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RESUMEN

En los Gltimos anos se ha demostrado que la mayoria de los
neurotransmisores muestran variaciones ciclicas en sus concentraciones
dentro del sistema nervioso central. Asimlismo, se ha demostrado una
variacidn ciclica en 1a cantidad de receptores. Ademas, es bien conocido el
hecho de que clertas conductas tamblén varian de forma ciclica. Se podria
suponer que 1as vartaciones clclicas conductuales son manifestaciones de las
varlaclones clciicas de Yas concentraciones de 105 neurotransmisores o de 10s

receptores a los que se asocian,

La conducta locomotriz resulta particularmente adecuada para estudios
de ritmicidad por dos razones. Por un lado, muestra notorias varlaciones
circadlianas y es de facil cuantificacién; por otro lado, se sabe que esta
conducta esta bajo el control de neurotransmisores que varian de forma
similar que la conducta en cuestion. Esta coincidencia es especialmente
noteria en relacién con \as endorfinas, las cuales muestran variaciones en
sus concentraciones que coinciden con 1as variaciones en 1a conducta
locomotriz, Tanto las concentraclenes de endorfinas cemo la conducta
Tocomotriz tienen su mdximo durante las primeras horas del periodo de

obscuridad y su minimo en 1as primeras horas del perfodo de 1uz.



RESUMEN

En e} presente trabajo se investigaron las variaciones circadianas en
10s efectos de 1a administracion de morfina sobre 1a actividad 1ocomotriz en
ratas. Se administré morfina en dosis de 2.5mg/Kg, 5.0mg/Kg, v 10.0mg/Kg

en cuatre diferentes periodos del ciclo luz-obscuridad.

Los resultados aquf observades Inglcan que efectivamente existe una
diferencia importante en los efectos de 1a morfina sobre 1a locomacidn segun
la fase del ciclo en que sea administrada. E&n termines generales se encontré
un mayor efecto en el periodo de obscuridad, especialmente en las Oitimas
hgras de éste. No as! en el clclo de luz donde 1a rata mestrd una sensibilidad

" realmente baja a la morfina.

E} conocido efecto bifdsico de las altas dosis se pudo observar con
dosts pequefias (2.5mg/Kg) en 1as Gltimas horas de obscuridad, mientras que
fué necesaria una dosis de 10.0mg/Kg para que dicho efecto se observara en
las primeras horas de luz. Estos datos apoyan ia existencia de ritmos
endfgenos que interactuan e influyen sobre los efectos de la morfina en la

locomocién.



INTRGDUCCION

Log ritmos, elementos ciclicos del tiempo son una propiedad de la
materia vivé, desde los vegetales mas simpies hasta los organismes mas
complefos come €} ser humano, L0s ciclos mas frecuentes son 165 de 24

boras, Yamados también ritmos circadianos, 1os cuales participan

funcienalmente en varios procesos fisfaldgices, bioguimices y conductuales.

El estudle de los ritmos se hi2o tan extenso que Tug hecesarls crear una
nueva rama de la investigacién: la cronoblelegia.  Esta drea esta
especializada en descubrir cuales ritmos son aprendides, cuales se originan y
mantienen en el organismo gue 10s presenta y bajo que mecanismos operan

UNOS ¥ OtroS. AungQue 105 ritmos endégenos generan Su propla sefial de tiempa,
pueden estar influenciados por clertas sefales externas, llamadas también
sincronizadores {(Rusak y Zucker, 1975). Entre los sincronlzadores més

patentes se encuentran Ya luz y 1a obscuridad que infiuyen en 1a mayor parte
de 1as funclones tbloldgicas.

En et sistema nerviosa central de varias especies, se han encontrado
evidencias de cicles endbgenos tanto en diferentes estructuras como en
comple}os sistemas bioguimicos. Los heurotransmisores, 13s enzimas que
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los sintetizan y sus metabotitos varian en el transcurse del dia {Kafka et al.,
1983). Las hormonas y otros péptidos se liberan siguiendo ciertos ritmos,
Entre el grupe de peptides que presentan estos ciclos, se encuentran los
opiaceos los cuales se liberan y ejercen sus efectos con varlaciones

circadianas (Frederickson et al,, 1977).

Gran parte del conocimiente que tenemos en la actualidad sobre 1as
endorfinas (término que se ha utilizado para referirse a todas las
substancias enddgenas con actividad oplacea), se ha obtenido a traves de
experimentos en los cuales se administra morfina u otros agonistas afines a
los receptores o.ptaceos, con el objeto ge observar sus efectos en diferentes

attividades y conductas.

La administracidn de morfina produce complejos efectos sobre la
actividad locomotriz. Estos efectos, estudiados principalmente en ratas,
Incluyen compeonentes tanto de exclitaclén como de disminucién de la
actividad motora. A bajas dosis de morfina se produce una excitacion iniciat
que dura una ¢ dos horas seguida de un regreso al estado basal de la actividad,
L2 administracion de altas dosis prodtjce efectos bifasicos: una disminucién

intclal de 1a actividad locomotora sequida de un periédo de hiperactividad. La
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duracién del efecta de inactividad aumenta en funcién de )a dosis de morfina
(Brady y Holtzman, 1960).

Por otra parte, se ha visto que 1a rata presenta un ritmo clrcadlano en
su actividad con un minimo durante 1as primeras horas del periédo de luz y un
maximo durante las primeras horas de obscuridad. Aparentemente, las
concentraciones cerebrales de endorfinas muestran una variacién circadiana
similar, es decir, con un minimo al principio del peribde de luz ¥ un maximo
al principio del periédo de cbscurtdad. Por lo anterior, es muy probable que
las encefalinas exbgenas estimulen la actividad cuando se administran
. mientras la actividad esponténeay el contenido de encefalinas se encuentren
en sus niveles minimos {Agmo y Avila, 1985).

En este trabajo de tesis se van a observar los diferentes efectos sobre
la actividad locometriz de las ratas producidos por altas y bajas dosis de
morfina, en diferentes peritdes det clclo Juz-obscuridad.  Asl, cuando se
administra 1a morfina en las primeras horas de luz se esperaria obtener el
claro efecto bi}éstco de las altas dosis y el monofésico de las bajas,
mientras que en 1as primeras horas de obscuridad se espera no encontrar

ningun efecte claro. Sobre los efectos de 1as Ultimas horas de ambos
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peritdos poco se ha publicado y sin resultados concluyentes.

Es posible que muchas de 1as discrepancias hasta ahora encontradas en
los efectos de 1os opidceos scbhre 1a actividag locomotriz, se deban a que 1as
drogas se han administrado en diferentes peridédos del ciclo luz-obscuridad.
Los resuitados de este trabajo pueden proporcionar un parametro claro de
acclén de los opidceos seqin 12 hora del dla. Esto, ademds, representa un
instrumento de gran utilidad no s6lo para lnvéstigactones posteriores sobre

los opiaceos, sino también para 125 aplicaciones terapéuticas de 1a morfina



CAPITULO 1

RITMOS BIOLOGICOS

1 GENERALIDADES DE LOS RITHMOS BIOLOGICOS

Las funclones ritmicas de los organismos han sido estudiadas con base
en una serie de conceptos tales como los de ritmos enddgenos y exdgenos,
Los exdgenos son aquellos que estan determinados por factores externos al
o'rg'an!smo; Yos enddgenos por Yo contrario, mantienen su propla ciclicidad
-Independientemente de los cambios ambientales.

Otro concepto Importante es el de los "zeitgebers®, factores
ambientales con varlaclones cliclicas capaces de modificar un ritmo
enddgeno. Los sincronizadores exdgenos o “zeltgebers® se pueden manipular
para llevar a cabo investigaciones muy interesantes. Por ejemplo, se puede
dejar al animal en condiciones de ritmos libres sin influencia de ningin
“zeltgeber® conocido y observar sus ciclos endégenos para la conducta
estudiada. En este tipo de experimentos el “zeitgeber” que mas comdnmente
ha sido eliminado, es 1a luz, cuyos efectos se han observado sobre muitiples
conductas ritmicas., Una funcidn sencilla como la actividad 1ocomotriz puede

reflgjar 1a operaclon de dos o mas ritmes enddgenos (Rusak y Zucker, 1975),
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En la actualidad existen abundantes .evidencias de que los organismos
multicelulares contlenen varios osciladores endbgenos, cada uno de los
cuales puede presentar diferentes caracteristicas y periodos. En nuestro
sistema de biocronometria et ritmao mas comin es et ciclo que gira alrededor
de las 24 horas conocido como ritmo circadiano, Estos ciclos se pueden
detectar midiendo 12 temperatura corporal, frecuencia cardiaca, secrecién
urinaria, contenido de plasma o realizando cualquler medicion que Indique
algin cambio metabdlico. Existen ademnds muchos otros ritmos como los de
1as estaclones del afio y Tos circanuales que tienen una duracidn mayor a 24
horas también tlamados infradianos; o 1os que tienen una duractén menor a 24
horas 1lamados ultradianos.

Las propiedades principales de los ritmos circadianos parecen ser las
mismas en todas las diferentes especies en las cuales estos se presentan.

Aréchiga (1984} clasificd estas propledades como sigue:

a) Los ritmos circadianos son endigenos. En la materia viva existe un
mecanismo ta), que independientemente del sincronizador exterlor,

el ritmo endbgeno es capaz de generar su propla sefial de tlempo, La
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periodicidad de estos ritmos no es {déntica entre si. De hecho, la
palabra circadlanc significa alrededor d¢e 24 horas (los ritmos
fluctGan entre 22 y 26 horas),

b) Aunque los ritmos enddgenos generan su propia sefial de tiempo, van
quedando gradualmente defasados. Pueden ser puestos en fase por
Influencias medlo-ambientales y se sincronizan sigulendo estas
sefiales. La capacidad de asimitar frecuencias distintas a 13 natural
no es Himitada; esta capacida0 es mayor para adoptar las
frecuenclas cercanas a la natural y disminuye conforme las
frecuenclas se alejan de ella. Ademas de 1a 1uz, el sonido y 1a
temperatura tambilén influyen como sefiales sincronizadoras.
tHientras mas evoluctonado sea un organismo, mas rico serd en
pusibilidades sensoriales y serdn mas las influencias externas que
pueda perciblr. Ademas, la Influencia de un sHicronizader externo
depende de 12 fase del ciclo sobre 1a cual incide.

¢) La frecuencia de los ritmos es independiente de la temperatura
amblental. Esta propledad resulta sorprendente porque 'a mayorta
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de las funciones corporales se relacionan de una forma u otra con la

temperatura,

d) La ritmicldad circadlca es hereditaria. Lo que se hereda es 1a
capacidad de mantener el ritmo pero no la fase, La ritmicidad se
transmite con caracter dominante ¥ se ha viste que 1a informacién
genética de los ritmos se almacena ep un sitip determinado del
cromosoma X.

2 FUNCIONES DE LOS RITHMOS BI1OLOGICOS
Los ritmos iInfluyen en tantos procesos naturales, que se les han -

atribuido las mas variadas funciones biologicas. Inclusive se ha liegado a

pensar que 10s ritmos son mecanismos [ndispensables para 1a supervivencia,
La comunlcacion de un organismo con su medio y su capacidad de captar

selectivamente ciertas seiales externas son condictones necesarlas para la

vida. Con base en eSto, Rusak y ZucKer (19735), proponen gue 105 ritmos

10
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blolégicos evelucionaron, entre otras cosas, para sincronizar la conducta con
el medio externo. Muchos animates sincronizan sus actividades con el accese

que tienen al alimento y con 1a ausencla de situaciones de peligro.

Los ritmos también se han refaclonado con el mantenimiento de la
homeostasis corporal. Todo organismo necesita un equilibrio entre la
actividad y la inactividad para mantener un nivel de funclonamlento éptimo
en sus funciones metabdlicas. El suefio representa un buen ejemplo de esto;
muchas de las hipdtesis sobre las funciones del suefio giran alrededor de sus

posibles mecanismos compensatorios sobre la vigiifa.

Otro ejemplo de 1a Importancia que tienen los ritmos en 1as funclones
corporaies, es el del sistema endécrino el cual regula la mayor parte de sus
actividades por medio de ciclos. La sincronizacién de Ia actividad enzimatica
y las acciones sinérgicas de 1as hormonas dependen de patrones temporales

muy precisos de secrecion, que Son en realidad la base de estos sistemas.

11
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3 INVESTIGACIONES DE RITMOS
3.1 EXPERIMENTOS SOBRE ESTRUCTURAS RESPONSABLES DEL LOS RITMOS

Los experimentos sobre 105 ritmos enddgenos se han llevado a cabo en
varios tipos de animales. De estos, 1os mas sencillos se han realizade en
cultivos de metazoarios, donde se ha visto gue no todos sus elementos son
ritmicos. En los organismos multicelulares la ritmicidad circddica se

origina en ciertas células especializadas.

Los ritmos circadianos se han logrado demostrar en una sela neurcna:
el ganglio parietoviceral y en el nervio 6ptico de la Aplysia. Jacklet y
Geronimo, (1981) observaron que cortando ciertas reglones del nervio ptico
el ritmo se mantenia, pero cuando se cortaban porciones mas largas, 1a
perlodlpldaﬂ del ritmo disminufa. Con estos resultados, l0s autores
propusieron que las células cuyas fibras forman el nervio Sptico son en sl

marcapasos que funcionan de forma auténoma.

En los mamiferos se han establecido criterlos para localizar
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estructuras hipotéticas responsables de la ritmicidad del organismo en
general, Dos de las situaciones experimentales que cubren estos ¢riterios
son 1as sigulentes:

a) Alislar érganos donde sabemos que se asfenta un ritmo presente en el
organismo entero y medirles suritmicidad. 51 se conserva el ritmo,
1a conclusitn es que en la estructura en cuestiOn existe,
efectivamente, un mecanismo intrinseco responsable de éste ritmo.
Si el ritmo desaparece, el érgano es efectar de algin otro marcapasq
circadico, situado en alguna otra regién del cuerpo. Dentro de este
tipo de experimentos, se ha visto en cultlvos de higado de
mamiferos, que 1a actividad enzimatica conserva su ritmo. Las
glandulas suprarrenales aisladas del organismo contindan
secretando ritmicamente sus hormonas. Ademas, células
pertenecientes a 1a glandula pineal, mantenidas tamblién en un medio
de cultivo, conservan un ritmo de actividad enzimatica,

demostrandose asi 1a existencia de ritmicidad a nivel celular.

b) Demostrar que 1a extirpacién o destruccion de un érgano suprime 1a

13
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expresién de algin ritmo circadicd, es decir, que el &rgano en .
cuestitn no solo mantiene su propia ritmicidad sino que es capaz de
comunicarsela a otros drganos, funclonando asi como marcapaso.
Sin embargoe, los cambios que se pueden describir después de
leslones cerebrales estan sujetos a muchas otras variables por lo
que es difici) hacer interpretaciones con base en alteraciones en 10s
patrones temporales de una sola respuesta fisiclégica o conductual.
Camblos descritos después de lesiones incluyen: .

