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Introduccion

I. ESTRES
1. PERSPECTIVA HISTORICA. DEFINICION.

El concepto de estrés aparece desde tiempos histéricos remotos, asociado
estrechamente con el témino dafio o lesién. Ya el filosofo natural griego
Empédocles (500-430 a.c.) sostenia que toda materia estaba constituida por
elementos esenciales (tierra, aire, fuego y agua) y de cualidades (calor, frio,
sequedad y humedad) y que se encontraban entre ellos a favor o en contra, Este
concepto de equilibrio lo extendié Hipocrates (460-375 a.c.) a la salud. Definicié
ésta como un equilibrio armonioso de elementos y cualidades de la vida. La
enfermedad, en contraste, era la consecuencia natural del desequilibrio. Hipécrates
también reconocid las respuestas adaptativas corporales al estrés estando estas
respuestas inscritas a las intrinsecas “fuerzas de la naturaleza™. (Singer, 1941)

Sydenham (1624-1689) avanzd més en el concepto de que la enfermedad es
la manifestacion de la reaccion del cuerpo a las fuerzas externas.

Sin embargo fié Claude Bernard (1813-1878) quien desarrollo €l término “mileu
interiewr” (medio interno), concepto por el cual los organismos vivientes
estabilizan sus ambientes internos, (Chrousos y cols, 1988)

Esta formulacion clasica sirvié para preparar el trabajo preliminar de Walter
Cannon (1871-1945) quien acufié el término “homeostasis™. Sus ensefianzas fueron
aprovechadas y desarrolladas por Hans Selye, quien introdujo el concepto de
“sindrome general de adaptacion”, por el cual todos los organismos responden al
estrés. Describié una secuencia de cambios patoldgicos originados en el organismo
cuando éste es sometido a diversos estimulos nocivos. Esta respuesta universal al
estrés se acompafia de una hiperplasia adrenal y respuestas adaptativas no
especificas. Selye también sugiri6 que un estrés no remitente por si mismo podria
dar como resultado enfermedades de adaptacion.

Selye definid tres fases en el estrés a las que denominé respectivamente; 1.~
redccién de alarma, caracterizada por hipertrofia adrenal, ulceracion de la mucosa
y atrofia del timo y tejidos linfoides; 2.- fase de resistencia o adaptacién, cuyas
manifestaciones pueden ser opuestas a las descritas en el caso de la reaccion de
alarma y 3.- fase de agotamiento, la cual sobreviene cuando la intensidad o la
duracién del estrés es excesiva. Por todo ello, Selye definid el estrés como la
respuesta inespecifica del organismo ante un aumento de las exigencias del medio
ambiente, y “‘estresantes” a los agentes responsables de dicha respuesta.

A pesar de lo seffalado, actualmente se han ido acumulando una serie de
datos que indican la existencia de un cierto grado de especificidad en la respuesta
al estrés. J. Manson (1971) criticé el concepto de inespecificidad inherente a la
teoria de Selye, y fué el primero en conceder una adecuada importancia a los
componentes psicolégicos del estrées.

En definitiva, el estrés constituye una alteracion del proceso homeostético
normal cuyo fin es favorecer la adaptacion al entorno, proporcionando estrategias
adaptativas al individuo.
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Infroduccion

La respuesta al estrés presenta un mecanismo evolutivo muy conservado
por el cual las células son capaces de responder y de defenderse de los posibles
cambios abruptos y aversivos que se produzcan en su ambiente.

El organismo responde al estrés regulando el medio interno, manteniéndolo
en unos niveles de funcionalidad adecuados que posibilitan su supervivencia.
Cuando las circunstancias estresantes desaparecen, el organismo vuelve a
recuperar su anterior estado de reposo, aunque si la respuesta es excesivamente
intensa o duradera puede que ya no sea posible el retorno a la situacién basal
configurimdose entonces un nuevo equilibrio bioldgico. {Axelrod y Reisine, 1984,
Welch, 1992)

2. MODELOS, ANIMALES Y PARAMETROS RELACIONADOS CON
El ESTRES,

Los animales de laboratorio han sido indispensables como modelos en el
estudio del estrés. Son numerosos los modelos experimentales disefiados con el fin
de estudiar el estrés. Estos se generan de manera sencilla en el animal de
laboratorio. A pesar de ello, cuando el fin Gltimo es obtener resultados
extrapolables al ser humano hay que considerar algunas limitaciones que restringen
en gran medida su utilizacion.

Se podrian hacer miltiples clasificaciones del estrés y los métodos para
producirlo, dependiendo de la intensidad del estimulo estresante, la duracién, la
edad y el sexo de los sujetos estudiados, etc. Existen también animales de
experimentaci6n, fundamentalmente ratas, que han sido manipuladas geneticamente
para responder de formas distintas al estrés.

