada,

En los animales anestesiados con pentobarbital encon-
tramos descensos del contenido de corticostercides en la gléndu
la alin cuando el nivel en plasma es ligeramente superior a en
los animales control. Esta diferencia entre el nivel de hidrocor
tisona en plasma y gléndula pudiera atribuirse a que en los pri
meros minutos que siguen a la inyeccibén del anestésico se produ-
ce un estado de agitacidn en el animal y probablemente esta si-
tuacibén dé lugar a una liberacidn adrenal de esteroides, hecho
que también ocurre cuando comienza a desaparecer el efecto del

anestésico (94). El descenso de corticosteroides que bajo nues-
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tras condiciones experimentales se observa en la glén@uia supra
rrenal puede correlacionarse con los resultados aportados por
Krieger y col, (62); estos autores observaron que la administra
cidén de pentobarbital, al mismo tiempo de producir anestesia en
el gato, causaba la abolicidn del ritmo circadiano de hormonas
corticosuprarrenales, e indican que el efecto pudiera ser atri-
buido a una accidén blogueante del pentobarbital sobre zonas del
sistema nervioso central relacionadas con el control de la se=-

crecidén de hormona adrenocorticotropa.

También Rerup y Hedner (94), estudiando en la rata el
efecto del pentobarbital encontraron que este anestésico, a di-
ferencia del &ter, reduce los nivelees de corticosteroides en
plasma mientras el animal estd anestesiado; bajo esta situacibnm,
la administracidén de solucidn salina por via subcuténea, intra-
peritoneal o intravenosa no modifica el bajo nivel de corticos-
terona, si bien intervenciones quirirgicas de pequefio grado como
es una incisibén cuténea, aumenta el nivel de corticosteroides en
sangre. Opuestamente Nakao y col. (83), observaron que la admi-
nistracidén de pentobarbital a ratas produce una deplecidén de &ci
do ascérbico'suprarrenal y un aumento de corticosterona en supra
rrenales y plasma; ésto les llevd a decir gque el pentobarbital,

debe producir una estimulacidn del eje hipbfisis-suprarrenal, e
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indican que la discrepancia de sus resultados con los de otros
autores debe atribuirse a diferencias entre las variedades de

ratas utilizadas en los distintos laboratorios,

En trabajos recientes se ha visto que en animales so=-
metides a anestesia con pentobarbital, la actividad de neuronas
noradrenérgicas y dopaminérgicas del cercbro se encuentra dismi-
nuida (19,89). Sharkawi (102) demuestra que el pentobarbital co=-
mo consecuencia de descensos en la actividad neural, aumenta la
concentracidn de acetilcolina en la corteza cerebral por una re-
duccibén de la liberacidn de este neurotransmisor. Nuestros resul
tados indican, que la administracién de pentobarbital no modifi-
ca significativamente el contenido de noradrenalina y de adrena-

lina en la gléndula suprarrenal,

Por otro lado, hemos visto que en el gato intacto el
pentobarbital es capaz de inhibir la acecién que la morfina tiene
sobre la produccibén de corticosteroides en la glindula suprarree~
nal; como se ha dicho, el efecto de la morfina sobre la produc~
cidn de hormonas corticosuprarrenales debe ser ejercido a nivel
de centros del sistema nervioso relacionados con el control de
la secrecidén de ACTH y ante nuestros resultados cabe pensar que
el pentobarbital ejerce su accidn en estos mismos centros u otros

directamente relacionados, A diferencia de lo que ocurre con
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otros estimulos (administracidén de adrenalina, histamina, vaso-
presina o laparatomis del animal), que s8e¢ sabe producen hiperse-
crecidn de adrenocorticotropina alin en animales anestesiados (11),
en nuestro estudio encontramos que la morfina potencia el descen-
s0 de glucocorticoides a que lleva la anestesia con pentobarbital.
El por qué de esta diferencia creemos requiere un estudio a fondo
de los efectos que estos tratamientes puedan tener sobre neuro-

transmisores de zonas especificas del cerebro.