- Cambics en las fases de la liberacion de corticoesterona en

perros sin bulbo olfatorio {(Arcangeli et al,1973).

- Eliminacidn temporal del ritmo de corticoestercna en ratas sin
fornix y eliminacién de este mismo ritmo después del

alslamiento del hipotalamo basal (Woods y Lelbowitz, 1983).

~ Lesfones del hipotdlamo ventromedial o dorsomedial reducen
1as diferencias normales de alimentacién entre el dia y la

noche, mientras que l1as leslones en el hipotalamo lateral
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aumentan las conductas nocturnas de alimentacién {Cloudsiey-
Thompson, 1980},

- En ratas se ha visto que las leslones de los nicleos de Raphé
aumentan el nivel de actividad aungue no eliminan las

fluctuaciones ritmicas endégenas (Dement, 1965).

- Con leslones hipotaldmicas hay pérdida completa de la
ritmicidad de alimentac{on, bebida y actividad en ratas ciegas
(Rusak y Zucker, 1973).

- Al ser destruide e] nicteo supraqulasmatico en mamiferos y
otras especies, son afectadas notablemente varfas funciones:
en ratas, las leslones del nicleo supraquiasmatico eliminan el
ritme en los niveles de corticoesterona en muestras de plasma
tomadas a diferentes horas del cicto tuz-obscuridad. Registros
indlviduales de actividad locomotriz muestran también una
pérdida del ritmo después de las lesiones de este nicieo. Rusak
y Zucker (1975) y varios autores mas, propenen que esta region
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es responsabie de 1a produccidn, mantenimiento ¥ coordinacidn
de varies ritmos corticales. Este ndcleo también se encuentra
involucrado en el control de la liberacién de la hormona

lutetnizante y en el periddo de ovulacién de varias eSpecles.

- El area pre-éptica media adyacente al nicleo supraquiasmatico
y el hipotalame latera! muestran cambios regulares en la
actividad eléctrica esponténea registrada durante diferentes
perfodos del clclo Wz-obscuridad {Raberts, 1974).

Ei hipotalame en general tiene una funcién importante en ia regulacién
de la ritmicidad. Ademas de tos ya mencionados, existen otros datos que
apoyan esto. Los datos clinicos en humanos, muestran que los pacientes ¢on
lesiones hipotalamicas, muestran respuestas opuestas en el patrén normal de
secrecion electrolitica, Existe pérdida de los ritmos de temperatura corporal
normal y otros sintomas donde hay defasamiento de los c€iclos nermales
(Rusak y Zucker, 1975).

16
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3.2 EXPERIMENTOS SOBRE LAS BASES QUIMICAS DE LOS RITHOS

En organismos muiticelulares 1a eferencia del oscllador circadiano
puede ser un resultado de interacciones entre grandes poblaclones de
neuronas y 1as células pueden acoplarse ademds a sefales externas o a otros
osciladores. L.as substancias quimicas pueden estar operando en cualquiera
de estos niveles de organizacién, por 10 que se han realizado varios estudlos
sobre maodificaciones farmacoliégicas de los ritmos llegando hasta procesos

de disgregacion celular. En estos experimentos existen basicamente dos
puntos de vista;

- El primero sostlene que es posible afectar a los ritmos circadlanos
modificando 1as condiclones de la membrana celular como si esta
s6la bastara para mantener 1a ritmicidad. Este punto de vista se basa
en que 10$ potenclales transmembranales y la permeabliidad de
clertos canales fi6nicos pueden variar de acuerdo a los ritmos
circadianos. Elalcohol y agentes quimicos prolongan ios periddes de
varios relojes biologicos y se ha visto que aumentan 1a establlidad de
1as membranas. Ultimamente se ha desarrollado un muievo modelo de

v7
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membrana como relo} biolégico. Este modelo sugiere que la
periodicidad es el resultado de un sistema de retroalimentacién que

incluye gradientes iénicos transmembranales ¥ canales de proteinas.

- El segundo punto de vista se sustenta en otros datos experimentales
que indican que es necesaria 1a participactén de) aparato celular de
sintesis proteica para Integrar un ritmo determinado.

Ambos puntos de vista no son mutuamente excluyentes. Unas funciones
ritmicas pueden originarse en la membrana y otras en el aparato celular o 1a

misma funcion puede tener componentes cic1icos de ambos lugares.

Los ritmos quimicos afectan 1a amplitud de los ritmos conductuales.
En el sistema nervioso central y periférico existen fluctuaciones en la 5-
hidroxitriptamina (5-HT), en 1a norepinefrina (NE), en la dopamina (DAY ¥ en
otros neurotransmisores como veremos mas adelante (Capitulo IU1). La
amplitud de estos ritmos y sus relaciones de fase con el ciclo de iluminacion
son especificos de cada especie. La deplecidn de S-HT reduce temporalmente

1os ritmos nocturnos de alimentacidn, sacledad y actividad en ratas. Efectos
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similares se han observado con 6-OHDA (tratamientos que reducen 1a NE y
DA), donde el ritmo de actividad locomotriz nocturna se atenta. Un
bleoqueador Beta-adrenérgico previene el aumento en la actividad enzimatica
pineal enratas. La deplecién de NE tamblén interfiere en ta ritmicidad de 1a
temperatura (Rusak y Zucker, 1975).

El ritmo de 24 horas de alimentacién de las ratas desaparece con la
administracion de anfetaminas. La actividad locometriz tamblén pierde su

ritmo natural con anfetaminas y otros farmacos (Pengelley, 1974),

E1 hecho de que 1a extirpacidn de clertos 6rganos produzca camblos en
los ritmos se puede deber a efectos hormonales consecuentes a estas
extirpaciones mas que a ta funcién de reloj del drgano en si. Este se basa en
que ia extirpacidn de érganos endécrinos reduce 12 amptitud de varios ritmos
Incluyendo los de temperatura corporat, actividad locomotriz e ingesttén de
liquidos y alimentos (Arcangeli et al., 1973).

Los sustratos quimicos especificos responsables de Ja percepcidn de

los “zeitgebers™ o de 1a sincrontzacién de los osclilagores con sus sistemas
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efectores aln no se conocen. Parece ser que el funcionamiento del reloj
neuwronal y su sincronizaclén con otros sistemas es un mecanismo
electroténico ademas de quimico. La sincronizaclén electroténica ha sido
demaostrada en mamiferos en varias estructuras neuronales incluyendo el
sistema visual. Aqui se ha visto que existen fotoreceptores {con influencias
de ciclos geofisices) especializados en 1a deteccién de sefiales externas. Lo
mAs sorprendente es, que estos receptores no son 1S MISMOS que participan
en 1a visidn; incluso algunos de ellos se logallzan fyera de 1a retina, cerca de

elementos relacionados a ia generacién de los ciclos endogenos {Rusak y
Zucker, 1975},

4 MANIFESTACIONES CONDUCTUALES DE 1LOS RITHMOS

Existe una amplia variedad de conductas Influenciadas por 05 ritmoes.
La ciclicidad intrinseca de varias conductas era obvia ain antes de que
empezaran a hacerse investigaciones especificas sobre les ritmos. Los
elementos ciclicos se hablian encontrado en el suefio, 12 actividad locomotora,

la alimentacién y 1a reproduccién. Posterlormente se descubrieren ritmos en
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proceses mas complejos Involucrados en 'a sensacion, percepcién y

aprendizaje.

En los estudios sobre alimentacién se ha postulado que Ia frecuencia y
periodicidad de esta conducta dependen de 1a naturaleza de la dieta ingerida y
pueden variar de especie a especie {carnivoros, hervivoros etc.) Estos ritmos
en el consume de alimentos estan afectados por varles sincronlzadores
externos como la ftuminacién, temperatura y humedad, ademas de factores
internos como los ritmos endégenos de actividad. Kavaliers y Hirst {1983),
encontraron ritmos de allmentacién en ratas y ratones: Lla cantidad de
alimentos Ingeridos durante 13 noche (perfodo de obscuridad}, es mayer que 12
cantidad de alimentos ingeridos durante el dia (periodo de luz). Estas
respuestas han sido corrcboradas en wvarios experimentos posteriores
revisados por 01son ( 1985),

En los procesos de actividad general, se ha demostrade que la rata
presenta una clara ritmicidad circadtana en su conducta ambulatoria. Esta
conducta presenta sus maximos niveles durante las primeras horas de
obscuridad y se inhibe notablemente durante 1as primeras horas del periodo
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de luz {Frederickson et al,, 1977}

Probablemente uno de 105 cicles mas estudiados ha sido el de actividad
y suefio. Este ciclo aparece tanto en organismos senclllos coma en los mds
sof 1sttcados,-‘ como e} hombre. Los resuitados mas concluyentes sobre las
caractéristicas de estos ritmos ya han sido motivp de extensas revisiones
(Bloch y Fishbetn, 1975; Dement, 1965). En general, parece haber un acuerdo
en que el suefio tento tiene una funcidén compensateria sobre la vigilia previa,
mientras que el suefic paraddéjico parece estar regulado por un ritmo
enddgeno. La proporclén vigilla-suefo puede cambiar por medio de
"zeitgebers” slendo el mas Importante de estos la luz. SIin embargo, los
ritmos tienden a prevalecer {aunque estén defasados) ba jo condicipnes de luz
u obscuridad continuas. Cuando und persona es aisiada en un sdtano
subterraneo, los ritmos de vigilia y suefio, asi como 105 de sus indices
fislologicos como temperatura corporal y nlveles hormonales, siguen

presentando un ritmo circadiano.

La fisiologia de 1a reproduccién de varios mamifercs también parece

estar regulada ritmicamente. El proceso de ovulacién atraviesa por 1as fases
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folicular y luteintzante con duraciones mas o menos fijas. Este ciclo se
repite, a menos que sea interrumpido por copulaclén o embarazo. En esta
funcidn Intervienen wvarios factores de orlgen principalmente enddgena
relaclonados con la liberacién ciclica de hormonas y mecanismos de

retroalimentacidn.

Muchos animales ajustan sus conductas a 1os cambios de 1as estaclones
del aiho por medio de sus propios ritmos enddgenocs. Los ritmos enddgenos
circanuales se han observade en algunos pdjaros migratories. Por ejemplo
las cucurras europeas de }ardin, subalpinas y sauce (Sylvia borin, Sylvia
cantillans y Philloscopus trochilus respectivamente), viven durante el verano
en Europa y emigran a través del desierto del Sahara a Africa del Sur para
quedarse ahi durante el invierno. Cuando estos animales han sido llevados al
laboratorio a los pocos dias de haber nacido, slguen presentando estas
conductas asocladas a la migracion, Estos pajaros mostraron, ademas,
marcadas fluctuaciones en su peso corporal debidas a los cambios de
estaciones. Las cucurras generalmente emigran durante la noche y descansan
en el dia; en et laboratoric se encuentran inguietas durante 1a noche saitando

hacia 1a direccion a }a cual estarfan viajando normalmente. El patrén de
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actividad nocturna en el laboratoric se asemeja notablemente al patrén de
actividad que los pajaros migratorios ejecutarian normalmente. Estas
evidencias sugieren que €] patrén de conducta alternada entre actividad e
fnactividad que muestran estos pajaros esta requiada a través de uno 0 varios
. ritmos enddgenos (Cloudsley- Thompson, 1980).

Les mamifergs que hibernan muestran un fenémeno simitar, La ardilla
de manto dorado {citeilus lateralis) y la marmota (mammota monax)
muestran ritmos circanuales en su peso corporat y actividad general aun
cuando se mantienen bajo condiciones constantes en el laboratorio durante
afios: Estos animales generalmente suben de peso anies de 12 hibernacidn y
plerden peso durante 1a misma. Este patrén persiste en el laboratorio bajo

condiciones constantes de los fotoperiodos y 1a temperatura ambienta]
{(Pengelley, 1974).

Muchos animales marinos exhiben ritmos que corresponden a ciclos
lunares o de la marea. La liebre de mar (Aplysia Californica) posee células
nerviosas cuyos ritmos de actividad son seme jantes a 1o$ ciclos de 1a marea.

El cangrelo (Carcinus maenas) presenta un ritmo de marea donde el pico de
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mayor actividad se presenta con mareas altas. Este ritmo se mantlene bajo
condiclones de Taboratorio constantes durante una semana, al cabo de la cual
desaparece. SI el cangrefo es enfriado durante sefs horas, ¢l ritmo de la

marea se restablece (Cloudsley-Thompson, 1980).

En organismos unhicelulares como el protozearfo Euglena se han
observado ritmos de actividad sincronizados con los movimientos del soi, los
cuales prevalecen ain cuando el organismc es llevado a) laboratorio bajo
condiclones de obscuridad continua. SIn embargo, muchas de las propledades
de los pratozarios de una sola céjula no se encuentran en células solas de
animales multicelulares, y algunos fendmenos ritmicos pueden ser el
resultado de 1a interaccién entre varias células. Tal es e) caso de las
cucarachas en 1as cuales la actlividad eléctrica de 1as diferentes células ael
16bulo dptico, parece ser determinante en el mantenimfento de ritmos

circadianes de actividad locomotriz (Brady, 1969; Roberts, 1974), .
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Los anteriores son sdlo unos ejemplos de 1as muiltiples funciones que
se encuentran afectadas por los ritmos. El estudio de estos mecanismos se

estd extendiendo cada vez mas hacla muchas conductas y hacia los procesos

que tas regulan.
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CAPITULO N

FUNCION DE LOS OPIACEOS

1 HISTORIA

El oplo es una de tas drogas mas antiguas utilizada por el hombre.
Desde hace miles de afios se conocen sus efectos farmacélogicos y
conductuates entre los cuales estan la analgesia, la euforia, cambios en la
actividad locomotriz y desarrolle de tolerancia y dependencla, ademas de
otros efectos colaterales.