De esta manera se puede distinguir entre estrés;
1. Agudo o cronico.
2. Leve o intenso
3. Constante o intermitente
4. Psicolégico o fisico
5. Farmacologico

Los métodos mas frecuentemente utilizados son los fisicos, entre los que se
encuentran;
1. Frio
Inmovilizacion
Aislamiento
Natacion forzada
Ejercicio en rueda
Deprivacion de comida
Bebida hipertonica
Choque eléctrico de la cola (tail-shock)
Choque eléctrico en las patas (Foot shock)
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Introduccion

También hay modelos experimentales que utilizan factores que provocan
alteraciones en el componente social o en la esfera emocional del animal como:

Hacinamiento (Armario y cols, 1984)

Aislamiento o deprivacion social (Gardiner y Bennett, 1977)
Estimulacién andiovisual (Galeno y cols, 1984)

Estrés psicosocial-Agresividad (Adams y Blizard, 1987)

. Aislamiento de las crfas de la madre en el periodo de lactancia (Kehoe y
cols, 1990)

I SR

Dentro de los métodos farmacol6gicos los més utilizados son:
1. Inyecciones intraperitoneales de Yohimbina, Ketamina, M-cloro-
fenilpiperazina, suero salino hiperténico, formaldehido.,
2. Inyecciones intracerebroventriculares (icv) de CRH o interleucinas (IL-
1, IL-6)
3. Inoculacién de gérmenes como E, coli o H. influenzae
4. Aspiracion de eter

Para la valoracién del grado de estrés se miden infinidad de parametros que
comprenden respuestas psicolgicas y fisiolégicas, entre las que se encuentran:

1. Alteraciones de la conducta y actividad locomotora

2. Incrementos de la presion arterial

3. Variaciones def eje HHA (medidas de cortisol plasmético, liberaciéon de
ACTH, beta-endorfinas y mRINA de POMC)

4, Variaciones del eje simpatico adrenal (medidas de catecolaminas y sus
metabolitos plasmaticos, urinarios v cerebrales)

5. La hiperactividad adrenérgica afecta a otros componentes celulares
como linfoquinas y la actividad citotéxica de células NK y a los
receptores para linfoquinas

6. Variaciones de otros péptidos (prolactina, NPY, sustancia P, factores de
crecimiento nervioso)

7. Alteracion de la funcién reproductora

8. Desordenes gastrointestinales, Uilceras

(Sutanto y De Kloet, 1994)

Las ratas que han sido manipuladas genéticamente responden de distinta
manera al estrés con pardmetros especificos de emocionalidad y muestran
diferencias fisiologicas endocrinas y no endocrinas, de conducta y de respuesta a
los farmacos. Algunas de las que han sido desarrolladas son las siguientes;

1. RHA (Roman High Avoidance) y RLA (Roman Low Avoidance), que
presentan cambios de conducta y del grado de consciencia al ser
sometidas a pruebas de estrés. Son anilogos a los humanos muy
ansiosos y a personalidades reprimidas. Presentan diferencias en el eje
HHA.

2. APOSUS (Apomorfina susceptibles), APOUNUS (Apomorfina no
susceptibles) que presentan diferentes respuestas del eje HHA. En
distintos ensayos unas tienden a la huida y otras a quedarse quietas. Esta
Gltima respuesta se correlaciona con la actividad roedora facilitada por el
agonista dopaminérgico apomorfina.
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Introduccion

3. Alteradas inmunolégicamente LEW/N y que padecen distintas
enfermedades autoinmunes. Presentan respuestas disminuidas a ACTH y
corticosterona,

4. SHR (ratas genéticamente hipertensas), son hiperactivas y presentan
respuestas anormales a ACTH, CRH y AVP. Sus controles las WKY
son menos activas pero sin embargo presentan mayor incidencia de
ulceras gastroduodenales,

(Sutanto y De Kloet, 1994)

3. SELECCION E INTERES DEL MODELO DE DEPRIVACION SOCIAL

Para la elaboracién del presente trabajo se ha elegido como método
inductor de estrés la deprivacién social o aislamiento social. La produccién de
estrés por este método estd basado en el caracter marcadamente gregario atribuido
a los roedores. La rata es una especie ideal para la aplicacién de este método
porque a la condicion de su caracter gregario se suma un comportamiento
territorial muy similar al observado en primates. (Brain, 1985)

El empleo de este modelo de estrés permite en primer lugar una aplicacion
homogénea del estimulo a todos los individuos de la muestra, ademés constituye
un estimulo de caracter moderado, esencialmente psicolégico, 1o que permite, en
cierta manera, equipararlo con determinadas situaciones de estrés que afectan al ser
humano posibilitando 1a extrapolacién de los resultados obtenidos.