i

Maynert y Levi (77), observaron que el previo tratamien
to con pentobarbital a la administracidn dg morfina inhibia en ga
tos de cria la deplecidn de adrenalina suprarrenal que se produce
por la inyeccidn fQinica de morfina., Sin embargo, estos autores no
encontraron que la administracidn dnica de morfina produjese des-
censos en el contenido adrenal de norédrenalina, ni tampoce por
el tratamiento conjunto de pentobarbital y morfina, En el presen-
te estudio, si bien encontramos que el pentobarbital bloquea el
descenso que la morfina produce sobre el contenido de adrenalina
adrenal, la concentracidn de noradrenalina continfia siendo signi
ficativamente inferior a la de los animales control. E1 hecho de
que el nivel de glucosa en plasma por este tratamiento sea seme-
jante al observado en los controles o en los animales Unicamente

tratados con pentobarbital y significativamente inferior al obser
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vado en los animales a los que sb6lo se administréd morfina, apo-
va la idea (121) de que la hiperglucemia producida por la admi-
nistracidén inicial de morfina debe ser reflejo de un awmento en

la liberacidn de adrenalina suprarrenal,

Rubin y Miele (98) perfundiendo gléndulas suprarrena-
les con difercntes férmacos, encontraron que la relacibdn adrena-
lina/noradrenalina liberada por la glindula dependfa del férmaco,
concentracién utilizada y duracidn del estimulo. Feurstein y
Gutman (39), observaron que la hemorragia llecva a una liberacidn
preferencial de noradrenalina, mientras gue en la hipoglucemia
insulinica es liberada principalmente adrenalina, habiéndose pos=-
tulado (28,30,93) que la médula suprarrenal puede liberar prefe=-
rencialmente adrenalina o noradrenalina, posiblemente por la exis
tencia de diferentes terminaciones nerviosas esplélcnicas para

los dos tipos de células cromafines existentes en la suprarrenal

(%]

que almacenan estas bioaminas y cuyo control deberia realizarse
por diferentes centros del sistema nervioso central (39). El he=-
cho de que bajo nuestras condiciones experimentales, el pentobar
bital sea capaz de inhibir el descenso del contenido adrenal de
adrenalina pero no de noradrenalina que siguen a la administra-
cién inicial de morfina, apoya la hipbtesis mencionada acerca de
una secrecibn preferencial de ambas bioaminas, al menos para de-

terminados estimulos.
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Recientemente se ha indicado que el pentobarbital
puede afectar la esteroidogénesis suprarrenal, posiblemente
vor interferir en la conversién de pregnenolona a progestero=-
na (58); frente a estos resultades obtenidos por experiencias
realizadas "in vitro'", en nuestro estudio, hallamos que la su-
prarrenal de los animales tratados con pentobarbital y morfina
responde normalmente a una estimulacidn exdgena con adrenocor-
ticotropina, por lo que pensamos que en el animal intacto, el
efecto del pentobarbital no parece tenga lugar a nivel cortico

suprarrenal.

Se debe tener en cuenta que la administracidén de ACTH
en nuestras experiencias se ha realizado una hora después de la
inyeccibén de morfina a animales previamente anestesiadbs ¥y cuan
do el contenido de corticosteroides en la gléndula estaba dis=-
minuido; en estas condiciones, tanto la concentracidn de nora-
drenalina coro de adrenalina no difiere significativamente de
la hallada en los animales a los que no se administrd ACTH, pe-~
ro si pentobarbital y morfina y sacrificados al mismo intervalo
de tiempo. Segin Leach y Lipscomb (67), sbdlo cuando previamente
existe una funcidn adrenocortical disminufda (hipofisectomia),
los glucocorticoides pueden aumentar la actividad del enzima me-

tilante de la noradrenalina y el contenido de adrenalina, En
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nuestras experiencias la administracidén de ACTH a los anima-
les en un momento de hipofuncidén adrenocortical, no modifica
el contenido adrenal de adrenalina, lo que corrobora trabajos
anteriores (71,95) en que se ha cdicho que al menos en el gato
intacto, los glucocorticoides no parecen ser factor primordial

en el proceso de metilacidén de la noradrenalina.

Algunos autores determinaron el peso de las suprarre
nales con el propdsito de conocer si la administracién prolon-
gada de morfina tenfa un efecto depresor sobre el ldébulo ante-
rior de la hip6fisis. Sung y col. (109) y Tanabe y Cafruni (111)
observaron que en la rata intacta, la administracidn repetida
de morfina producia una hipertrofia suprarrenal. las variacio=-
nes de peso de las suprarrenales encontradas en nuestro estudio
son poco demostrativas para con solo este dato inclinarnos en

favor o en contra del criterio anteriormente expuesto.