La morfina fue reconocida desde el siglo XIX como el principal alcaloide
responsable de Ya mayoria de los efectos benéficos del opio asi como de sus
efectos coiaterales indeseables, en particylar del desarrotlo de ia adlccidn
bajo su administracién crénica.

Con el chjeto de encontrar un analgésl'co ne adictivo, se han realizado
numerosas investigaciones, que aunque nunca encontraron 10 que buscaban,
proporcionaron mucha Informacién que did origen a la bisqueda de los aun

inclertos mecanismos bajo los cuales operan 1os oplaceos enddgenos.
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Se reconocld primerg, que la accién analgésica y la adiccion son
funcliones estereocespecificas, es decir, estas actividades se presentan con
uno solo de 105 enantiomeres de 12 molécula de morfina. Se demostro
ademas, gque alteraciones relativamente pequefas en clertas partes de 12

molécula de morfina producian campios drasticos en su accién farmacolégica.

La estereoespecificidad arriba mencionada se explicd por 12 existencia
dentro de) Sistema Nervioso Central (SNC) de Sitles de asociacién altamente
especificos a los cuales se pegan las drogas narcédticas analgésicas para
ejercer sus efectos. La exislencia de dichos sitios o receplores oplaceos fue
propuesta mucho antes de que en realidad fuera demostrada, hecho que
sucedid cast simultadneamente, en Investigaciones que habrian de ser
reportadas posteriormente por Terenius (1973) y Snyder (i1973)  El
procedimientc de investigacién fue similar en los dos casos: homogeneizaron
tejido cerebral extrayendo posteriormente sinaptesomas por medio de
centrifugacion diferencial. Estas muestras se incubaban en una solucién de
opldceps marcagos o antagonistas con alta actividad especifica. Los
resuitados concordaron en que la asociacién que ocurrid fue de aita

esteroespecificidad al igual que 1a actividad farmacoldgica de 105 opiéceos,
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Goldstein et al., (1971} ya hablan reportado la existencia de dichos
receptores en la glanaula pitultaria del ratén. Posterlormente, se demostrd
en un estudio filogenédtico que estos receptores existen en los cerebros de
todos los vertebrados. Comenzaron entonces las especulaciones sobre la
naturaleza de dichos receptores tan especificos para alcalofdes de la familia
de los oplacess. FEra muy poco probable que hubleran evoluclonado
azarozamente en 12 naturateza con el dnico prdposito de unirse a drogas
opidceas exdgenas; por lo contrarfo, la historia de la farmacologia ha
demostrado que la mayoria de Jos receptores a drogas son en realidad

receptores para ligandos endgégenos.

Con estos antecedentes, Hughes (1975) rinalmente logré (dentificar a
los primeros opidceos endégenos en extracto de cerebro de puerce. En estas
Investigaciones se vid que ia actividad opigcla se debia principalmente a dos
pentapéptidos: leu-encefalina y met-encefalina. Este descubrimiento dlé
origen 2 una Serie de Investigaciones Sobre las endorfinas (morfinas
enddgenas), término que ha sido utilizado desde entonces para referirse a

todas las substanclas enddgenas con actlvidad oplacea,
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2 BIOSINTESIS
Hasta 1a fecha se han encontrado tres famillas de péptidos oplaceos.

EnlaTabla | se muestran las principales endorfinas ailsladas en los ditimos

afios, su secuencia de aminodcidos y el precurser del cual proviene cada una.
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Tabla t

FAMILIAS DE LOS PEPTIDOS OPIACEDS

FUNCION OE LOS OPIACECS

(Akil oL ut,, 1384)

BETA-END/ACTH Proancefaling Frodinorfina
Try-Gly-Gly-Phe—tet~ Try-Gly-Gly-Phe—{fel. Try-Gly-Gly-Pha—
Thr-Ser-Bly-Lys-Ser- Leu-Arg-Lys-Try=
Gin-The—Pro-Leu Pro-tys
Val-Thr-Lau-ihe-Lys-~
Asn-Ala-lle-Val-Lys-
Asi-Ale-His-Lys
Lys-Gly-Gin
{hewencalaling: Deta-tiep-endorina.
Try-0ly-0ly—Phw-teu Try-0ly-Gly-Fha-tou-
Arg-lys-Tyr-Fro
{HMgtlencefaling=0; Dinorfing A (1-f)
Try-Gly-Gly-Phe-tial- Try-Gly-Gly Phe-L
Arg-Gly-Leu Arg-Arg-ite
(Mellencofpling=Ara-Phe: Dinorfine A (1-17%
Try-Gly-Gly-Phe-ot- Try-Gly-Gly-Phe-Lau-
Arg-Fhe Arg-Arg-lle-Arg-Pro-

Piplido E:

Try-Gly—Gly-Phe-Mal~
Arg-Arg-Val-Gly-Arg
Pro~Ghr-Trp-Trp-tiel-
Asp-Tyr-Gln-Lya~-Arg-
Tyr-Gly-Gly-Pha-Lsy

Lys-Lou-Trp-Asp-Asn-
Gin

Dinorfine B (1-13);
Try-Gly-Gly-Phe-L s~

Arg-Arg-Gin-Phe-lys-
val-Val-Thr
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Como la tabla lo indica, existen tres precursores de los cuales se

derivan los péptidos con actividad oplicea:

El precursor Beta-endoerfina/ACTH tamblén conocido como
progptomelanocortina (POMC). Este es una glicoproteina de 3!
kilodaltons, que ha sido Identificada ademas como 1a fuente de
varios péptidos bioactives. La proopiomelanocortina produce 2 la
Beta-llpotropina, Gamma-lipotrepina, Corticotropina,  Beta-
endorfina {de 1a cual se han encontrade dos formas N-acettladas: C y
C}, Gamma-MSH (Hormona Estimulante de Melanocitos), X-MSH ¥
péptidos del 16bulo intermedio afines a la corticotropina (Roberts y
Herbery, 1977),

- El precursor de las Encefalinas: Proencefalinas. Este precursor

contiene en 5U estructura a siete péptidos activos con la secuencia
de met o leu. Cuatro de estos siete péptidos son simplemente met-
encefalinas; dos mas son extenslones del término carboxil: met-
encefalina, ARG-PHE y ARG-GLY-LEU; el séptimo es una copia de Teu-

encefakina. Poco se sabe sobre los eventos que ilevaron a la
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conformacién de este precursor. Tampoco se conoce 13 funcion de
los péptidos E v F contenidos en &1, Existe una evidencia preliminar
Gue suplere gue una porcion del péptido F {entre dos met-
encefalinas), es procesada en fragmentos mas pequefios y se
encuentra ampliamente distribuida en el cerebro, {Akil et al, 1984).

- E! precursor de Neo-endorfina/Dinerfina: Pro-dinorfina. Este
precursor produce princlpalmente tres péptidos (que contienen la
secuencia de leu-encefalina): Alfa/beta neo-endorfina, dinorfina A y
dinorfina B. Las dos neo-endorfinas, Alfa y Beta difieren entre si
por una sola lisina. Existen diferentes tamanos de dinerfina A y
estos varian de una regién a otra. A la fecha no existen mas datos
concluyentes sobre procesamientos posteriores de las dinorfinas
{Fischli et at.,, 1982).

3 RECEPTORES

Desde los primeros reportes de la actividad oplacea en el sistema

33



FUNCION DE LOS OPIACEQS

nervioso central, se han realizado numerosos intentos por clasificar a 10s
receptores segin su naturaleza. Repetldas veces se ha sugeride que existe

mas de un tipo de receptor asoclable a 1os péptidos opidceos.

Amtr et al., (1981), propusieron un mecanismo dual, mediador de tos
efectos oplaceos. Unos recepetores estarfan mediando los efectos de
afinidad a opiaceos siendo reversibles con naloxona (antagenista de los
oplaceos) y otros regularfan 1a conducta motora explosiva sin ser reversibles
a la naloxona, Estos autores encontraron que la conducta motora explosiva
involucra otros componentes ademas de los opiaceos; que no solo tos oplaceos
la producen y que algunos efectos de 1a ACTH (no opiacea) son reverstbles por

medio de naloxona.

Se ha visto que la morfina actda en los receptores que reguian l1a
excltaclén conductual y del electroencefalograma, de diferente forma que
sobre 105 que regulan 1a sedacion y analgesia. Diferentes tipos de oplaceas
parecen ascclarse a diferentes tipos de receptores producifendo efectos
conductuales distintos. Estos efectos incluyen reacciones farmacoldgicas
opuestas sobre 12 nocjocepcién, reversibiitdad diferencial a 1a naloxona y

efectos diferentes en 105 gisparos de una so01a neurona (DIson et al, 1979).

34



FUNCION DE LOS OPIACEQS

efectos diferentes en los disparos de una sola neurona (Qlson et al, 1979},
Martin et al), {1976), reportaron la existencia de tres receptores °
distintos:

- Mu o receptor de morfina
- Kappa o ketociclazocina
~ Sigma o skf-10047

Los receptores Mu, presentes en drganos periféricos y SNC son mas
especificos para la morfina, por 1o que también se les ha llamado receptores
a2 la morfina. Se pueden encontrar principalmente en varios ndcleos
talamlcos e hlpotalamicos, substancia gris perfacueductat, ndcleos

interpedunculares, coliculos Inferiares y nicieos medios de raphé.

In vivo las drogés Kappa se distinguen de 1as Mu porgue después de una
dosis aguda de una droga agonista del receptor Kappa, hay ausencia de
bradicardia y ademas es incapaz de suprimir los efectos de abstinencia en

perros dependientes de morfina. Se ha visto que todas las dinorfinas y neo-
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endorfinas tienen preferencia por Kappa. Estos receptores se han encontrado
en la regidn estriatal, en las laminas IV y V de corteza, nicleo caudado ¥y

putdmen (Goodman y Snyder, 1982).

El receptor Sigma propuesto en un origen por Martin no es
necesariamente un receptor tipico de opidceos ya que no presenta la

esterecespecificidad clasica de los receptores opiaceos.

Por su parte, Wuster et al., {1977) reportaron especificidad de varios
agonistas oplaceos para tres tipos diferentes de receptores: Mu, Delta v

Epsiion,

En la corteza los receptores Mu muestran hetereogeneldad laminar a
través de las reglones, mientras que los Delta parecen astar mucho méas
uniformemente distribujdos laminar y regionalmente. En el caudado y el
putamen hay acumulacidn de Mu y los Deltas muestran una distribucién
difusa. Se ha liegado a sugerir que los receptores Mu y Delta pueden estar

“interconvertidos® en la regién estriatal (Bowen et al,, 1981).
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Los receptores Delta son mas especiflcos para las encelalinas y son
mas abundantes en la amigdala, el nucleo acumbens, el tubérculo olfatorio y

los nicleos pontinos {Goodman et al., 1980).

Los receptores Epsllon muestran alta estercespecificidad para la Beta-
endorfina, aunque para esta, se han encontrado ademas otros receplores
(también es potente en Mu y Delta) (Shulz et. al, 1579).

Los receptores pueden existir en por lo menos dos estados
conformacionales. La presencia de iones de Na durante ensayos de asociacion
permite 1a distincidn entre agonistas y antagonistas. La asociacion agonista
es inhibida por Na, mientras que 1a antagonista, o no se afecta, o aumenta,
(Siegel y Jensen, 1985).

4 DISTRIBUCION DE LOS OPIACEOS

Se ha logrado combinar las técnicas del radioinmunoensayo (RIA) y 12

radioinmunohistoquimica para dar un mapa delallado de los opldceos en el
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SNC.

4.1 DISTRIBUCION DE BETA-ENDORFINA

Los péptidos del precursor Beta-endorfina/ACTH se pueden encontrar
en varios lugares de tejido nervioso. Sin embargo, el mayor sitio de
produccién es la pltuitaria, Otre sitio importante es el grupo de células del
nicleo arcuélo de 1a regién media basal del hipotdlamo. 5us fibras se
proyectan ampliamente inciuyendo asf a varias areas del sistema \imbico y
tronco del encéfalo. Emanan hacla éreas medias cerca de superficles
ventriculares; se proyectan al area predptica airededor de 1a comisura
anterior y a la region periacueductal del diencéfalo y puente. Las estructuras
medias que contienen Beta-endorfina incluyen al niclec anterior
paraventricular, el raphé dorsal y el niclec coeruleus (Knachaturian et al.,
1985), '
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4.2 DISTRIBUCION DE LAS PROENCEF ALINAS

t.as encefalinas se encuentran ampliamente distribuldas en el sistema
nerviose central y periférico. Uno de los lugares de mayor concentracifn es
el glebo palldo (estructura profundamente relaclonada con la actividad
locomotriz),  Se han encontrado ademds, en multiples estructuras
telencefalicas incluyendo Ja corteza cerebral, tubérculos olfatorios,
amigaala, hipocampo, cuerpo estriado, septum, estria terminal, v el érea

predptica (Khachaturian et al,, 1985).

En e drea dlencefélica, 1as encefalinas se han locallzado en 1a mayorfa
de los nicleos hipotaldmicos, y en los nicleos geniculados laterales del
talamo (Akil et at.,, 1984).

En el cerebro medio, 1as células encefalinérgicas se localizan en los
coliculos, substancia gris pertacueductal, y nicleos interpedunculares

(Khachaturian et al.,, 1985).

£n ¢! puente y médula se han encontrado en el segmento parabraquial
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dorsal, nicleos de raphé y vestibular, nicleos reticulares gigantocelular y
paraglgantocelular, ndcleos del tracto solitario, nucleos reticulares
laterales, nicleos espinales trigeminales y substancia gris dorsal de la
médula espinal (Disen y D1son, 1979).

Las inervaclones encefalinérgicas dentro del sistema nerviose central
se encuentran, no soic en regiones involucradas con la percepcién sensorial
{como son 10s ¢asos de 1a substancia gelatingsa del cuerno dorsal; substancia
gris del cerebro medio; formacidn reticular y areas limbicas), sine también
en areas motoras (como el nicleo caudado-putamen y globo palido) y dreas de

sistema nervioso auténomo (hipotdlamo y nicleo del tracto solitario).

43 DISTRIBUCION DE LAS DINORFINAS

Los lugares principaies son otra vez \a pituitaria y el cerebro. Se han
encontrado en varios grupos de células hipotaldmicas incluyendo células
productoras de vasopresina del nicleo neurosecretor magnocelular. Otros

reportes han encontrado dinorfinas en varias células del talio cerebral. Se
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conocen algunas vias como la del ndcleo supradptico a la pitultarta posterior
que contienen a estos péptidos (Akfl et al., 1984).