Asi, en estudios realizados en nuestro laboratorio, en ratas aisladas, se ha
constatado que la elevacién de la presién arterial observada es reversible por
interrupcién del estimulo aversivo (resocializacién), sélo durante la fase inicial del
aislamiento (periodo menor de 30 dias), ya que cuando las ratas alcanzan un
periodo de tiempo de deprivacion social superior a los 30 dias, la resocializacion ya
no es capaz de restaurar en dichos animales los valores de presion sistolica elevada.
Paralelamente, otros estudios demostraban que si se administraba naloxona a las
ratas, dicha sustancia revierte el efecto sobre la presion arterial solamente en las
ratas socialmente deprivadas durante un breve tiempo, no en aquellas sometidas a
aislamiento por un tiempo superior a 30 dias. (Florentino y cols, 1987).

Por dltimo se ha demostrado que en situaciones de estrés psicologico se
produce una activacion del sistema opioide paralelo a un incremento en la presién
arterial (McCubbin y cols, 1988); asi pués resulta un modelo interesante de
hipertensién experimental permitiéndonos estudiar los efectos que provoca el
estrés psicologico sobre el sistema cardiovascular, efectos aun escasamente
conocidos.

4. RESPUESTA FISIOLOGICA AL ESTRES
La respuesta fisiologica al estrés difiere cualitativamente dependiendo de la
duracion del mismo. Los mecanismos que permiten fa reaccion inicial no son los

mismos que intervienen cuando el organismo se ve sometido a un estrés
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prolongado. Asi pués, en las formas de estrés agudo, donde la supervivencia
depende de una reaccion rapida de emergencia se precisa de una respuesta rapida y
breve, que se logra mediante la activacidn de funciones nerviosas o
neuroendocrinas; mientras que en las situaciones de estrés cronico, denominadas
por Selye “fase de resistencia”, en las que resulta mas adecuada la adaptacion al
estimulo, se produce una activacion o respuesta a largo plazo, de accidén mas
persistente como la que lleva a cabo el sistema endocrino,

A pesar de ello, tanto en el estrés agudo como en el cronico la alteracién
inicial que provoca el estimulo estresante es una activacién del SNC, el cual es el
encargado de poner en marcha los mecanismos que se mencionaron anteriormente,

En dltimo lugar se presentaria fa denominada “fase de agotamiento™ la cual
sobreviene si la intensidad o duracién del estrés es excesiva, produciéndose en
consecuencia un agotamiento de la respuesta y una disminucioén de la resistencia
del individuo.

4,1. ACTIVACION DEL SISTEMA SIMPATOADRENAL

La reaccion de emergencia o de alarma, asociada a formas de estrés agudo,
desencadena la accién conjunta del sistema nervioso simpético y de las hormonas
liberadas desde la médula adrenal, es decir de la activacion del denominado sistema
simpatoadrenal. La activacion del sistema simpético da como resultado un
incremento en el ritmo cardiaco, asi como en la contractibilidad vascular y a
dilatacion de determinados lechos vasculares que estdn aparentemente implicados
en la supervivencia inherente a las situaciones de “lucha y huida”. Ademas el
tronco bronquial se dilata, hay un incremento en el campo visuel y determinadas
funciones viscerales no esenciales como el peristaltismo intestinal y la evacuacidn
de la vejiga urinaria se ven inhibidas.

En contraste, el incremento del tono parasimpético estimula la actividad
visceral de los tractos gastrointestinales y genitourinarios, controla la pupila y
produce descenso del ritmo cardiaco.

La funcion integrativa del sistema nervioso auténomo fué reconocida tanto
por Bemard como por Cannon quienes apreciaron su importancia en el
mantenimiento de la homeostasis. Estas funciones incluyen la regulacion de la
respiracion, la circulacion, la digestion y la temperatura corporal, asi como una
numerosa cantidad de interacciones con otros sistemas endocrinos.

El neurotransmisor de las fibras preganglionares del SNA es la acetilcolina
(Ach), mientras que el neurotransmisor para las fibras nerviosas postganglionares
¢s la noradrenalina (NA) v para el sistema nervioso parasimpético es la acetilcolina.
(Lefkowitz y cols, 1990)

La estimulacidén simpatica da [ugar a un incremento en la actividad tonica
de los nervios simpaticos con el consiguiente aumento de la liberacion de NA en
los terminales nerviosos. La médula adrenal es embrioldgicamente andloga a los
ganglios simpaticos periféricos. Las células medulares cromafines poseen fibras
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nerviosas rudimentarias y la capacidad de sintetizar, almacenar y secretar
catecolaminas. {Cryer, 1980)

Ademas, la estimulacion del nervio esplacnico provoca la activacion de las
celulas cromafines de la médula adrenal, las cuales liberan a la sangre una mezcla
de NA, AD y distintos fragmentos de péptidos opioides procedentes del
procesamiento de la preproencefalina, que se encuentran almacenados en las
vesiculas junto con las catecolaminas. (Viveros y cols, 1979)

Las consecuencias fisiologicas de la liberacion de estas sustancias son
multiples, afectando a la mayoria de los sistemas orgénicos como el sistema
cardiovascular, donde se aprecia un aumento tanto de [a frecuencia cardiaca como
del flujo sanguineo al masculo esquelético acompafiado ademéis de un aumento de
la PA; el sistema gastrointestinal en donde se observa un aumento de la secrecién y
la motilidad gastrica; o el sistema inmunitario ¢n el cual se constata un aumento en
su actividad. (Vogel 1987; Udelsman y cols 1994)

4.1.n. Sistema Catecolaminérgico

4.1.a.1. Sintesis de Catecolaminas

Las catecolaminas se forman en el cerebro, células cromafines, nervios
simpéticos y cpsulas suprarrenales a partir de su aminoacido precursor, la tirosina,
mediante una serie de pasos enzimaticos descritos en primer lugar por Blaschko
(1939).