Durante el tratamiento crénico con morfina, Akera y
Brody (1) no encuentran aumento del peso de las suprarrenales
en la rata; segln estos autores, la administracidén de morfina
(en dosis progresivas -5-30 mg/Kg por dfa) deberén repetirse al
menos tres veces durante el dia, ya gque la duracibén de la ac=-
cién de esta droga es inferior a ocho horas y por ello cual-

quier cambio que resulte al administrar morfina una o dos veces
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por dia, deberia ser atribuido al fendmeno de abstinencia en
la rata mis que al efecto de la administracidn crdnica de mor

fina en si.

No obstante, segfn Nilodijevic y Maickel (85), 1la
administracibén repetida de morfina tres veces en las veinti-
cuatro horas en dosis no elevadas tiene muy poco efecto sobre
el nivel de ACTH en la rata, mientras que dosis elevadas
(30 mg/Xg, 3 veces en las 24 horas), causa un marcado descenso,
Hay que tener en cuenta que estos 1ltimos autores determinan
&cido ascbrbico suprarrenal y corticosteroides e¢n sangre, nmien
tras que Akera y Brody determinan sblo como respuesta adreno=-

cortical el peso de las suprarrenales,

Eisenman y col. (32,33), observaron que la adminis=-
tracidén continuada de morfina producia en el hombre una dismi-
nucidén en la eliminacidn diaria en orina de 17-cetosteroides y
de 17-hidroxicorticosteroides; esto les llevd a concluir que
el efecto era debido a una reduccidn en la produccidén de corti
costeroides, Opinamos con Eisenman que efectivamente, la admi-
nistracién continuada de morfina produce una disminucidbén en la
formacién adrenal de corticosteroides toda vez que en los ani-
males sacrificados una semana después de la administracibén dia

ria de morfina, encontramos una disminucidn del contenido de
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hidrocortisona en suprarrenales, siendo este descenso significa
tivo cuande la administracidn se prolonga durante 14 dias; a es
te intervalo de tiempo estéd significativamente elevado el nivel
suprarrenal de &cido ascédbrbico, hecho que seglin algunas hipbte=-

sis (60) indica deficiencia en la esteroidogénesis suprarrenal,

Diversos autores (78,85) han observado que en los ani
males tratados crdnicamente con morfina se produce una respues-
ta suprarrenal normal a la estimulacidén exdgena con adrenocorti
cotropina., Por ello, en nuestro estudio la administracién prolon
gada de morfina, inversamente a lo que ocurre por la administra-
cién en dosis Wunica, crecemos, causa una disminucidn de ACTH endd
geno, hecho que por otro lado también ocurre con ciertos tranqui

lizantes,

Si bien Eisenmén y col., (32) indicaron que en el hom-
bre la administracién continuada de morfina produce un descenso
de corticosteroides en plasma, nosotros encontramos que & los
14 dias de tratamiento, el gafo mantiene todavia dentro de los
valores normales el nivel de hidrocortisona circulante; cabe pen
sar en procesos metabdlicos distintos entre las especies, si
bien hay que tener presente que los resultados de Eisenman pro=-
ceden de un estudio realizado con solamente dos personas que Vo

luntariamente aceptaron someterse a la prueba y no pueden consi
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derarse como concluyentes. Creemos que la deficiente estimula-
cibén corticosuprarrenal consecuencia de una disminucidén de ACTH
producida por la administracién prolongada de morfina, podria
dar lugar a un desequilibrio entre la velocidad de sintesis y 1i
beracidn de corticosteroides, liberacidn que para mentener el ni
vel circulante dentro de limites prdximos a la normalidad, acen-
tuaria la disminucidn del ceontenido suprarrenal de corticosteroi

des que se observa por la administracidn continuada de morfina,

El camino principal para la detoxicacidén de la morfi-
na en el hombre es el de su conjugacidn al estado de glucurb=-
nido (56); después de la administracidn intravenosa de morfina
el nivel circulante alcanza un dintel mAximo y luego declina
progresivamente mientras que uno de sus conjugados, la morfina«3-
glucurdnido aumenta durante cierto tiempo para luego iniciar tam
bién un descenso., Una elevada proporcidn de morfina conjugada y
pequefias cantidades de morfina libre son determinadas en la ori=-
na y alln cuando trazas de la droga pueden detectarse a las cua-
renta y ocho horas de su administracidn, el noventa por ciento
de la eliminacidén tiene lugar en las primeras veinticuatro horas,
Ademés, cierta proporcidén de morfina conjugada puede hallarse en
la bilis y la pequefia proporcidn que eventualmente aparece en