5 LIBERACION

La semejanza entre 1as endorfinas y los neurotransmisores clasicos
fué cobservada por numeros$os Investigadores, practicamente desde que se
legraron alslar por primera vez. Sin embargo, existen varias posturas al
respecto, debido a que no rednen todas las caracteristicas de los criterios

establecidos para considerar a una substancia como neurotransmisor.

Uno de los criterios mas importantes consiste en 1a demostracién de
que la substancia propuesta comp neurotransmisor, se llbera de las
terminaciones nerviosas pre-sindpticas cuando la secrecién se induce

apropladamente,

Sobre estas bases, se han realizago numerosos experimentos en

rebanada de tejido, sinaptosomas y terminales nervicsas aisladas e
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incubadas en medios fislolégicos adecuados. E1 estimulo puede ser un
impulso eléctrico, depolarizacién por exceso de potasio (K+), o
administraclén de veratridina (1a cual activa al canal de sodlo).

Przewlocki et al., (1978) observaron que la Beta-endorfina puede ser
liberada del 16bule anterior de l1a pituitaria en respuesta a la administracién
de Ke. La tasa de liberactén aumento en respuesta a llsina-vasopresina,
(datos obtenidos in vitro).

Vermes et al., {1980) tamblén estudiaron la liberacion in vitro de
Beta-endorfina y de Beta-LPH en pitultaria de rata. La lsina-vasopresina
indejo también aumentos significativos de ambos péptidos. Las
catecolaminas y la serotonina no tuvieron ningin efecto en 1a liberacién. La
dopamina tuvo efectos irhibiterios sobre Ja secrecldn espontéinea de Beta-
endorfin2. La isoprenalina triplicd 1a estimutacion de la secrecion, mientras
que el propranold, el bloqueador del receptor Beta-adrenérgico previno esta

estimulactdn.

Iversen et al, (1978) y Baybn et al, (1978) han investigado la

liberacidn de encefalinas en e! globo palido, reglén donde estas se encuentran
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en sus maximas concentraciones. Se ha visto en rebanadas de globo palido de

rata liberacidn tanto de jeu como de met-encefalina Ca++_dependiente.

Glowinski (1981) Investigd 1a Wberacién In vivo de las encefalinas
utilizando una canula de push-pull y demostroé liberacién de met-encefalina y
un aumento de !a misma en presenclia de K+, La veratridina produjo aumentos
similares en 1a liberacion.

Otros grupas han estudiado 1a lberacién en el cuerpo estriado.
Henderson et al, (1978) mostraron también una liberacién Ca++_dependtente
de encefalinas en este nicleo. Estos resultados han side corroborados por
varlos autores que ademas han demostrado Ggue otros tejidos como talamo y
el nucleo acumbens estan involucrados en 1a liberacién de encefallnas

- Ca++_dependiente en presencia de ¥+ {Oison et al., 1986).

Por otra parte, un gran ndmero de investigadores sugiere que 1as
endorfinas pueden ser neuromoduladores mas que neurctransmisores y en
consecuencia, deben de estar actuando en coordinacién con estos Gitimos. Se

han realizado investigaclones orientadas a encontrar una interaccién entre
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péptidos neuroactivos y neuratransmisores clasicos estudiando la tiberactén
de unos y otros dentro del sistema nervioso central. En la tabla 2 se muestra
1a coexistencia de algunos neurotransmisores clasicos y les neurgpéplidos.
Aln no ha sldo posible determinar 125 Ilmplicaciones fisioldgicas de estas
interacciones. Una hipdtesis opcional es la de Hokfelt et al., (1980), quienes
proponen que un transmisor de bajo peso molecular puede co-existir con un
péptide en 1a misma neurona y que ambos Se liberan simulténeamente para

eJlercer sus efectos durante 1a transmision sinaptica

Tabla 2

CO-EXISTENCIA DE HEUROTRANSHMISORES COM PEPTIDOS NEUROACTIVOS
(HokTell st al., 198D)

Transmisor Péplido
Acstilcoline Piéptido inlasting) vasoacliva (VIP)
Morepinefring Somatosistina
Encafaling
Heurolensing
Dopaming Colescistoquinina {CCK)
Leu-Encefaling
Adremline Hel-Encefnlins
‘Serotoning Substencia P

Hormona liberadors de Tirotropine (TRH)
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Malns y Elpper, {1977}, reportaron una liberaclon basal de la pltuitaria
de raton de péptidos pituitarios incluyendo cantidades equimolares de ACTH,
fragmento 16K, Gamma-LPH y Beta-endorfina. La administracién de

norepinefrina estimulaba una liberacidn Cas++_dependiente de estos péptidos.

En general se ha visto upa regulacién coordinada en la liberacién de
ACTH, Beta-LPH y Beta-endorfina en ia pituitaria anterior. La iiberacién de
Beta-endorfina de los 16bulos Intermedios parece estar regulada de otra
forma. Aqui la dopamina y otros agentes dopaminérgicos tienen efectos mas
importantes ya que inhiben 1a liberacién. A raiz de esto se hah propuesto
varios modelos de interaccion entre el sistema dopaminérgico y el
encefalinérgico (Agmo, 1984) y acciones encefalinérgicas en el sistema

mesolimbico Involucrado en 12 Jocomocidn (Kalivas, 1983).

También se han estudiade los efectos de diversos agonistas Yy
antagonistas a 10s receptores de GABA. Swayngk et al, {1979) observarcn
que el GABA y el baclefén potencian la liberacidn de met-encefalina
Ca++_dependiente, mientras que l1a picrotoxina {antagonista de GABA) bloquea

este efecto GABA-érgico. Aun existen muchas dudas sobre el papel
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especifico de los receptores GABA-érgicos en la regulacién de la Hberacién

de encefalinas,

La mayoria de Jos autores colnciden en el hecho de que la Hberaclon de
las endorfinas en el SNC y periférico suprime la llberacién de los
neurotransmisores clasicos a nivel presinaptico. La inflyencia de los
opiaceos en la lberacién de acetflcolina del plexo mientérico (Waterfield,
1976; Cox, 1975) y en 12 beracitén de norepinefrina de los vasos deferentes

(Henderson, 1976) apayan estas hipétesis.

Sin embargo, se ha considerado 13 posibilldad de que exista una doble
jocaltzacidn {pre y post-sinaptica) de los receptores opiaceos (Barker, 1978,
Atweh, 1977), basandose en observaciones anatémlcas y en aigunos estudios

autoradiograficos sobre receptores.
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6 ACCION FIS510LOGICA DE LOS OPIACEDS
6.1 EFECTOS ELECTROFISIOLOGICOS

La mayoria de los estudios electrofisiclégicos sobre oplaceos
coinciden en que el disparo de neurgnas se encuentra inhibido por met-
encefalina en varias regicnes cerebrales que contienen receptores opiaceos
(Bradiey et 21.,1976; Frederickson y Norris, 1976; Zleglgansberger et al.,
1976). Este efecto se presentd en todas 1as reglones estudiadas con exepcidn
de 1as células de Renshaw de 1a médula espinal y 1as células piramidales del
hipacampo (Nicoll et al.,, 1980; Davies, 1976; Hill et al,, 1976). Estas células
mostrardn una accién de excltacion bajo la aplicaclén microlontoforética de

encefatinas.

Las respuestas excitatorias en las células del hipocampo pueden ser un
resultadoe de los efectos Inhibitorios de las interneuronas GASA-érgicas
inhibitorias. Segin esto, un péptido opiaces es liberado de las terminales
nerviosas para actuar sobre los receptores GABA-érgicos que normalmente

proveen de una inhibicién tonica a las céluias piramidales. La desinhibicion
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resultante de la aplicacién de encefallnas en las células piramidales es
reversible tanto con naloxoha como  Con  bicucutina (antagonistas
encefalinérgico y GABA-érgico respectivamente), (Zieglgansberger et al,
1976).

Gross et al., (1978), reportaron una via encefalinérgica Inhibltoria
desde la amigdala hasta uno de los nicleos de la estria terminal; el BST (el
nicleo "cama" de la estria terminal). La existencla de 1as encefallpas
contentdas en esta vla ha sido confirmada postertormente. Se han realizado
ademas, estuties electrofisiolégicos de este sistema enceralinérgico en el

cerebro del cobayo.

Sawada y Yamamoto (1981), reportaron que un agonista a las
encefalinas, el dalamid, suprime las descargas de esplgas espontaneas, las
evocadas con glutamato, los potenclales de campo y las espigas producidas
por estimulacién ge la estria terminal. Estas acclones del dalamid pueden
ser blogueadas por haloxona. Complementando estos datos, se vid que l1a
estimulacién de 1a division lateral de 1a estria terminal produce una accldn

iphib{toria tardia en las neurcnas de BST, misma gque puede ser antagonizada
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por naloxona.

Como se puede apreciar en este inctso, Ja accion electrofisiclogica de
© las endorfinas ha sido estudiada en escasas estructuras, 10 que Solo nos

permite conocer un bosquejo de sus posibles acciones.

6.2 OTROS EFECTOS FISIOLOGICOS

Mualtiples funciones han sido atribuldas a los oplaceos enddgenos, sin
embarge, existe un cuerpo de evidenctas que apoya su accion definitiva sobre
los mecanismes involucrados en 1a analgesia producida por estrés, actividad
gastrointestinal, sistema cardiovascular, sistema respiratorio y
termoregulacién (Rhee y Tyler, 1985; Gison et al, 1986; Akil et al,, 1984),

Las acclones de la naloxona y otros antagonistas oplaceos han sido
utilizadas comao evidencia de los papeles fislolégicos de las endorfinas. El
principio que se sigue en estas investigaclones es el sigujente: si Jas

endorfinas regulan una funcién determinada, el tratamiento con naloxena
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.

{blogueando las endorfinas), debe légicamente causar el efecto opuesto,

Las manifestaclones dei estrés se han encontrado en numergsas
reacclones que parecen estar reguladas por los opliceos. De estas, la
analgesfa ha sido la que mayor Interés ha recibido por parte de los

investigadores.

Se ha logrado demostrar que los choques etéctricos que resultan ser
eventos estresantes para varios animales, producen una disminucién
significativa en 12 percepcién del delor. La suposicién de que estas
situaclones se encuentran medladas por Sistemas optaceos, esta sustentada
por su reversibllidad causada mediante 1a administracién de antagonistas de
los opiaceos {Fanselow, 1985; DeMaria et al,, 1985; Levine ¢t al.,, }985),

Otras evidencias gque 2poyan la tnfluencla de ios oplaceps sobre 1a
analgesia Inducida por el estrés, son aquellas proporclionadas por estudfos en
los cuales se ha observado que después de !a administracién de chogques
eléctricos (que producen estrés y consecuentemente analgesia), se produce
una liberaci6n significativa de endorfinas (Nabeshima et al, 1985; Kameyama
_ etal, 1985),
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Ademas, existen muchos otros estudies demostrando una fuerte
interaccidn entre varlos tipos de situaclones estresantes y el sistema

opldceo endbgeno (Ak(), et al., 1984; Hayes et al., 1978; Lewls et al., 1981).

La Influencia de los opidceos en las actividades gastrointestinales
también ha sido motivo de varias investigaciones. La mayoria de 1o5 autores
concuerdan en que los agonistas opidceos inhiben 1a actividad
gastrointestinal {Bardon y Ruckebusch 1964; Broccarde 1983; Bueno et al,,
1985}, sin embargo, exfsten muchas contradicclones. Aunque la morfina y 1a
met-encefallna disminuyen la frecuencia de contracciones estomacales,
aumentan su fuerza y amplitud {Schusdziarra 1983), indicando que el tipo de

medicién utitizada puede variar os resultados.

La ruta de adminfstracién también influye en Jos efectos de los
opladceos sobre 12 actividad gastrointestinal: en las rutas centrales
generalmente se han observado efectos mas fuertes (Broccardo 1985, Bueno
et al, 1985) que los observados en rutas periféricas (Bueno et ai., 1983).
Inclusive se han llegado a reportar efectos opuestos entre las dos rutas

{Broccardo 1985).

3
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Otro factor importante en estos experimentos es la porcidn del tracte
gastrointestinal que ha sido sometida a estudio. Aunque 1a met-encefalina,
la B-endorfina y la morfina (Schusdziarra 1983) disminuyen las
contracclones en el estémago y el colon, las aumentan en el intestino
delgado. {Bueno et at., 1985) En el mismo colon se han reportado diferencias:
¢l fentani] y el DADL aumentaron 1as contracciones en 1a porcibn distal, pero
Ias'dismlnuyeron en 1a proximal {Fiorameonti et a).,, 1985).

Los efectos de los antagonistas en la actividad gastrointestinal no han
sido mucho méas concluyentes. Reclentemente se ha reportado que 1a naloxona
no tlene ningdn efecto sobre la evacuacidén en ratas ni en changes
(Schusdziarra, 1985). Por otro lado, se ha encontrado que 1a naloxena produce
un aumento signiftcativo de las contracciones Intestinales en ovejas (Maas y
Leek, 1985), pero es capaz de potenciar la inhibicidn de las conlracciones en

el colon inducidas por atropina, en gatos (Hellstrom, 1985).
Las posibles influencias del sistema opiacen enddgeno sobre ias

funciones cardiovasculares también han resultado ser un tema de importancia

para los investigadores sobre todo en los ultimos afios, Como en las demés
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funclones, mulltiples factores metodaldglcos influyen en los efectos
observados, En este caso las variables mdés importantes son las dosis
administradas; si el animal se encuentra o no anestesiado; el sitio de accitn
o ¢e Inyecclén; 1a especificidad en los receptores; e) estado previo del
organismo, y desde luego, la especie en la cual se estd realizando la
investigacion.

Se logré demostrar que 10S agonistas oplaceos disminuyen la presién
arterlal y/o la frecuencia cardlaca en animales anestesiados (Feuersteln,
1084; Brus et al, 1985; Gautret y Schmitt, 1984; Rhee y Tyler, 1985) pero
aumentan una de 1as dos o las dos respuestas cuando se trata de animales
concientes (Evanich et al., 1985; Moor et al, 1985). En varios de estos
experimentos, los efectos {ueron bloqueados por naloxona o naltrexona (Brus
et al,, 1985; Kregel et al,, 1985). Sin embargo, muchos autores reportaron
que no habja ningan efecto en las respuestas cardiovasculares después de 12
administracién de naloxona, en animales anestesiados (Lechner et al., 19835),
animales concientes (Marshall y Buccafusco, 1984) y en humanos cob

problemas cardiacos (Zoccalt et al., 1985},
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- Otro grupo de investigaclones se ha orientado a observar los efectos
espécificos de los 6piaceos sobre 10s shocks debido a que se ha observado que
la naloxona tlene efectos benéfices sobre” el sistema cardlovascular en
condicliones estresantes (Holaday y Faden, 1980). El tipo de shock parece ser
determinante en la respuesta a !a naloxona, siendo el shock hemorragico ei

que me]jor responde.