La tirosina se encuentra en el torrente sanguineo y es captada por el
cerebro y otros tejidos inervados por el sistema nervioso simpéatico (SNS) por un
mecanismo de transporte activo, Una vez dentro de la terminacion nerviosa va a
sufrir una serie de transformaciones bioquimicas que conducen a la formacidén de
NA, DA y AD en el cerebro, dependiendo de la disponibilidad de los enzimas
dopamina-beta-hidroxilasa (DBH) y de feniletanol-amina-N-metiltransferasa
(FNMT). (Esquema 1)

La tirosina puede también formarse a partir de la fenilalanina de la dieta por
medio de una hidroxilasa.

La tirosina hidroxilasa (TH} convierte a la tirosina en dihidroxifenil-alanina
(DOPA), Mediante una decarboxilasa (DOPA decarboxilasa) la DOPA se
transforma en dopamina y ésta en noradrenalina por medio del enzima DBH. El
enzima limitante de la sintesis de noradrenalina es la tirosina-hidroxilasa, es
estereoespecifico, requiere O, , Fe™ y como cofactor tetrahidropterina.

El gen humano para la TH ha sido clonado y codifica varios mRNA que
son heterogéneos.

Estos cuatro enzimas no se encuentran en todas las células, cuando estan
disponibles se forma AD como ocurre con las células cromafines de la médula
suprarrenal y algunas regiones cerebrales. Las que carecen de FNMT producen
noradrenalina, como las neuronas simpéticas postganglionares, algunas células
cromafines de la médula suprarrenal y numerosas neuronas del SNC. La DA se
forma en aquellas células que carecen de DBH y FNMT como neuronas del SNC y

algunas células periféricas.
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La sintesis de catecolaminas estd regulada mediante un mecanismo de
retroalimentacion negativa por el incremento o disminucién de los niveles de CA.
La actividad del enzima FNMT est4 regulada por los glucocorticoides. (Pohopecky
y cols 1971)

El incremento del flujo simpatico activa a la tirosina-hidroxilasa, pero
ademas, recientes estudios han demostrado la relaciéon de una fosforilacidon
mediante una calmodulina Ca"* dependiente en el proceso de activacion del enzima
(Goldstein y Green, 1987). Ademés del control inmediato ejercido por la descarga
simpatica hay una estimulacion a largo plazo que se cree que es debida a una
induccion de la TH, pero que ademas se acompafia de un incremento en la
formacion de DBH sin incrementos significativos en la formacion de DOPA-
decarboxilasa. Se ha propuesto que estos enzimas derivan de un gen comiin y por
lo tanto pueden ser corregulados (Cooper y cols, 1991)

En situaciones patologicas o farmacoldgicas este factor limitante puede pasar
a depender de la DBH como ocurre con el uso de reserpina.

4.1.a.2, Almacenamiento y liberacion.

Las catecolaminas (CA) se almacenan en vesiculas de almacenamiento que
contienen ademéds ATP en una proporcion CA-ATP de 4:1, el enzima DBH y
cromogranina. En la médula adrenal las CA se encuentran coalmacenadas con
encefalinas. Dentro de las vesiculas, las CA estan protegidas de la destruccién por
monoamino-oxidasas MAQO (que son enzimas intraneuronales), en ellas se oxida [a
DA a NA y cuando el neurotransmisor va a ser liberado se aproximan a la
membrana presindptica, se fusionan con ella y se produce la liberaciéon de CA por
un mecanismo de exocitosis que es Ca"'~dependiente. No solo la concentracién
local de CA en el espacio intersiniptico modula su propia liberacién interactuando
con receptores presinapticos, Estdn implicados en la regulacién de la liberacién las
prostaglandinas, Ach, aminas vasoactivas y polipéptidos tales como angiotensina
II.

4.1.a.3. Receptores adrenérgicos.

La NA y DA interaccionan con receptores especificos que se encuentran en
las membranas celulares y que se conocen con el nombre de receptores

adrenérgicos.
La respuesta que sigue a la estimulacion de todos los tipos de receptores

adrenérgicos se produce a través de proteinas G que van a generar segundos
mensajeros y/6 a activar canales idnicos.