las heces procede casi exclusivamente de aquella,



183

Ia administracibén crénica de morfina produce un descen
so de la actividad de la UDP-glucuroniltransferasa del higado de
la rata (110). Se ha visto que el gato no excreta cantidades
apreciables de glucurdnidos después de la administracién de dro-
gas glucuronidogénicas (96) y que el higado de este animal no
forma glucurdénidos o lo hace a muy bajo nivel (52); segin Dutton
(31), ésto se debe a una manifiesta deficiencia de UDP-glucuronil
transferasa en el higado., Estos mamiferos son capaces de formar
glucurédnido de bilirrubina (66), no conjugan con el 4cido glucu-
rénico los salicilatos (99), pueden excretar a través de la bi-
lis determinados esteroides (114,115) pero se ha demostrado la
falta de eliminacidn en orina de corticosteroides conjugados al

estado de glucurdnidos (6).

Adn cuando la morfina-3-glucurénido es el principal me
tabolito de la morfina,en algunos mamiferos entre ellos el hom-
bre y la rats (136), se elimina también en la orina morfina-6-
-glucurdnido, metabolito que segln Mori (80) tiene un poder anal
gésico mucho mayor que la propia morfina; sin embargo, segin Fu-
jimoto y Haarstad (40) y Yeh y col. (135) el gato tampoco elimi-

na la morfina conjugada al estado de glucurdnido.

La conjugacién al estado de sulfato es también un mé-

todo de detoxicacidén del organismo animal frente a compuestos
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que en su molécula poseen grupos hidroxilo; en algunas especies,
la morfina-b6-sulfato tiene un efecto analgésico semejante al
6-glucurbnido, pero este metabolito tampoco ha sido identificado
en la orina del gato (80); segln Fujimoto y Haarstad (40), el
principal metabolito excretado por el gato es la morfina-3-sul-

fato,

Ain teniendo en cuenta que en la especie animal con que
trabajamos, la conjugacibdn de la morfina y de los corticosteroi-
des asi como la eliminacidén de éstos (7,8,114,115) es diferente
a en el hombre y especies animales de uso més frecuente en el la
boratorio, cabria pensar el si la mayor eliminacidn en orina de
corticosteroides que observamos durante los primeros dias de tra
tamiento con morfina pudiera ser atribuido a un problema competi

tivo de conjugacién entre los corticosteroides y la droga.

El aumento en la eliminacién diaria de noradrenalina
y adrenalina en orina que observamos durante todo el tratamiento
con morfina, creemos debe ser reflejo de una estimulacibén prolon
gada del sistema simp&tico-adrenomedular producido por la droga
(1,51,128), E1 hecho de que la eliminacidn urinaria de ambas bio
aminas sea mucho mds pronunciado en los primeros dias y que di=-
cha respuesta vaya siendo progresivamente menor al ir aumentando

los dfas de tratamiento, parece indicar, de acuerdo con la hipé-



185

tesis mantenida por Gunne (51), la existencia de una cierta re-
lacidén entre la adaptacidén del animal al tratamiento prolongado

con morfina y la liberacidn de catecolaminas,

Estudiando el efecto de la administracién c¢rdnica con
morfina, Maynert (76) encontrd aumentos del contenido de noradre
nalina en cerebro y de catecolaminas en la glé&ndula suprarrenal
de la rata intacta. Sin embargo, Guane (51), estudiando este mis
mo problema, observd que el contenido adrenal de adrenalina era
normal en animales sometidos a tratamiento prolongado con la dro
Bae

Kvetnansky y col. (64,65) han encontrado en la rata,
que por inmobilizacidn repetida durante varios dias consecutivos,
paralelamente a2 un aumento en la liberacidn de adrenalina, se
producen aunmentos en el contenido adrenal de noradrenalina debido
a una mayor actividad de la tirosina hidroxilasa; estos resulta-
dos les llevaron a sugerir que existe una adaptacidn de la médula
suprarrenal frente a situaciones de stress que se refleja en un
aumento de la s{ntesis de catecolaminas en la glindula suprarre-

nal,

Nuestros resultados obtenidos en animales sometidos a

la administracidn prolongada de morfina durante, precisamente,

periodos de tienpo inferiores a los que generalmente han sido
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utilizados en otros trabajos (y en los que por tanto se ha omi-
tido el estudio de las variaciones adrenomedulares de catecola-
minas a que conduce en sus primeros estadios la administracidn
prolongada de morfina), creemos pueden ser reflejo de los cam-
bios que se producen en el contenido y liberacibén de catecolami

nas de la gléndula suprarrenal en una fase en que pudiera tener

comienzo en el gato un proceso de adaptacidén a la droga.