La naloxona eleva la presién durante el shock hemorragico
independfentemente de que el animal este anestesiado o no (Holaday, 1982;
Chante, .1985). En algunos casos se cbservaron mejoras en otras respuestas
como frecuencla cardlaca (Jansen y Lutherer, 1980; Traverso et al, 1985),
flujo sanguineo a los drganos vitales {(Zamir et ai, 1980; Lechner et al.,
1985), contracciones del migcardio {Zamir y Schuber, 1980; Lechner et al.,
1985) e Incluysive algunos autores reportaron Incrementos en fas
posiblildades de sobrevivir al shock (Akll, 1984; Vargish y Beamer, 1985).
Sin embargo, en otros cases, 1a naloxona no tuve ningdn efecto en la presién
arterial ni en l1a {recuencia cardiaca (Kregel et al., 1985) ¥ en otros hasta
legé a disminuir )as dos respuestas. (Lechner et al., 1985; Mcintosh et al,
1985).
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t.as estudios relacionadas Eon los efectos del sistema oplaceo sobre la
respiracién son aun mas confusos. La mayoria de los estudios realizados
concuerdan en gue los agonistas opiaceos tienen un efecto depresivo sobre la
respiracién {(Lagamma et al,, 1983; Faden y Feuerstein, 1983), slendo este
reversible con naloxona en ratas anestesiadas (Brus et al, 1985; Long y
Lawson, 1983). Sin embargo, otro estudio sreperté gue 1a administracién de
met-encefalina produce aumentos temporales en 1a ventilacién, en perros
conclentes. Este efecto fué antagonizado por naltrexona (Evanich et al,
1685). Estos datos sugieren que, como en el caso del sistema cardicvascular,
los efectos de los opidceos sobre la respiracién varfan dependiendo de si el

animal estd ¢ no anestesiado,

Muches trabajos han tratado de detectar la infiuencia del sistema
oplaceo sobre los desérdenes respiratories. En pacientes con apnea, la
naloxona no afectd el nimero de episodics apnéicos, pero si logrd disminuir
su intensidad (Bellin et a)., 1985). Parece ser que los oploldes estan
involucrados sobre todo en los desérdenes respiratorios en infantes donde se
ha observado un mayor efecte benéfico con la administracién de antagonistas
opiaceos (Pasi et al, 1983), También se ha observado un alto nivel de B-
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endorfinas en el tallo cerebral de varios ninos que han padecido de "muerte de
cuna®, sindrome generalmente atribuido a severas compllcaciones

resplratorias (Pasi et al.,, 1983).

En la regulacién de la temperatura, Tos efectos de (os cpiaceos varian
dristicamente segun la temperatura ambiental. La beta-endorfina produce
una disminucién de la temperatura corporal en amblentes frios, pero en
climas calurosos produce el efecto opuesto (Glfn-Banlnger et al., 1983). Las
sltuaciones estresantes del experimento parecen Ser otra variable de gran
importancia; se observé que el agonista opiaceo DAGO produjo un cambio de
temperatyra bifasico (hipotermia seguida de hipertermia) en ratas que no se
habian agaptado previamente a 1as condiciones experimentales, mientras que
en l1as ratas adaptadas se produjo Onicamente la hipertermia. La naloxona
bloqued la hipotermia en el primer case y la hiperlermia en €1 segundo
(Benedek y Obal, 1983; Spencer et al,, 1985)

La naloxona y naltrexona tuvieron efectos bifasicos scbre Ia

temperatura: se observé una disminucién de 1a tempertura corporal entre los

45 y 90 minutos después de la Inyeccién y un aumento significativo de la
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misma entre los 270 y 360 minutos después de la finyecclén (Etkelboom,
1984).

Sera necesarlia mucha mdas Informacién para entender la relacion que

guardan los oplateos con estas y muchas otras respuestas fisioldgicas.

7 EFECTOS CONDUCTUALES DE LOS OPIACEOS

Los efectos de los opidceos han sido estudiados sobre multiples
conductas, sin embargo, el desarrollo de estas investigaciones se encuentra
adn en una etapa embrionarla y es necesaria mucha mas Informaclién antes de
que les podamos atribulr a estas substanclas una funclén especifica sobre la
conducta. Aun asi existen ya muchos datos acumulados que nos permiten

hacer algunas suposiciones preliminares.
Aparentemente, los péptidos opiaceos juegan un papel {mportante en el

controt de l1a alimentacién. En términos generales, los investigaderes han

encontrado que los agonistas oplaceos aumentan e} consumo de alimentos,
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mien{ras que los antagonistas lo suprimen. En estos experimentos ha habido
una tendencia a identificar que tipo de receptor esta cperando en ia conducta
de la alilmentacién, Exlisten abundantes evidencias sobre la estimulacién de
1a alimentacién cuando las drogas administradas se asocian a los receptores
mu (Morley et al, 1985; Hirst y Kavaliers, 1985), kappa (Jackson y Cooper,
1983; Levine et al,, 1985), delta, epsilon (Morley et al., 1983) y sigma (Levine
et al, 1985). Los efectos mas potentes se han encontrado con 12
administracién de los agonistas de los receptores kappa (Kavaliers y Hirst,
1985; Jacksen y Cooper 1985),

otro factor !mportante en los estudios de ahimentacién es el sitlo
cerebral que ha sido afectado por 1a droga. La morfina Incrementé los niveles
de alimentacién cuando fue microinyectada en el 4rea ventral tegmental, pero
los inhiblé o no tuvo efecto en la zona gris periacueducta! (Jenck et al,
1985). la met-encefalina Inyectada en el hipctalamo basomedial o 13
amigdala disminuyd la alimentacién, pero ta aumentd en el bulbo oifatorio
{Scallet et al.,, 1985). Otras dreas que estimulan 1a alimentacién cuando se
les inyectan agonistas opiaceos incluyen al nicleo paraventricular (Morley et
al., 1985), e! hipotalmo ventromedial y el drea periférnica (Woods Yy
Leibowitz, 1985},
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En este caso, los resultados con los antagonistas han sido mas
consistentes, La mayoria de los estudios coinciden en el hecho de que los
antagonistas opiadceos suprimen las conductas de alimentacién. Varjos
diferentes tipos de antagonistas produjeron Inhibicidn en 12 conducta de
alimentacidn incluyendo a 1a naloxona (Baldwin y Parrott, 1985), naltrexona,
nalmefene y anticuerpos de B-endorfina ytde dinorfina (DeHaven et al., 1985;
Simpkins et al, 1985). Las microinyecciones de naloxona en el nhicleo.
paraventricular, en 1a regién prefornical del hipotalamo y en el nicteo
ventromedial det hipotalamo disminuyeron también los niveles de ingestidn
de alimentos (Woods y Lelbowitz, 1985).

Los estudlos de los efectos de los oplAceos sobre 1a allmentacién se
complican por 1a influencia de otras condictones come son 1a dleta previa del
animal y los ritmos circadianos de alimentacién. Se ha observado, por
ejemplo, que la alimentacién nocturna es estimulada por varios agonistas
opiaceos como ja morfina y keloclclazocina (Olson ¥ Clson, 1979; Gosnell et
al.,, 1983), pere estos efectos no se presentan durante la alimentacidn diurna
{Kavaliers et al.,, 1985).
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-El consumo de liquidos parece estar influenciado, también por los
sistemas opidceos endbgenos. Las investigaciones en esta conducta no
muestran consigtencia en los efectes inhibitorios de los antagonistas o en
los efectos lacllitadores de 10s agonistas. Se ha observado que la naloxona
suprime el consumo de liquidos en varios paradigmas (Okawara et al., 1984;
Olson et al, 1986), sin embargo, en muchos otros estudlos estos efectos
inhibitorios se presentaron sélo bajo clertas condiciones de manipulacién.
experimental. Varios estudios mostraron que otros antagonistas como la
naltrexona, naloxanaztna, deprenorfina y MR226 (DeHaven et al,, 1985; Oison
et al., 1986) tuviercn también un efecto inhibitorio sobre la conducta de
beber, pere en otros casos €510S mismos antagonistas y 1a naloxena (Samson
et al, 1985) no tuvieron efecto. Mas confusos adn, son 105 experimentos
donde agonistas optdceos come 12 merfina, la dermorfina y leu y met-
encefalinas suprimleron el consumo de Viquidos {Zetler y Raberg, 1985). Asf,
aunque Jos peptidos optdceos estdn Involucrades en la modulacién de ja
conducta de beber, no conocemos la naturaleza exacta de esta relacidn,

ademas, como se puede apreciar Jos estudios en esta area son muy reclentes.

En los Gltimos anos se han publicado humerosos trabajes sobre la

60



FUNCION DE LOS 0P1ACEQS

Influencia del sistema opidceo enddgenc sobre los procesos de aprendizaje y
memoria. En términos generales s¢ ha observado que la mayoria de 105
péptidos oplaceos deterioran 10s proceses de memoria, mientras que sus
antagonistas los facilitan, Los efectos sobre el aprendizaje son menos
claros, probablemente debido a que los resultados de las investigaclones se
han visto afectados por 1os parametros experimentales incluyendo dentro de

estos & 1a d6sis, 1a droga, 1a ruta de Inyeccion y e1 tipo de tarea estudiada

Dentro del grupe de experimentos de adguisicién de conductas de
evitacidn se ha reportado que 12 naloxona deterlord l1a adquisicion de una
conducta de prevencitn pasiva en ratas Jévenes (Myslivecek y Sltamberova,
1083), y tanto la naltrexona como su forma cuaternaria interfirieron en el
aprendizaje de una tarea de escape (Martinez y DeGraaf, 1985), pero el
“metilnalexona” (una Torma cuaternaria de la naloxona) facilitd la adguisicidn
del condicionamiento de escape y evitacién (Martinez y DeGraaf, 1985). Otros
estudios encontraron deterioro en 12 ejecucién de tareas de evitacién activa,
después de la administracién periférica {Heinrichs et al, 1985)pero no
después de la administracién Intracerebroventricular de leu-encefallna
(Martinez y DeGraaf, 19BS). La microinyeccldn de morfina en el area

tegmental ventral disminuyd 1as respuestas de escape.
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Las mediciones hechas en conductas de retencion difleren mucho de las
de adquisicién y tienden a ser mas consistentes. En términos generales los
antagonistas facilitaron el recuerdo de tareas de evitacidn cuando se
administraron Inmediateamente después del entrenamlento (Del Cerro y
Borrell, 1985; Introini y McGaugh, 1985). La naloxana no tuve efecto cuando
se administré antes de la sesién de prueba (Castellano y Pavone, 1985),
indicando que su efecto es sobre la consolidacidn de la memoria méas que

sobre su recuperacian.

Es posible que 105 antagonistas aumenten 'a memoria en estas tareas
aversivas por medio de !a liberacion de norepinefrina consecuente a la
inhibiclén oplacea. Lo anterior se basa en experimentos donde lesiones en 105
haces noradrenérgicas dorsales provecadas por la administracién de 6-OHDA
(6-hidroxydopamina), inhibieron los efectos faciiitatorios de 1a naloxona
sobre 1a memoria en tareas de evitacién pasivay el efecto facllitatorio de la
naloxona se restaurd cuando les haces noradrenérglcos fuercn protegldos de
1a 6-0HDA, por medio de un pretratamiento (Gallagher et al,, 1985).

Como es de esperarse, resultados opuestos tienden a ocurrir <on los
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agonistas opiaceos en sus efectos sobre la memaria en paradigmas de
evitacién o escape. La met-encelalina, leu-encefaiina, morfina, y B-endorfina
{introini y McGaugh, 1985; Castellano y Pavone, 1985; $zquierdo y Dias,
1985), produjeron Interferencia en ia retencidn. Tamblén se observaron
Interferencias en la retenctén cuando se administrd morfina en una tarea de
reforzamiento por medio de comida (Bostock y Gallagher, 1985), sin embargo,
ni 1a morfina ni la naloxona tuvieron efecto sobre a memoria en paradigmas
de platalorma caliente (Rodgers €t al,, 1985), Todoes 105 datps anterlores nos
sugieren que los opiaceos afectan a functones muy especificas tanto del

aprendizaje como de 1a memoria.

Los opidceos se han relacionado tamblén con varias enfermedades
mentales, Esta serie de hipdtesis surgieron de los hallazgos de que en ratas,
las Inyecclones intracerebrales de Beta-endorfina {(en pequefias dosis)
causaban catatonia, componente de ciertos tipos de esquizofrenia. Con eslos
antecedentes, mucho del trabajo !nicial en esta adrea se orienté al
descubrimiento de 1a posible {nfluencia de los oplaceos sobre los sintomas y
etiologia de la ezquizofrenia. Aunque estas Investigaciones no han tenido

mucho éxito y existen adn muchas discrepancias, la naloxona ha sido
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utllizada camo tratamiento con resuitados benéficos sobre todo en ciertos
tipos de esquizofrenia. En paclentes previamente dlagnosticados con
esquizofrenia paranoide y con esquizofrenia simple o Indiferenclada, se
observaron me jorias temporales después de la administracion de la naloxuna
(Gunne et al,, 1977; Lindstrom et al., 1978; Emrich et al, 1977; Berger et al,,
1981; Barchas et al, 1985). Sin embargo, los pacientes cataténicos no
respondleron a1 antagonista (Lipinsky et al,, 1979). En términos generales Ja
‘naloxeona produce meforas en halucinaclones auditivas, algunos sintomas
psicdaticos, ‘pensamientos inusuales y tensién cuando es administrada en

grandes dosis.