Los receptores adrenérgicos fueron clasificados por Ahlquist en 1948 en
dos clases: o y B. posteriormente se subdividieron los receptores o en o y o
considerandose los o como postsinipticos y responsables de los efectos
farmacolégicos de NA y AD y los o2 como presinipticos debido a que su
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estimulacién era capaz de inhibir la liberacion de NA provocada por estimulacion
de fibras noradrenérgicas. Su existencia fué confirmada por la aparicion de
antegonistas especificos (Prazosin para ¢; y Yohimbina para o) pero esta familia
de receptores es mucho mas compleja ya que Gltimamente se han caracterizade
nuevos subtipos (4, Gip,0ic, O2a, OB ¥V Olac).

La estimulacion del receptor o, activa el sistema de la fosfolipasa C que
induce la formacidén de inositol trifosfato y diacilglicerol asociados ambos con
movilizacion del Ca"" intracelular. Este regula una serie de protein-quinasas entre
las que se encuentra la proteinquinasa C y proteinquinasas sensibles a calmodulina.

La estimulacion del receptor o inhibe a la adenil-ciclasa interactuando con
una proteina ¢ denominada G;. Disminuyen las concentraciones intracelulares de
AMP, y el estado de activacion de la protein-quinasa AMP-dependiente también
disminuye,

Los receptores B se subdividieron inicialmente en dos grupos f; y B2
Recientemente se ha identificado un nuevo subtipo, los receptores B: que
predominan en el tejido adiposo.

Todos los receptores [-adrenérgicos estimulan a la adenilciclasa, La
interaccidén con el receptor esta mediada por una proteina G denominada G,. La
estimulacién del receptor aumenta el AMP,, activa una protein-quinasa AMP-
dependiente y fosforila numerosas proteinas celulares alterando su funcion.
Ademés la G, puede actuar directamente sobre canales de Ca™ voltaje-
dependientes en la membrana plasmatica de los misculos cardiaco y esquelético.

Los genes de todos estos tipos de receptores adrenérgicos han sido
clonados, Su distribucion en el organismo es muy heterogénea y las acciones de las
aminas simpaticomiméticas dependen del tipo de tejido del que se trate y de la
concentracion de receptores.

El nimero de los receptores adrenérgicos en un tejido dado es muy
dindmico. Tanto la expresion como el estado funcional de los mismos estd bajo
extricto control, regulado por los niveles de catecolaminas y otras hormonas,
incluyendo los glucocorticoides. (Snyers y cols, 1990; Sakaue y cols, 1991)

La estimulacién persistente por agonistas da como resultado una
disminucién en la capacidad de respuesta del receptor y termina en
desensibilizacidn,

Los cambios de funcién del receptor parece que ocurren mediante
alteraciones en la fosforilacion del mismo que estan mediadas por diferentes clases
de serina-treonina protein quinasas, Los glucocorticoides, por otro lado actiian en
principio alterando el niimero de receptores mediante su influencia en la expresion
génica.

Las respuestas de las catecolaminas se dividen generalmente en dos
secuencias temporales.
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Efectos a corto plazo, que son aquellos que se producen en segundos o
minutos, mientras que los efectos a largo plaze son aquellos que ocurren en un
curso de tiempo extenso.

Los efectos a corto plazo reflejan cambios répidos en los estados
funcionales de las proteinas diana causadas primariamente por efecto de la
fosforilacién.

Los efectos a largo plazo parecen ser resultado de cambios en el patrén de
expresion génica.

Es importante sefialar, sin embargo, que incluso los cambios en la expresion
génica se generan normalmente inmediatamente después de la estimulacién del
receptor, produciéndose como resultado de la alteracién en el estado funcional de
los factores de transeripcion especificos que regulan la expresiéon génica. (Hunter,
1992)

Esta plasticidad en el nimero de receptores y en la funcidn, asociado con
sus afinidades diferenciales para agonistas y antagonistas, permite las interacciones
dinamicas a nivel celular. Los receptores adrenérgicos estan presentes en la
mayoria de los tejidos, pero su actividad predomina en las rutas cardiovasculares,
endocrinas y metabolicas.

4.1.a.4. Vias Catecolaminérgicas en el SNC,

El hecho de que las principales areas cerebrales con influencia tanto sobre
la presibn arterial como la frecuencia cardiaca se encuentran ampliamente
inervadas por neuronas catecolaminérgicas, apoya la importancia de las
catecolaminas centrales en la regulacién cardiovascular,

Para estudiar en profundidad tanto los grupos celulares cerebrales que
sintetizan NA, AD y DA como sus proyecciones axonales a distintas regiones del
SNC se han aplicado técnicas neuroanatémicas tales como la utilizacién de
neurotoxinas que logran Ja destruccién selectiva de wun sistema de
neurotransmision, siendo la 6-hidroxi dopamina (6OHDA) una de las neurotoxinas
mas empleadas en los estudios a nivel central,