Lo elevacidn del contenido de noradrenalina adrenal
observado en los animales sacrificados a los siete dias de tra-
tamiento prolongado con morfina pudiera atribuirse a un aumento
en la sintesis de noradrenalina producido por la estimulacidn
simpitica de la morfina. Sin embargo, el hecho de que la concen
tracidn de adrenalina en la glindula sea a este intervalo de
tiempo significativamente inferior a la encontrada en los con-
troles, afin cuando el nivel de su precursor, la noradrenalina,
esté significativamente elevado, indica que la velocidad de 1i
beracibn de la adrenaliné es mayor que la de su sintesis, posi-
blemente por una deficiencia en la metilacidn de su precursors
Si tenemos en cuenta que el nivel de corticosteroides en la gléa
dula suprarrenal es ahora inferior a el observado en los anima-
les control, y que por la administracibn de morfina durante ca=-

torce dias se observa una disminucidn progresiva en la activi-
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dad del ec¢je hipbfisis-suprarrenal, nuestros resultados apoyan
el criterio de otros autores (117,133,134) que en ratas hipofi
sectomizadas observan descensos en la actividad del enzima me~-
tilante de la noradrenalina e incluso ligeros aumentos en el
contenido adrenal de esta biocamina (132); no obstante puesto
que una situacidn de hipofunciédn corticosuprarrenal de corta du
racidén inducida por la administracién conjunta de pentobarbital
y morfina, no parece producir como hemos ipdicado. estos mismos
efectos, creemos se requiere un periodo de tiempo relativamente
largo de hipofuncidn del sistema hipdéfisis-—suprarrenal para ine-
ducir descensos en el proceso de metilacidén de la noradrenali-

na (16).

El hecho de que a las dos semanas de inyeccidn conti-
nuada de morfina, el contenido adrenal de noradrenalina y adre-~
nalina sea aproximadamente igual al encontrado en los animalesn
control, indica se ha restablecido el equilibrio entre la bio=-
sintesis y liberacidén de ambas biocaminas en la médula suprarre-

nal,

En relacidén a la accidén farmacolébgica de la morfina,
se han observado marcadas diferencias entre las distintas espe=-
cies animales; mientras en el hombre, el mono, el perro, el co=-

nejo, el ratén y la rata, el efecto de la droga es en mayor o
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menor grado analgésico, produciendo sedacidn, depresién en la
respiracidén y miosis, en otros como el caballo, la vaéa, el ga-
to, el cerdo y la cabra, el efecto de la droga es excitante,
causando hiperactividad, estimulacién en la respiracidén y mi-

driasis,.

Bajo nuestras condiciones experimentales hemos compro
bado que la administracidn de morfina en dosis finica conduce a
un estado de agitacibn que dura aproximadamente de 8 a 10 horas.
El porqué de esta diferencia entre el gato y otras especies ani
males comunmente utilizadas en el laboratorio, creemos, de acuer
do con Maynert (77) puede ser debido a una mayor y més fécil 1i
beracién de catecolaminas en la especie animal que estudiamos.
1a administracibén de morfina en dosis mayores a las que normal=-
mente producen sedacién en algunas especies (74,75) producen pa
ralelamente descensos del contenido de noradrenalina en cerebro
y menor sedacidn que dosis menores; este hecho parece apuntar
que una liberacidén supranormal de noradrenalina pudieré ser efec
tivamente el factor implicado en los efectos excitantes de la

mor fina,

Para explicar los fenbmenos de tolerancia y adaptacibn
a la morfina han sido postuladas diversas hipbtesis. Asi Martin