En 13 depresion, 1as evidencias de la tnfluencla oplacea han sldo
también muy indirectas. Se observé una correlacidn entre los niveles de
asociacldn a receptores oplaceos y medidas de depresién especlalmente en
episodios halucinatorios (Olson et al, 198%3). En contraste, se ha gbservado
tamblén, que los niveies de leu-encefalina y met~encefalina inmunoreactivas
se encuentran aumentados en el cuerpo estriado y nicleo acumbens de la rata
después de 1a administracidn de antidepresivos (DeFelipe et at., 1985) y el

tratamiento neuroléptico administrado a pacientes con desérdenes afectivos
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produjo niveles elevados de met-encerélina en plasma (Masnaim et al,, (985).
La administracidon de naloxona no produfo cambio en el estado de anime en
paclentes depresivos (Volavka et al., 1977), pero ia naltrexona sl produjo
efectos indeseables como hostilidad, depresién y ansiedad (Clson et al,
1985). Estos resultados nos permiten concluir muy poco sobre el papel que

Juegan los opidceos en la depresion.

Se han realizado también, algunas Invest!gaciones para encontrar una
pesibie relacién entre los opldceos y los nifios autlistas o coh otros problemas
psicéticos. En este contexto, se reportd que hubo una alta correlaclén entre
nifios psicédticos y grandes concentraclones de B-endorfing; esta correlacion
resulté mas significativa cuando se trataba de nifios con tendencias a
conductas autodestructivas (Gillberg et al, 1985; Terenlus et al,, 1979) La
conducta de atiodestruccion en un paciente con un severo retraso mental se
Inhibl6é con la administracién de naltrexena (Herman et ai., 13853), 10 que
apoya la influencia de los cpiaceos sobre estas conductas, En general, todas
las Investigaciones de ta Influencia de los opidceos scbre los desordenes

mentales son todavia muy confusas,

Por ditimo vamos a considerar {3 Influencia de jos opldceos sobre ia
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actividad locomotora, funcién de especial importancia para este trabajo.
Tanto los opidceos enddgenos coma los exdgenos tiemen efectos
bidireccionales sobre la actividad general. Estes efectos incluyen
componentes depresivos y estimulantes. A bajas dosls de morfina se proguce
una excitacién inicial sequida de un retorno al estado basal de 1a actividad
motora. La administracidén de altas dosis produce efectos bifaslcos; una
depresion inicial de 1a actividad (probablemente 12 que se ha relaclonado a la
catatonia), seguida de un periodo de hiperactividad. La duracion del efecto
depresivo aumenta en funcidn de la dosis de morfina (Brady y Heltzman,
1980), Los cambios de 1a actividad locomotora con !a administracién de
morfina tamblén varian en funcidn del periodo del ciclo luz-obscuridad en el
cual se administra (Agmo y De Avila, 1985; Brady y Holtzman, 1980; Joyce et
al., 1981; Frederickson et al, 1982, 1977).

Los efectos Investigados con agonistas opiaceos, han reportado que la
morfina aumenta la conducta locemotora en ratas y/o ratones cuando es
administrada intraperitonealmente, directamente en el area tegmental
ventral o en la substancia nigra, ademas de tener efectos bifasicos enratas y

hamsters (Frederickson et al, 1977; Brady y Holtzman, 1981; Galina y Amit,
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1985; Kavaliers y Ossenkopp, 1985). La herofna y anfetamina inyectadas
intraperitonealmente también presentaron estos efectos estimuiatorios,
siendo todos elles reversibles tante con naloxoha como coh otros
antagonistas (Swerdiow et ai., 1985). DALA también aumenta la actividad
cuando es administrada en 12 zona tegmental ventral (Kalivas, i985) o en el
nicleo acumbens (Kalivas y Brenson, 19B85), mientras que DADL inyectado
directamente en el ndcleo acumbens produce una respuesta bifasica de

hipoactivigad seguida de hiperactividad (Havemann y Kuschiasky, 1985},

Los resultados con los antagonistas concuerdan en e} hecho de que 13
mayorfa de eltos disminuyen los niveles de actividad en varias especies
Incluyendo las ratas {Schnur, 1983}, aunque sus formas cuaternarias no
tienen ningin efecto (Schaefer y Michael, 1983), indicando 12 existencia de un
mecanismo central. Sin embargo, existen reportes sobre ausencia de efectos
e Inclusive sobre efectos excitatorios (Ukal y Kameyama, 1985; Olson et zl.,
1985; Lowy et al., 1985) con la administracién de haloxona en algunas pero no

en todas las especies, como tigres y changos (Bfllington et al.,, 1985).

Los mecanismos bajo 10s cuales operan los opiaceos para ejercer sus
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efectos sobre la locomocion adn no estan claros. Existen muchas hipdtesis
basadas principalmente en los circultos que contienen endorfinas y estédn
involucrados en estas conductas. La mayoria de los autores (Fink y Smith,
1980; Moore y Bloom, 1978; Agmo y De Avila, 1985; Joyce et al, 1981;
Swerdlow et al., 1986) sugleren que puede haber una accién encefalinérgica
importante en el sistema mesolimbico. Lo anterior se basa en el hecho de que
existen altas concentraclones de encefallnas en regiones cercbrales que
contlenen tamblén a varlas neuronas catecolaminérgicas. Especialmente, se
han encontrado altas densidades de leu y met-encefalina asi como de
dopamina en el drea ventral tegmental y en el nicleo acumbens (Sar et al,,
1978; Wamsley et al,, 1980). E} &rea ventral tegmental tiene proyecciones
axdnlicas ascendentes hacla varias estructuras limbtcas, formando asf a los
sistemas dopaminérgicos mesocorticales (area medial prefrontal, corteza
cingulada y corteza entorrinal) y mesolimbicos {séptum, tubércule olfatorio,
nicleo acumbens, complejo amigdaloide y corteza piriferme). El sistema
mesolimbico tiene funciones fmpertantes tanto en conductas exploratorias
como en tas de locomocion (Fink y Smith, 1980; Pert y Sivit, 1977).

Existen ademas, varias evidencias farmacoldgicas y conductuales que
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apoyan el hecho de que estas Interacciénes entre los sistemas
dopaminérgicos y encefalinérgicos en el sistema mesolimbico constituyen
uno de los substratos neuronaies mas importantes de 1a conducta locomotriz.
La inyeccidn de DALA, en el drea tegmental ventral, demostré un incremento
en 1a actividad motora (Joyce et al,, 1881; Broekkamp et al, 1979; Kelley et
al, 1980) que es reversible con naloxona {(Joyce et al, 1981). La
administracion de morfina en €1 nicleo acumbens produce también, un efecto
estimulatorio sobre la actividad locomotriz que puede ser bloqueado con
naloxona o con haloperidol (Pellar et al, 1977). Adiciohalmente, se ha
demostrado que en el niclep ‘acumbens, varios antagonistas dopaminérgicos

producen un incremento importante de encefalinas (Hong et al,, 1978),

El niclec acumbens ha sido propuesto como la principal estructura
responsable de ios efectos de activacidén conductual de los opliceos y de
otros estimulantes debido a que recibe proyecciones V\imbicas de 1a amigdala,
hipocampo y corteza cingulada {Khachaturian et al, 198S), y se encuentra
inervado ademas, por fibras extrapiramidales de neuronas dapaminérgicas del
cerebro medlo. La informacién integrada de 105 circuitos limbicos y
extrapiramidales es llevada a través de 12s flbras GABA-érgicas eferentes

que se proyectan desde el nmicleo acumbens hasta el globo palido, para
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contlucir finalmente la informacidn a los circuftos motores inferfores

(Swerdlow et al., 1086).

£] globo palido es, a su vez, una estructura rica en receptores opidceos
(Bradley et al, 1976; Atweh y Kuhar, 1977} y en terminales encefatinérgicas
{wamsley et al, 1980) y se encuentra inervada ademas por neuronas del
estriado que forman una gran proyeccion estriadopalidal {Cuelio y Péxinos,
1978; Swedlow et al, 1986). En esta reqlén se ha encontrade que 105
aplaceos tamblén inducen cambios en la locemocion. Inyecciones de DALA y
de D~ala2-D-leuS-encefaling producen un Incremento en ia respuesta motora,
mismo que puede ser antagonizado con naloxona {(Joyce et al, 1581). €1 globo
palldo contlene ademas a varias neurohas gabérgicas que parecen particlpar
en 10s mecan{smos fnhibltorios de la conducta locomotera, producides por 105
antagonistas opiaceos (Swerdlow et al.,, 1986).

Agmo y Tarasco (1985) Investigaron 1as Interacciones entre GABA y
naloxona en el control de 1a actividad locomolaora de la rata. Estos autores
sugleren que ciertos mecanismos GABA-érgicos participan en 12 inhibicidn de

Ya locomecién causada por la naloxon2 basandose en el hecho de que dos
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sugieren gque clertos mecanismos GABA-érgicos participan en 1a inhibicidn ge
1a Iocompclén causada por !a paloxona basdndose en el hecho de que ¢os
antagonistas del receptor GABA (bicuculina y picrotoxina) fueron capaces de
inhiblr los efectos Inhibitorios de la naloxana. Ademas, se cbservo que 1a
naloxona potencid el efecto del baciofén (agonista GABA-érgico) refiejandose

en una fuerte inhibicidn de 12 conducta locomotora,

En resumen, el sistema mesolimbica y en particular el nucleo acumbens
ha sido propuesto por numerosos autores como el principal substrato
neurcnal de 13 iniciacién del movimiento y de 13 locomocién (Carey, 19B3;
Johnels, 1982; Olson, 1985), mientras que el cuerpo estriado y en especial el
globo paildo se encuentran mas involucrados en el tono muscular y 1a rigldez
(Johnels, 1982; Barbeau, 1978; Joyce et al, 1981), aunque también tienen
funciones principalmente Inhibitorias sobre 1a conducta locomotriz.
Adicionalmente cabe menclonar que los efectos de las endorfinas sobre la
conducta tocomotora dependen de 1a Interaccidn de estas substancias con 1as
neuronas GABA-érgicas y/o dopaminérgicas.

£n la actualidad no existe un papel funclonal definido para las
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endorfinas. Aun asi hay suficientes datos que apoyan que ias endorfinas del
SNC, ya2 sea que se consideren como newotransmisores 6 Como
neuromoduladores, regulan varfas respuestas al dolor y adiccidn, asi como
multiples aspectos motivaclonales ¥ emocionaies de fa conducta {incluyendo
2 1a parte Jocomotora de ésta). Menos substanciales son las hipétesis sobre
13 Influencia de las endorfinas en la actividad sexual, plécer‘. y otras

funciones propuest as.
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CAPITULO Y

MANIFESTACIONES DE LOS RITMOS
ENDOGENOS SOBRE LAS ACCIONES OPIACEAS

Como ya mencioné previamente, muchas de las variaciones y efectos
contradgictorios hasta ahora encontrados en 1as acclones de 1os oplacegs han
sido atribuidas a los ritmes enddgenos bajo los cuales operan los

mecanismos Involucrados en estas acciones.

Estos ritmos se han hecho aparenies bajo una gran cantidad de
condiclones experimentales incluyendo estudlos a nivel bloguimico. Las
investigaciones sobre ritmos se han realizado con varfas substancias

quimicas, incluyendo neurotransmisores y neuromoduladores,

Se han visto cambios diarios en la funcién cerebral que contribuyen a
muchos fenémenos conductuales importantes. Vartos estudios han indicado
Tluctuaciones diarias en el metabolismo de 1a dopamina (QA) en el cerebro de
mamiferos {Lemmer y Berger, 1978; Owasoyo et al., 1979; Simon y Georg,
1975). Ademas, se han observado ritmos diurnos en 10§ receptores
catecolaminérgicos de algunos te]idos. Se han reportade fluctuaciones
diarias tanto en respuesta a agonistas, como a antagonistas de la dopamina.

Se observaron los efectos de sedacién ciclicos de cloropromacina,
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tetrabenzina y haloperidel. Campbell et al, (1982) llegando mas lejos,
mostraron que hay cambies circadianos significativos en la respuesta
cataiéptica al haloperidol con un maximo en la mitad del periodo de luz (4
p.m.} y un minime en la fase obscura (4 am.). Estas condiciones son adn
constantes con el ciclo revertido o bajo situaciones de luz U obscuridad

continuas,

Karka et al, (1983} mostrarcn que en el cerebro de la rata existen
ritmos diarios en el nimero de receptores Beta-adrenérgicos, muscarinicos,
colinérgicos, dopaminérgicos, opidceos y de benzodiacepinas. Los ritmos en
estos experimentos eran generados endbgenamente y eran circadianos. Las
caracteristicas de 105 ritmos tamblén estaban lnr]uencladas por camblos
anuales. Estos autores sugleren ademas, que en la corteza €l ritmo
circadiano de 1a norepinefrina, ya demostrade por varios autores, es una
respuesta biolégica 2 los ritmos circadianos de los receptores Alpha y Beta-

adgrenérglcos.

Aun no existen muchas mds evidenclas de ritmos en todos los

neurotransmisores ¥y en muchas otras substanclas endégenas. Aquf me
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fimitaré a hablar de los hallazgos mas sobresalientes de los ritmos

relacionados con 1os oplaceos.

En el 1iquido ceralorragquideo y el plasma de animales y humanos se han
observado ritmos diurnos en 10s niveles de péptidos opiaceos (Clement-
Jones, et al., 1980).

Kerdelhue et al., (1982) reportaron variaciones circadianas en las
concentraciones de Beta-endorfina en la pituitaria y otros nicleos cerebrales
de ratas adultas. Entre otros resultados, estos autores encontraran que los
valores maximos de la Beta-endorfina se registraron durante 1as primeras
horas de obscuridad de un ciclo de 24 horas (12 de uz y 12 de ebscuridad).
£stos resultades coinciden con reportes de un maximo en 12 actividad
lacomotriz a estas mismas horas.

En 13 conducta de lococmnocifn otros estudios también han reportado
ritmos circadianos con un minimo en l1as primeras horas de vz y un maximo
durante 1as primeras horas del periode de obscurldad (Spiteri, 1962). Estas
variaciones se deben muy probablemente a los camblos correspondientes en

las concentraciones de opiaceos cerebrales, ya que estas muestran
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variaciones circadianas similares.

Baydn y Antén (1985) estudiaron los ritmos diurnos de 1a liberacién in
vivo de encefalinas en el globo palido. Estos autores encontraron un ritmo
diurno en 1a liberacién de encefalinas y de GABA ya que 10s sistemas GABA-
érgicos parecen estar controlando la liberacién de encefalinas en esta regién.
La liberacién de encefalinas aumenta mientras que la de GABA disminuye
hacla las Gltimas horas de 1a tarde (4:00 p.m. 2 10:30 pm.}. Dado que 1a rata
presenta sus méx{mos_ritmos de actividad durante las primeras horas de
obscuridad, lé transmisidn coordinada encefalina-GABA, en el globo péalido
representa un eslabdn importante en el control neural de los ritmos de

actividgad motora en la rata.