NEUROTOXINAS: 6-HIDROXI DOPAMINA

En 1967 Tranzer y Thoenen descubrieron que un analogo de la NA, la 6-
hidroxi-dopamina  (60HDA;  2,4,5-trihidroxifenetilamina),  inducia una
degeneracic’m selectiva de terminaciones adrenérgicas simpaéticas nerviosas. Como
consecuencia de estas investigaciones se mtradujo un nuevo concepto en
neurobiologia denominado “denervacion quimica™

La 60HDA es captada y acumulada por neuronas, las cuales poseen en sus

membranas mecanismos de transporte para catecolaminas, produciendo, como
agente citotoxico que és, una accion neurodegenerativa sobre las mismas,
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En animales adultos la 60HDA no es capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica pero si se la administra local o intraventricularmente dicha
neurotoxina es capaz de actuar sobre las neuronas centrales.

La accidn neurotéxica de la 60HDA es muy rapida. Treinta-sesenta
minutos después de su administracién se vacian completamente los depésitos de
catecolaminas de [a neurona.

A pesar de que la 60HDA es captada por granulos de almacenamiento
intraneuronales no parece que ello sea un requisito imprescindible para provocar el
dafio nervioso, ya que se ha demostrado que la toxina también se muestra efectiva
en animales reserpinizados (Kostrzewa y Jacobowitz, 1974)

Una propiedad asociada con su accién citotoxica es que posee un potencial
redox bajo por lo cual es muy suceptible de suftir una oxidacion no enzimatica,

El ultimo efecto descrito sobre la 60HDA es que dicha sustancia induce
una permanente depolarizacidn que se encuentra asociada a un incremento en la
permeabilidad al Ca™.

Se han propuesto dos teorias moleculares con el fin de explicar los efectos
citotoxicos de la 60HDA, ambos estan basados en la facilidad que dicha
neurotoxina posee para la oxidacion.

Una de las teorias postula que los agentes causales de la toxicidad son el
H,0, y otros radicales que se forman (Heikkila y cohen, 1975}, mientras que la
otra teoria asume que la oxidacion de productos quinoides de la 6OHDA actuarian
como agentes alcalinizantes (Saner y Thoenen, 1971). Ambos procesos podrian dar
lugar a alteraciones en las propiedades tanto funcionales como estructurales de
proteinas y lipidos celulares importantes y por tanto pueden causar un dafio
irreversible.

Diversos estudios han demostrado que los niveles de catecolaminas
intraneuronales son capaces de controlar la actividad degenerativa de la 60HDA,
probablemente ello se deba a la captacion de radicales por parte de las mismas,
(Sachs, 1975)

Un incremento intraneuronal de NA parece que es capaz de ejercer una
accion protectora contra las acciones degenerativas de la neurotoxina.

Ademis de lo anteriormente resefiado se ha podido observar que debido a
la rapidez de consumo de oxigeno que se produce durante la autoxidacion de la
60HDA, puede llegar a ser un potente desacoplador de la fosforilacién oxidativa.
(Wagner y Tlendelenburg, 1971)

En cuanto a la especificidad, se ha constatado que las terminaciones
nerviosas parecen ser més sensibles a la neurotoxina, los axones un poco menos
sensibles, siendo los cuerpos celulares las estructuras menos sensibles a la accidn
de la 60HDA. Estas diferencias parece que pueden relacionarse, al menos en parte,
con las diferencias en la relacién superficie-volumen,

Analizando 1a potencia neurotoxica de la 60OHDA se ha demostrado que el

acido ascorbico (habitualmente utilizado como vehiculo para la misma) la
incrementa, ademads la inhibicién de ciertas enzimas (complejos enzimaticos) como
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la MAO o de la COMT también se consigue un incremento de la potencia y
especificidad de 1a GOHDA. (Jonsson, 1980)

¢ Sistema Noradrenérgico

Las neuronas que sintetizan NA se localizan a nivel bulbar y pontino.

El grupo de células Al en la region ventrolateral caudal del bulbo raquideo
(CVLB) y el A2 del nicleo del tracto solitario (NTS), junto con una contribucién
relativamente menor de los grupos A5 y A7, dan lugar a una de las wvias
noradrenérgicas ascendentes de mayor relevancia: el haz noradrenérgico ventral
(HNV) que se dirige rostralmente inervando el hipotdlamo. También se han
descrito proyecciones descendentes bulboespinales desde los grupos Al y A2,
(Ungerstedt, 1971)

Uno de los nicleos noradrenérgicos de mayor trascendencia es el locus
ceruleus (LC) constituido por el grupo celutar A6,

Los axones de estas neuronas forman extensas ramas colaterales que se
proyectan ampliamente a lo largo de trayectos bien definidos. A nivel de
microscopio electronico, los terminales de estos axones exhiben , bajo apropiados
métodos de fijacion, el mismo tipo de pequeiias vesiculas granulares observadas en
los nervios del sistema simpético periférico.