(73) dice que la tolerancia podria ser el resultado de reaccio-
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nes homeosthticas del organismo frente a los estimulos que in-
duce la administracidn de la droga; Jaffe y Sharpless (57) in-
dican que la dependencia a la droga podria representar una adap
tacidn del sistema nervioso a las alteraciones de la actividad
neural que produce la morfina y Collier (17) ha sugerido también
que puede ser el resultado decambios en los receptores que par-
ticipan en la regulacidén humoral del organismo, Otros autores
(51,76), han indicado que en la tolerancia a la morfina pudiera

estar implicado un aumento en la sintesis de catecolaminas,

Al igual que con la administracibén aguda de morfina, se
han observado diferencias entre las distintas especies en rela-
cidén al desarrollo de tolerancia a la droga y asi en aquellos
animales en que el efecto de la morfina es principalmente sedan~
te, se observa tolerancia al efectoaanalgésico (32,41,51,76,122),
mientras que en el gato Maynert (77) y Lewis y col. (70), refi-
riéndose a trabajos de 1929 (46,112) dicen que sbdlo se ha observa
do un pequeflo grado de tolerancia a la administracidn de morfina

en estos animales,

Al ir aumentando los dias de tratamiento, encontramos
que el efecto excitante que sigue a la administracidn aguda de
morfina va siendo gradualmente menor en intensidad y duracidn,

hecho que, en nuestras condiciones experimentales, creemos pare-
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ce ser indicio de un cierto grado de desarrollo de tolerancia

a la accibn excitante de la morfina., Sin embargo, a diferencia
de lo observado en otras especies animales, al no incrementar
durante el tratamiente la dosis de morfina, no hallamos sinto-
mas de abstinencia a la droga (1,32,75,88,128) como serian una
mayor excitacién de los gatos antes de la inyeccidn de cada dia
y autentos bruscos en la eliminacidén en orina de catecolaminas

y corticosteroides., Esto parece indicar la posibilidad de que
en el gato se desarrolle tolerancia a la morfina, si bien en

un grado mucho menor al observado en otras especies; por otro
lado mediante el tratamiento durante dos semanas con esta droga,
no parecen desarrollarse sintomas de dependencia a la misma, El
por qué de las diferencias entre el gato y otras especies anima=-
les en relacidén a los efectos que se observan tanto por la admi
nistracién aguda como crénica de morfina, creemos requiere un

méis amplio estudio.

El hecho de que una respuesta parecida a la encontra-
da para los sintomas de excitacién, se observe en la eliminacién
\
de catecolaminas en orina, unido & que a las dos semanas de tra
tamiento el contenido adrenal de catecolaminas es normal, nos ha
ce pensar que la sintesis y/o liberacidn de catecolaminas pare

cen estar implicadas en los mecanismos de adaptacién del organis

mo a la morfina (51,77).
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Hemos estudiado el efecto que la administracibn de
morfina en dosis (nica de pentobarbital, su previo tratamien
to a la administracidén de morfina y la administracién de
adrenocorticotropina a animales previamente tratados con el
anestésico y la droga tiene sobre el contenido de corticoste
roides, noradrenalina, adrenalina y &cido ascérbiéo en la
gléndula suprarrenal y de corticosteroides y glucosa en plas
ma, Asi mismo se ha estudiado la eliminacidén en orina de 17~
-21-dihidroxi-20-cetosteroides, noradrenalina y adrenalina en
animales sometidos durante dos semanas a la administraciébn
prolongada de morfina, También ha sido determinado el conteni
do en gl&ndula suprarrenal y plasma de los parémetros antes
mencionados en animales sacrificados a los siete y catorce
dias de tratamiento continuado con la droga. Como animal de

experimentacién hemos utilizado el gato.

Por los resultados del presente estudio puede con-

cluirse:
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l.~ La administracidn de morfina en dosis tnica causa un
aumento en el contenido de corticosteroides tanto en glén-
dula suprarrenal como en plasma que consideramos es debido

a una estimulacidén en la secrecidn de adrenocorticotropina.

Al no observar paralelamente una deplecidn signi=-
ficativa del contenido de &cido ascdrbico suprarrenal, opi-
namos que este pardmetro no debe ser siempre considerado co

mo indice de activacidn de la secrecibn de ACTH.

2.~ El descenso del contenido adrenal de noradrenalina y
adrenalina que se observa una hora después de la administra
c¢ién inicial de morfina, unido a la elevada eliminacién en
orina de ambas bioaminas, debe ser atribuido a un aumento
en la liberacidén de catecolaminas en respuesta a una acti-

vidad simpética aumentada por la morfina,

3.~ Opinamos que la administracidn de una sola dosis de
morfina estimula en un grado semejante la liberacidn adre=
nal de noradrenalina y adrenalina, ya que los descensos del
contenido de ambas biocaminas en la gléndula suprarrenal son

aproximadamente del mismo orden,

L,~ El1 efecto hiperglucemiante observado en los animales

sacrificados tanto una como tres horas después de la inyec~
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cidén de morfina es atribuible a la liberacidn aumentada de

adrenalina por la glé&ndula suprarrenal.