Sobre 1a accién analgésica producida por cpiaceos existen también
evidencias de ritmos circadianos. Oliverio, (1982) enconlré varlaclones
circadianas en la reactividad al dolor, y lo que es mas interesante, es que
encantré estas mismas variaclones en la modificacién Sobre estas
respuestas producida por la morfina. El autor propone un sinergismo entre la

morfina y los opidceos endbgenos. Este fendmeno depende de ias variaclones
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de las endorfinas segun el periode del ciclo Juz-obscuridad. Estos resultados

han sido corroborados por varios autores (AKIl1, 1984, Olson, 1982).

Con anterioridad Frederickson et al, (i977), ya habian propuesto
ritmos en Jas respuestas al dolor. Estas hipétesis se basaron en el hecho de

que la hiperalgesia indycida por 1a naloxona, sigue un claro ritmo diurno.

E) papel de] estrés, Influenciado por los opiaceos, también tiene una
activacion diferencial regida por un ritmo circadiano (Akil et al., 1984).

Los antericres son, en resumen, los estudics mas significatives que

sustentan Ja hip6tesis de trabajo de esta investigacidn.
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CAPITULO IV

TRABAJO DE INVESTIGACION

1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como expliqué previamente en el capituio |, 12 actividad ambulatoria de
larata demuestraunaclararitmicidad circadiana con un maximo durante 1as
primeras horas de cbscuridady un minimo durante las primeras horas de luz
Ademas, en el capitule Il se discutleron aigunas evidenclas sobre !a
ritmicidad en 1a concentracién de opidceos enddgenos que parece coincidir
con el ritme de actividad ambulatoria. Esta coincidencia puede ser
meramente casual, sin embargo, se han presentado varios datos indicando que
aumentos productdos artificlaimente en el nivel de oplaceos en varlas
estructuras cerebrales, incluyendo al globo palido, al nicteo accumbens, al
sépto medial. y a el area ventral tegmental, estimulan la actividad
locomotora de la rata. En vista de lo anterior, es poslble que esta
coincidencla en la ritmicidad de las concentractones de oplaceos y 12
actividad locomotora represente una relacidn causal, de tal mado que los
niveles de opidceos endbégencs sean un determinante del nivel de actividad

locomotora.
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£€s un hecho blen conocido, que un xenobidtico tiene sus efectos
maximos cuando la funcién afectada ast como las concentraciones de la
substancia enddgena controladera de dicha funcign, se¢ encuentran en un
minimo. ESto impiicaria que con 12 administraclén de morfina se obtuviera
un mayor efecto en 1as primeras horas de luz, cuando 1as concentraciones de
endorfinas se encuentran en sus piveles minimos; de 1a misma manera que se
esperaria un efecto menor en 1as primeras horas de obscuridad cuando tanto
las concentraciones de endorfinas corﬁo ia actividad se encuentran en sus
‘maximos niveles,

Los efectos de 1a morfina sobre 12 1ocomocion varian segin 13 dosis que
se administra: las altas dosis de morfina producen un efecto bifasico (una
inhibicién inlcial seguida de una estimulacion de l1a actividad locomotora).
Las bajas dosis, por su parte, producen un efecto monofasico que consiste de
una estimulacién sequida de un retorno al estado basal de actividad. Esta
respuesta bifasica provocada por altas dosis podria constituir una dificultad
en la interpretacidn de los efectos. Por esta razén serad necesaria 13
administracion de dos o mas dosis de morfina, para hacer un estudio sobre 1a

ritmicidad de sus efectos.

p OEBE
‘i.s\? “‘ES\%J\ “‘S\E}L\ﬁﬁﬂk
Sh
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En el presente trabajo se procedié a estudiar los efectos sobre la
locomocion, de dos dosis de morfina administradas en cuatro diferentes
fases del cicio luz-obscuridad, con el fin de encontrar un ritmo ciracadiano
en dichos efectos,

2 METODO

2.1 SUJETOS

Se utillzaron 120 ratas machos de 1a cepa Wistar cuyo peso oscilaba
entre los 250 y 400 gramos, provenlentes del biloterio del Instituto de
Fisiclogia Celular de ta Universidad Nactonal Auténoma de México.

Una parte de estos animales fué mantenida bajo un ritmo artificial de
luz-obscuridad (12 horas). La otra parte se encontraba bajo un ritmo de iuz
natural. Todes los animales tentan acceso libre a alimento comercial
(Purina) y a agua de la llave.
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2.2 DISENO EXPERIMENTAL

Los animales fueron asignados a 10 grupos con doce animales en cada
grupo y a su vez los grupos fueron asignados a diferentes horarios de

observaclon como se flustra en el esquemna N2 3,

CICLO DE 24 HORAS
|l—|—| R A A :
0 | 2 3 4 5 8 7 £ Q1011 1213 14 (S 16 17 19 19 20 21 22 23 24
[T
EEE)

Grupos de 10 mg/Kg
Grupos de 5 mg/kg
Grupos de 2.5 mg/Kq

Esquema N 1: Asignacibn de Jos grupos de Fates a los cuslro horsrios da cbsarvacibn: primeras
horas de luz, O)limas horas de luz, primeras horas de obscurldad y Dtimas horas da obscurtded.

La hora 0 en el esquema, se refiere a 1a primera hora de luzy Yahora 12

a la primera hora de obscuridagd.

81



TRABAJO DE INVESTIGACION

2.3 APARATO

La actividad motora se midid utilizando una caja de acero cilindrica
(61.0 cm. de dtametro y 3B.1 cm. de altura} equipada con 6 foloceldas
cubdertas por filtros infrarojos, situadas 2.5 cm. arriba del piso de re]illas.
La actlvidad de !a rata se reflejé como Interrupciones del rayo, y se registré
por medio de un contador colocado afuera del cuarte de abservacion. Para que
una Interrupcién fuera registrada en los contadores, se requerfa una duracién
minima de 250 mseg. De est2 manera, movimientos répidos y pequeiios no se
registraban, por ejemplo coletazos o movimientos para rascarse, es decir,
que la medida obtenida refleja fundamentalmente actividad ambulatoria.
Para 1os fines de este experimento se disponfa de cuatro cajas de actividad:
dos colocadas en el cuarto con ritmos de luz contralada y dos en el cuarto de

ritmo de luz natural. -

2.4 PROCEDIMIENTO

Antes del tratamiento, los animates fueron habltuades al aparato

durante tres sesiones de 10 minutos cada una.
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Para Tines practicos, 1a administracion de la droga se realizo a los
grupos de animales mantenidos en el cuarte de ritmo de luz controlada,
excepto el de 1as primeras horas de luz (1-3), para el cual se usaron ratas en
el cuarto con ritmo de luz natural. En este 0Itimo caso Se procurd {niclar e

experimento exactamente una hora después de que apareclera el sol.

En 1a primera sesion experimental, para cadé una de las dosis y de los
horarios se administrd morfina intraperitoneaimente {(clorhidrato de morfina
proporcionado por ta Oficina de Control de Estupefacientes y Narcdticos de la
Secretaria de Salud), disuelta en NaCi fisiotégico, en un volumen de | ml por

Kg de rata a 1a mitad de los animales y NaCl fisioldgico a 1a otra mitad,

En la segunda seslén experimental, 48 horas después, se administro
NaC1 a los animales anteriormente tratados con morfina y viceversa. En vista
de 10 limitado del horario ¥ del nGmero de cajas de actividad, se observaron
habituaimente a 4 animales por sesién. Después de haber observado a 4
animales con un horario y una dosls, se cambiaron aleatoriamente los
horarios y las dosis para evltar posibles influencias de ritmos estacionales.
Asi s¢ procedio hasta que cada uno de los grupos tuviera 12 animales, Ningdn

animal fué inyectado mas de una vez con morfina, para evitar los efectos de
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tolerancia a l1a droga.

Las dosis arriba mencionadas se refieren a clorhidrate de morfina y no

a morfina,

Inmedlatamente después de 1a Inyecclon, 1a rata fué introducida a la
cajade actividad. Una vez colocada la rata dentro de 1a caja de actividad, se
tomaron registros durante una hora dividida en 6 segmentos de 10 minutos

cada uno.

2.5 ANALISIS ESTADISTICOS

Por cada dosis y cada horario, se efectué una ANOVA para medidas
repetidas con dos factores: tratamiento (morfina y NaCl) y segmento (del
primero al sexto). En los casos donde existié una interaccion significativa,
se reallzé una prueba t para medidas repetidas para comparar 105

tratamientos en cada une de los segmentos.
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3 RESULTADOS

3.1 EFECTOS DE LA MORFINA SOBRE LA LOCOMOCION
EN LAS PRIMERAS HORAS DE LUZ
Como se puede apreciar en la tabla N? 1, con un2 dosis de 5 mg/Kg el
efecto principal del tratamlente no fué significative. Tampoco hubo una
lryteraccldn signiricativa entre tratamiento y segmento. Los resultados se

encuentran llystrados en 1a grafica Ne 1.

ANOVA pera med|das repelidas da dos factores
A: 2 grupos B: minulos
Fuenle de Gredea da Sutma da Cuadrados
_ Lihertpd  Cuadrados _  Plediny
Sub-grupos A 143.490.410 13,499,128
A 1 8.507 8.507
B 5 107,429.618 21,485 924
AxB 5 41,052.285 08,210 457
Error 132 | 845310583 6411444
Total 43 994,000.993
Fuente de
_— verlaciin F Probebilidsd
A 0.001 p?.25
B8 3351 005 cpi OF
AxB 1.241 p».25

Tabls N* 1: Andlisis de varfanre de los dstos obtenides con morfine 5.0
my/Kg an las primeras horas de luz.
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Grifica N¥ 1: Actividad do las ralas tralades con morfine y NaCl
en |as primeras horas de luZ con una dosls de 5.0mg/Kg.

Con )a dosis de morfina de 10 mg/Kg, tampoco se observa una
diferencia signlificativa entre los tratamientos, pero s! una Interaccién
significativa entre tratamiento y segmento (tahla N? 2). Se procedid a
reattzar una prueba t entre los tratamientos en cada uno de los segmentos
encontrandese una reduccién significativa de l1a actividad en el primer
segmente (t;, = 6.56; p <.0005) y una estimulac(én significativa en el Gitimo
segmento (t;, = 2.28; p < .025). En [a tabla N¢ 2 se pueden apreciar estos

resultados.
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ANOVA para medidas repatidas de dos feclorss

A1 2 grupos B: minutos
Fyenta de Grados de Suma de Cuadrados
Cuadeados
Sub-grupos 11 256,236.056 23,294.187
A ] 20.250 20.250
B S 139,515.222 27,903.044
AxB 5 1t6,700.583 23.340.137
Error 132 500,386.633 3,790.809
Tolat 143 756,622.889
Fuenls do
F Probpbilidad
A 0.00% p».25
B 7.261 p & 0001
AxB 6.157 p £ .0001

Tabla N® 2: Analisis da varianza de Ins datos cblenides con morfina 10.0
mg/Kg en las primeras hores de Juz,
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(FepL#20105 SB| AP Shoddndinug)
pepLanoy

Griéfice N® 2; Actividad de las ratas tratades con morfina y NaCl

en las primeras horas de luz con una dosis de 10.0mg/Kg.
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3.2 EFECTOS DE LA MORFINA SOBRE LA LOCOMOCION
EN LAS ULTIMAS HORAS DE LUZ

La dosis de > mg/Kg carecid de efecto. (tabla N? 3 y gréafica e 3). La
dosis de 10 mg/Kg tamblén carecid de erecto. (tablaN? 4y grafica Ne 4),

ANOVA para medidas repetidas da dos faclores
A: 2 grupes 8: minutos
Fuenla de Gradas de Suma da Cuadrados
__Varlacibn Libertad Luadrades ledios
Sub-grupos 11 161,000.354 14 636.395
A 1 11,862.840 $1,062.84
B 35 133,226 896 26,645.379
AxB S 15910618 3,182.124
Error 132 421417083 3,192.554
| Tolat 143 582,417 438
Fuenls de
— Varisgidn F Probabilided
A 3.716] 05¢p¢.i0
B B.346 p ¢ 0001
AxB 0.997 p>» .25

Table Nt 3: Analisis do varianza de fas dalos obtenidos con marfine 5.0
mg/Kg en 1as Hlimas horas de luz,
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GréficaN* 3: Actividad de lss rales traladas con morfing y NaCl
on las Gitimas horas de luz con una dos!s de 5.0mg/Kg.
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ANOVA pars madidas repetidas de dos factoras
A: 2 grupos B: minutos
Fuenta (g; Ct'adu: ? cSuma dn Cuadrades
ihorte usdrados
Sub-grupos 11 182,742.089 16,612.990
A 1 2,384,694 2,384.694
B ] 178,426 722 35685344
AxB 5 1,931 472 3B86.294
Error 132 374,762 000 2.5839.106
Tolal 143 557.504.880
Fuento do
—~Yariacibn F Probabitidad
A 0.840 p2».25
B 12,869 p 5 .0001
AxB 0.136 ps 25

" Tabla KU 4; Andlials de varisnza de los datos obtenidos con marfing 10.0
mg/Kg en las Gltimas horas de luz.
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Gedfica N® 4: Aclivided de las ratas traladas con morfine y NaCl
en 1as Gitimas horas de luz con una dosls de 10.0mg/Kg.
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3.3 EFECTOS DE LA MORFINA SOBRE LA LOCOMOCION
EN LAS PRIMERAS HORAS DE OBSCURIDAD

En vista de que en este horario hubieron efectos tanto con 1a dosis de
10 mg/Kg como con 12 de 5 mg/Kg, Se procedioé a Incivir una dosis mas: 2.5
mg/Kg. Sin embarge ésta no tuvo ningln efecto {ver tabla N? S y grafica
Ne 5),

ANOVA paramodidss repetidas ds dos fectores
A: 2 grupos B: minutos
Fuente de Grados da Suma de Cuadrados
Yariacidn Libering Cyndrados Medips
Sub-grupes 11 54,326 833 4.638.985
A 1 t,406.250 1,406.250
B S 42,66 4.000 8,532.800
AxDB 5 10,258.503 2,051.717
Error 132 263,198.167 1.993.925
Tolsl 143 317,527.000
Fuenle de
Veriscifn F Probabitided
A 0,703 p».25
B 4.279].0001 cp s OO
AxB 1029 p.25