Este ndcleo, con una menor aportacién de los grupos A4 y A7, origina otra
gran via ascendente noradrenérgica: el haz noradrenérgico dorsal (HND) el cual
cursa rostralmente emitiendo proyecciones al hipotilamo lateral, nucleos taldmicos,
amigdala, hipocampo y corteza frontal.

Las proyecciones descendentes del LC inervan algunas estructuras del
tronco encefalico y fa médula espinal. (Nygren y Olson, 1977)

(Esquema 2)

La relevancia cardiovascular de las vias ascendentes noradrenérgicas no
admite duda, dada la profusa inervacién que desde los nucleos pontinos y bulbares
recibe el hipotalamo. (Van den Buuse y cols, 1991}

Asi, areas implicadas en la regulacion bésica del sistema cardiovascular se
unen a centros involucrados en la respuesta comportamental-emocional-hormonal
a estimulos ambientales,

Virtualmente todas las rutas noradrenérgicas que han sido estudiadas
fisiologicamente son rutas eferentes de las neuronas del LC, en el cerebelo,
hipocampo y corteza cerebral, el principal efecto de la activacion de esta ruta es la
producccién de una inhibicion de la descarga espontanea. Este efecto se ha
asociado con el tipo lento de transaccién sindptica, en la cual, la respuesta
hiperpolarizante de la célula diana se acompaiia de un incremento en la respuesta
de la membrana.

E! mecanismo de esta accién ha sido relaccionado experimentalmente con

el esquema de segundo mensajero en el cual el receptor noradrenérgico, produce
su accidn caracteristica en las células diana mediante la activacion de la sintesis de
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ESQUEMA 2

Vias de la noradrenalina (esquema superior) y dopamina (esquema ce'ntral)
esquematizadas en un corte sagital, En el esquema inferior se presentan las mismas
vias en un corte horizontal, Tomado de Bradford (1986).
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AMPyyico en/o  sobre la membrana postsindptica. Farmacologica vy
citoquimicamente, las células diana responden a la NA o la proyeccién del LC en
estas dreas corticales exhibiendo receptores B-adrenérgicos.

* Sistemy Adrﬁnérgicﬂ

Los grupos celulares que contienen Ad son tres: Cl1, C2 y C3, estando
restringidos al bulbo raquideo. (Hokfelt y cols, 1973)

El grupo C1 se localiza en la regidn rostral ventrolateral del bulbo (RVLB),
region importante en la regulacién central de la presidn arterial, esta entremezclado
con células noradrenérgicas del sistema tegmental lateral.

Las neuronas adrenérgicas del grupo C1 proyectan sus axones para inervar
rostralmente diversos nicleos hipotalamicos y caudalmente el niicleo intermedio
lateral de la médula espinal. (Fuller, 1982)

El otro grupo, el C2, se sitda en el NTS, proyectindose a los nicleos
supradptico y paraventricular del hipotalamo y al LC. Ademas se encuentra en las
regiones en las cuales también se hallan células noradrenérgicas de la médula
dorsal,

El tercer grupo de células, C3, se describe en el fasciculo longitudinal
medial.

» Sistema Dopaminérgico

Los sistemas dopaminérgicos centrales son considerablemente mas
complejos en su organizacién que los sistemas noradrenérgicos. No sdlo hay
muchas mas células dopaminérgicas, también hay varios nicleos dopaminérgicos
principales asi como neuronas dopaminérgicas especializadas que realizan
conexiones extremadamente localizadas dentro de la retina y el bulbo olfatorio.

Los grupos celulares dopaminergicos descritos en el SNC se designan
desde A8 hasta Al5 y estin confinados fundamentalmente al mesencéfalo, con
pequedios grupos que se sitian en el diencéfalo v en el telencéfalo. (Dahlstrom y
Fuxe, 1964)

Existen haces ascendentes de gran trascendencia como el sistema
dopaminérgico nigroestriatal, constituido por los grupos A8 y A9 que llega a
inervar el nicleo putamen y el nicleo caudado; otro haz ascendente importante es
el sistema dopaminérgico mesolimbico constituido por el grupo A10 y que inerva
diferentes estructuras limbicas y corticales. (Ungerstedt, 1971)

En el diencéfalo los grupos celulares dopaminérgicos se circunscriben a dos
nicleos hipotalamicos; el nicleo periventricular (A11) y el niicleo arcuato (A12 y
su prolongacién rostral A14), dicho ntcleo dard lugar al sistema dopaminérgico
tuberoinfundibular que inerva la eminencia media. Por tltimo, el grupo A13 no esta
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concretamente localizado y el AlS se sitha en el bulbo olfatorio (Bjorklund y
Nobin, 1973) (Esquema 2)

4,1.a.5. Metabolismo de las Catecolaminas,

Las catecolaminas endogenas y exoOgenas son metabolizadas por dos
enzimas: Ja monoaminooxidasa (MAO) y la catecol-orto-metil-transferasa
(COMT),