Se~ E1l hecho de que a las tres horas de administrar la dro
ga, el contenido adrenal de catecolaminas es semejante al
observado en los animales control, indica que a este inter-
valo de tiempo se ha restablecido el equilibrio entre 1la
biosintesis y liberacidén de catecolaminas en la gléndula su-

prarrenal,

6.~ Tanto una como tres horas después de la inyeccibén de
una sola dosis de morfina, cuando el contenido suprarrenal
de corticosteroides estd aumentado, no encontramos que la re
lacidén normal adrenalina/noradrenalina en la gléndula supra-
rrenal del gato esté desplazada en el sentido de la adrena-
lina; opinamos que bajo esta situacidn experimental, las
hormonas de la corteza suprarrenal no parecen influenciar la
formacidn de adrenalina al menos en un grado capaz de aumen-

tar el contenido en la gléndula de dicha biocamina,

7.- El pentobarbital produce descensos en el contenido adre
nal de corticosteroides que creemos son debidos a una accidn

bloqueante del anestésico sobre la liberacidn de ACTH,
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8.~ El hecho de que la estimulacidn suprarrenal con ACTH

exbgeno a los animales previamente tratados con pentobarbi
tal y morfina sea capaz de aumentar el contenido de corti-
costeroides en la gléndula y plasma, indica que en el gato,
el anestésico no ejerce su accidn blogueante sobre el efec-
to que la morfina tiene en la produccidn de corticosteroi-

des a nivel de la gléndula suprarrenal,

9,~ Puesto que la administracidn de ACTH a los animales en
una situacibén de hipofuncidn corticosuprarrenal no aumenta

el contenido adrenal de adrenalina, parece que bajo esta si
tuacidn, los glucocorticoides tampoco ejercen una accibn ro

sitiva en la formacidbn de adrenalina,

10.- Después del tratamiento prolongado con morfina, obser
vamnos que el contenido adrenal de corticosteroides decrece
progresivanmente, hecho gque pensamos es atribuible a una li=-
beracidn disminuida de hormona adrenocorticotropa causada

por la administracidn continuada de morfina,

11.- Lla eliminacibén diaria en orina de 17{,21-dihidroxi-
-20-cetosteroides (P.S.) estid aumentada durante los primeros
once dias de tratamiento, alin cuando el nivel de hidrocorti

sona en la gléndula esté disminuido, lo que pensamos pudie-
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la morfina y los corticosteroides,

12,~- E1 hecho de que el contenido adrenal de catecolaminas
esté intensamente desplazado en el sentido de la noradrenali
na a los siete dias de tratamiento con morfina, pudiera ser
reflejo de un aumento en la sintesis y/o una disminucién en
la metilacidén de dicha bioamina, si bien creemos gque es una
falta en la formacidn de adrenalina lo que principalmente

ocurre,

A las dos semanas de tratamiento, parece haberse
restablecido el equilibrio entre la biosintesis y liberaciédn
tanto de adrenalina como de noradrenalina, toda vez que a
este intervalo de tiempo, el contenido adrenal de catecolami
nas es semejante a en los animales control, Estes resultados
pueden ser reflejo de un proceso de adaptacidn del gato a
los efectos que sobre las hormonas de la médula suprarrenal

produce la administracién de morfina,

13.- Por la administracidn prolongada de morfina durante
dos semanas, los sintomas de excitacidn que siguen a la ad=-
nministracidn inicial van siendo progresivamente menores en

intensidad y duracidén; esto nos hace pensar que en el gato
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se procduce un cierto desarrollo de tolerancia a la accidn ex-
citante de la morfina. Sin embargo, no encontramos gque en las
dos semanas de tratamiento con la morfinavse hayan desarrolla
do sintomas de dependencia a la administracidn prolongada de

la droga.

Puesto que la eliminacidn en orina de catecolaminas
va siendo también gradualmente inferior a la observada en las
primeras veinticuatro horas que siguen a la administracién
inicial de morfina, pensamos que el metabolismo de estas hor-
nonas puede estar relacionado con el desarrollo de la toleran

cia a la morfina en la especie animal de nuestro estudio.
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