Tabla N® 5; Andlisis de varianzs ge [os dalos oblenidos con morfina 2.5
mg/Kg un ias primeras horas de obscuridad,
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(S*pL#a03ey St 2P SHpddRIIU)
PEPLAN Y

Minutos

Griflca NT 5: Aclividad de las ralas Lreladas con morfine y NaCl
sn 1as primeras horas de cbscurldad con una dosis de 2.5mg/Kg
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La dosls de S mg/Kg produjo una inhibicién significativa sobre la
actividad locomotriz. Ademas se obtuve una interaccion significativa entre
tratamiento y segmento. (tabla N? 6). La prueba t demostré una inhibicién
significativa en los primeros tres segmentos {t,, = 441; P ¢ .005; t,, = 2.89;
p <.01; ty, = 222; p <.025 respectivamente). No hubo ninguna diferencla

entre los tratamientos en los tres Gitimos segmentos {grafica N¢ 6),

P

- ANOVA prra medidas repetidsa de doa laciores
A: 2 grupos B: minulos
Fuenie de Grados de Suma da Cuadrados
Mariacidn Libertad Cysdrados Hedios
Sub-grupos 11 129,369.916 11,760.901
A 1 49 224 818 49224818
B S 42 275 669 B8.455.174
AxB i) 37,869.229 7.573.845
Error 132 276,002.173 2,090.926
Totsl 143 405,572.089
Fuente de
—Varigcidn L Probabilidad
A 23.542 p £ 0001
8 D44 ].0000 <p ¢ 005
AxB 3.622 |.0001 <p g 0OS

Tabla Nt 6: Andlisis de varisnza de los datos chlenidos cen morfina 5.0
my/Kg en 143 primeras horas do obacuridad,
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Grifica N? 6; Acthvidad de [as ralas tratadas con morfine y NaCl
en (a5 primeres horas de obscuridad con una dosis de 5.0mgsKg.
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La dosis de 10 mg/Kg no tuve ninguna diferencia significativa entre los
tratamientos, pero si una interaccién significativa entre segmentos (tabla N2
7). La prueba t demostrd una Inhibiclén significativa en el primer segmento
(t,y = 2.43; p ¢ .025) y una estimulacidn significativa en el Gltimo segmento
{ty, = 2.27; p <.025) (ver grafica Ne 7),

ANOVA pera medidas repatidas de dos faclores
A2 grupos B: minytos
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
Varincitn Liberlad Cundredos
Sub—grupas 1 122 696.139 11,154.194
A 1 2,686.694 2,686 694
B 3 90.256.308 18,051.261
Axb 5 29,753.139 5.950.628
Error 132 243,350.500 1,843 564
Tolal 143 366,046 633
::Iuen“gdﬁ; F —Probshili
aris rol Ll
A 1.457] . 10¢p¢ .25
B 5.792 p £ 0001
AxB 32281 005<p1 .0t

Tabla N* 7: Anétists de varlan2a de los datos oblenldes con morfina 10.0
mg/Kg an 1as primaras hores de abscurldad.
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Gréflca N 7; Actividad de 1as ratas tratadas con merfina y NaCl
sn 85 primores horas de cbscurided con uns dasls de 10.0mg/Kg.

3.4 EFECTOS DE LA MORFINA SOBRE LA LOCOMOCION
EN LAS ULTIMAS HORAS DE OBSCURIDAD

Como también en esté horario se obtuvieron efectos con 1as dosis de 5
mg/Kg y 10 mg/Kg, se empled también una dosis de 2.5 mg/Kg. Con esta
. ditima, no hubo ningun efecto principal, pero si una Interaccidn significtiva
entre segmentos (tabla N? 8), La prueba t mestrd una inhibicidn significativa

en los primeros dos segmentos (t;, = 3.95; p < .005; ty, = 3.31; p ¢ .005
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respectivamente) y una estimulaclén en el ¢itimo segmento (ty, = 2.14; p <
.025) (ver grafica Ne B),

ANOVA para medidas repetidas da dos feclores
A: 2 grupos B: minutos
Fuenle de Grados de Suma de Cuadrados
Thm Liberts) _Cuadrados Hadios
Sub-grupos 11 143,222,576 13,020.234
A 1 4,703.674 4703.674
B S 92 526.201 18,505.24Q
AxB S 45952.7¢1 9,198 .540
Error 132 387,322,083 2.934.258
Tolsl 143 530,544 660
Fuenle de
F Probabildad
A 1603} 10<pg.25 -
B 6.307 p 4 .0001
AxB 3.135]| 01 ¢p1.025

Tabla N B: Analisis de varianza de los datos cblenidos con morfing 25
mq/Kg en las Oltimas horas de obscuridad.
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Grifce NY B: Actividad do las ralas tralades con morfina y NaeCl
on las Gitimas horas de obscuridad con una dos!s de 2.5mg/Kyg.
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Con la dosls de 5 mg/Kg se observé una diferencia significativa entre
tratamientes asi como uha interaccion entre tratamiento y segmento (tabla
N& 9). La prueba t demostré unicamente una Inhibleién en &l primer segmento
(ty, = 3.53; P <.005) {ver grafica N2 9).

ANOVA para medidas repatides de dos faclores
A: 2 grupos B: minulos
Fuenle de Grados de Sumna de Cuadrados
——Liberted __ Cusdeados
Sub-grupos 11 40,457 369 3,676.126
A 1 6,293.778 6.293.770
1] 5 13,089.639 2,797.928
AxB 5 20,153.972 4.030,794
Error 132 157,189.167 1,190.827
Total 143 197,626,556
Fuenle de
__Varinchin E Probabilided
A 5285 01 «cpg 025
B 2350 025 ¢px .05
AxB 3.385] 00S«py 01

Tabla N® 9: Anéliais de varianza de los dales chienidos con morfina 5.0
mg/Kg en |as Giimes horas de obscuridad,
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Grifica NY 9: Actividad de 1as ralas tratedss con morfing y NaCl
an |85 Gittmes hores de obscurldad con una dosls de 5.0mg/Kg.
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Con 1a dosis de 10 mg/Kg también hubieron diferencias significativas
entre Lratamientos, asi como interacciones entre segmento y tratamiento
{tabla N® 10). La prueba t demostré una tnhibicién significativa en el primer
segmento {t,, = 478; p < .0005). No hubo diferencia significativa entre los
grupos en los sigientes segmentos (grafica N 10).

ANOVA pers medides repatidas da dos factores
A: 2 grupos B: minylos
Fuenle de Grados de Sumna da Cusdragoes
Variacidn Libortad Cusgradgs Hediog
Sub-grupos 1 159,195.003 14,472.280
A 1 20,8321 11 20832111
B S 97,961 833 19,592.367
AxD S 40.401.139 B8.080.228
Error 132 174,030 667 1,318 414
Tolal 143 333,225.750
Fuenie da
Varipcitn F P lids
A 15.801 |.0001 ¢ p t 005
B 14.861 ps 0001
AxB £.129 p 4 .0001

Tabta N¥ 10: Andlisis de varisnza de los datos cblenidos con marfina 10.0
mg/Kg eh las Gltimas horss de obscuridad,
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Grifica NY 10: Actividad da las ratas tratadas con morfina y MaCl
on las itimas horas de obscurldad con una dosls de 10.0mg/Xg.

[-]

3.5 RESUMEN DE LOS PRINCIPALES RESULTADOS

En vista de que se obtuvieron efectos fundamentalmente en el primer y
Oitimo segmentos, se elaboraron dos graficas en donde se aprecia la
diferencia entre tratamientoe control y tratamiento experimentatl para todas
las dosis y horarios en el primer y Gltimo segmento (graficas N? 11y N¢ 12

respectivamente).
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Grdflca H2 11; Diferencias entre tratamiento control y
trotom|ento experisentol observadas en el priser segaento.
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Gredflcg N2 12: Difersncias entre tratamiento control y
troloniento axparimental obsarvodas an #l Ultiec sageanto.

4 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se observd una clara ritmicidad en tos efectos de 1a morfina sobre la

actividad locomotriz dos!s-dependiente.,

La dosis de 2.5 mg/Kg tuvo efecto unicamente en las Ultimas horas de
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chscuridad, en donde demostrd un efecto bifasico parecide al que se obtuvo
con la dosis de 10 mg/Kg en las primeras horas de luz y en 1as primeras de

obscuridad,

Por otro lade, 1a dosis de 10 mg/Kg demostréd su efecto birasico muy
conocido, unicamente en ias primeras horas de luz y en las primers horas de
obscuridad. En las ditimas horas de luz carecid de efecto y en 1as Oltimas de

obscurldad presentd un efecto inhibitorio,

Es Importante observar que el mayor efecto de 1a morfina se obtuvo en
las Ultimas horas de obscuridad, un horario poco usado. Al contrario, las
primeras horas de luz son las pr_efertdas por los investigadores y es un
horario en el cual la rata demuestra una sensibilidd reaimente baja a la
morfina {en este horario 1a dosis de 10 mg/Kg mostrd un efecto bifasico que
se obtuvo con la dosis de 2.5 mg/Kg en las ditimas horas de obscuridad).
Estos datos nos sugleren que dificiimente se pueden hacer inferenclas en
relacion a loa efectos de diferentes dosis de morfina sobre 1a locomocion, sin
antes haber tomado &h cuenta como variable 1a hora en 1a que estas han sldo

adminfistradas,

Contrariamente a 1o esperado, 105 efectos de 12 morfina fueron mayores
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durante la fase obscura del ciclo luz-obscuridad, en donde tanto la actividad
locomotora como los niveles de endor{inas se encuentran en su maximo, Esto
nos hace pensar que la accidn de 1a morfina no solo depende de la actividad de
endorfinas en el sistema nervioso central, sinp que ademas depende de otros
factores enddgenos, por ejemplo, la cantidad de receptores opiaceos

d!sponlbles en las diferentes fases del ciclo.

Los ritmos circadianos se han encontrado en multipies receptores a
agonistas opidceos (Kafka et al, 1983; Frederickson et al, 1982). La
ritmicidad observada a traves de) perfodo de 24 horas, no se debe a cambios
en 1a afinidad, sino a camblos en 12 cantidad de receptores, y este ritmo se
asemeja a aquel que se ha chservado en las concentraciones de opliceos
enddgenos asf como en la respuesta locomotora,  Los anterlores, coinciden
con los datos obtenidos en el presente trabajo, donde la morfina tuvo sus
mayores efectos en el perlodo de obscuridad, cuando 12 cantidad de

receptores oplaceos se encuentra en sus maximos niveles.

Por otra parte, como se dijo en el capitulo Il, existe una noteria

Influencia inhibitoria de 1as neuronas GABA-érgicas sobre las
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encefalinérgicas que se refleja en la conducta locomotera. Antén y Bayén,
(1983), reportaron aumentos en 1a Viberacion de encefalinas y disminucién en
la 1iberacion de GABA en el globo palido de 1a rata, durante la fase obscura
del periodo luz-obscuridad, manteniendoSe asi una relaclon Inversa entre 1a
tiberacién de 1as dos substancias. Estes datos, también resuitan congruentes
con este trabajo en donde se observd que el efecto de la morfina sobre 1a
conducta locomotora de la rata fué minimo en las primeras heras de luz,
cuando GABA se encontraba en Sus maximas concentraciones y las endorfinas
en sus minimas, y viceversa.

Los resultados aqui observados, nos indican que ia variacién circadlana
en los efectos de la morfina sobre 1a locomocitn, es de hecho el resultado de
una compleja inleraccidn entré varios ritmos endogencs. Dichas
interacciones ocurren entre diferentes sistemas inhibitorios y exitatorios,
donde existen importantes variaciones tanto en las concentraciones de
neurptransmisgres como en 1as cantidades de receplores, Estos ritmos
pueden proporcionarnos una explicacién a 1as muitiples dlscrepancias
encontradas, entre diferentes labaratorios e investigaciones concernientes a

estos efectos,
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Muchos otros neurotransmisores asl como los receptores a los que s
asocian y las funciones a las que afectan, presentan variaciones circadianas
con caracteristicas similares a las observadas con los opidceos en este
trabajo (Karka et a),, 1983; Bruinink et al, Frederickson et al., 1977). Dichos
ritmos se han cbservado en mualtiples especies (Campbell et al., 1982; Rusak
y Zucker, 1975; Aréchiga et al., 1984) incluyendo a 1os humanos (Perty et al,,
V977; wher et al.,, 1983),

Lo antertor nos suglere que si en los cerebros humanos existen dichas
variaciones endogenas, capaces de Influir a tantas y tan variadas funciones,
los resultados de este y mditiples trabajos sobre ritmos, deberan tomarse en
cuenta en 12 administracién de las diferentes drogas con fines terapéuticos.
Tal serfa el caso de 1a naloxona, la cual como ya explicamos, se utiliza
frecusntemente en los hospitales psigquiatricos para el tratamiento de
algunos sintomas en pacientes ezquizofrénicos. Es probable que gran parte
del éxito en estos y otros tratamientes, dependa de 1a sistematizacidn de los

horaries en 10s cuales se administra 1a droga.

En términos generales, podemos concluir que en vista de que

efectivamente se observaron variaclones circadianas en los efectos de 13
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morfina sobre Ja lacomocién en la rata, los datos aqui presentados deberdan
tomarse en cuenta en investigaciones posterlores concernientes a estos

efectos.

5 RECOMENDACIONES

Como dije en la discusién, una de las razones por las cuales no se
obtuvleron los mayores efectos en las prtmeras horas de 1uz , es que en este
perlodo es cuando las cencentraciones de GABA se encuentran en sus niveles
maximes, inhibiende por 1o tanto, los efectos de 1a morfina sobre 1a conducta
motora. Tomando en cuenta que €1 cltado horario es el mas utilizado por tos
Investigadores, seria Interesante reallzar un experimentc similar al
presente, bloquendo ta liberacidn de GABA, en espera de obtener mayores

efectos de 1a mer{ina en las primeras horas de luz,

Ademas, de esta investigacidn se deriva 1a importancia que los ritmos
pueden tener sobre muitiples funciones cerebrales, por 1o que )as variaciones
circadianas deben ser una variable importante en 1los controles da

investigaciones sucesivas sobre mecanismos neurof isielogicos.
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