La MAO convierte Ias catecolaminas en sus correspondientes aldehidos que
se metabolizan rapidamente por la aldehido deshidrogenasa a acidos carboxilicos.
A veces se reducen a alcoholes o gliceroles, produciéndose el principal metabolito
cerebral que es el monohidroxifeniletilenglicol (MHPG). La MAOQO se considera
como un enzima intracelular unido a las membranas de las mitocondrias, aunque
también se encuentra fuera de las neuronas en sitios como el higado vy el epitelio
intestinal. Se le conocen dos formas: MAQO-A y MAO-B, que difieren en su
distribucion regional, especificidad del sustrato y susceptibilidad a la inhibicién por
farmacos. La MAO-A metaboliza principaimente NA y SHT mientras que la DA es
sustrato para ambas formas. Se considera que bajo determinadas circunstancias las
MAO intracelulares pueden modificar la biosintesis de NA, controlando la cantidad
de sustrato DA disponible para ¢l enzima DBH.

La segunda via del metabolismo de las catecolaminas es la metilacién de
uno de los grupos -OH del nucleo catecol por la COMT. Es un enzima neuronal y
extraneuronal. El producto final es el 4cido vanilmandilico (VMA).

El metabolismo es complejo y se forman diversos intermediarios que
pueden ser metabolizados por distintas enzimas,

Las medidas de VMA y MHPG en orina pueden servir para cuantificar la
liberacion de NA central y periférica,

4.1.a.6, Efectos fisioldgicos de las Catecolaminas.

EFECTOS CARDIOVASCULARES: En términos generales la unién de
agentes adrenérgicos a receptores a-adrenérgicos da lugar a vasoconstriceion, la
unién a receptores Py da lugar a un incremento en la frecuencia cardiaca y la
contractilidad y la unién a receptores o da lugar a una vasodilatacion. Sin
embargo las catecolaminas enddgenas, la NA y AD, son agonistas mixtos.
(Lefkowitz y cols, 1990)

Por consiguiente sus efectos fisioldgicos reflejan la suma total de la
densidad de receptor en un tejido determinado y la afinidad para sus respectivos
ligandos.

Para el presente estudio son de gran importancia e interés las acciones
inducidas sobre el sistema cardiovascular en especiat las que afectan directamente a
la presion arterial (PA).
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La estimulacién simpatica del corazén conlleva un aumento tanto de la
frecuencia como de la fuerza de contracciéon. Las catecolaminas (CA) circulantes
producen un aumento del tono vasomotor responsable de una vasoconstriccién
generalizada. Como consecuencia de ello se produce un aumento simultaneo del
gasto cardiaco y de las resistencias vasculares periféricas que nos conduce a un
incremento de la PA. Esta respuesta es inmediata y de breve duracion, siendo la
primera respuesta desarrollada ante cualquier tipo de estrés sin depender de su
duracién,

Ante un estrés agudo o puntual constituye la tnica respuesta del
organismo.

EFECTOS VISCERALES: El incremento en la actividad ¢ reduce la
motilidad intestinal y redistribuye la sangre fuera de las visceras. Ademas ef tono
del esfinter de la vejiga urinaria esta incrementado.

En ciertas especies animales (como el perro) la cépsula esplénica se
constrifie para incrementar el volumen intravascular funcional.

Otras acciones de las catecolaminas incluyen broncodilatacién (B2),
midriasis (ct;) y tanto contraccién (o) como relajacion (3;) uterina. (Udelsman y
cols, 1994)

4.1,a.7. Metabolismo y sinergismo hormonal,

Las catecolaminas tienen efectos tanto directos como indirectos en
multiples rutas endocrinas y metabdlicas. Intervienen en el metabolismo de los
hidratos de carbono, lipidos y proteinas.

Los efectos directos incrementan [a glucemia mediante la estimulacion de la
glucogenolisis y gluconeogenesis hepética y glucogenolisis muscular.

Los efectos indirectos estan mediados a través de una variedad de acciones
de la hormona estimuladora-adrenérgica, Estas acciones incluyen un efecto
supresivo de la secrecion de insulina {a2) ¥ un efecto estimulador en la secrecién
de glucagén (B), hormona del crecimiento (o) y renina (B1).

Ademas la lipolisis esta estimulada en las células adiposas y la cetogénsis es
estimulada en el higado. (Cryer , 1981)

El eje hipotalamo-hipofiso-adrenal (HHA), el sistema nervioso simpético y
las citoquinas de la fase aguda forman el marco a través del cual el sujeto responde
al estrés con una respuesta global coordinada. Esto requiere cambios en el
programa genético celular para incrementear o disminuir la produccién de ciertos
productos génicos. Los mecanismos moleculares a través de los cuales estos ejes
operan estan empezando a ser entendidos.

La expresién de un determinado gen puede ser regulado a multiples niveles.

Entre estos mecanismos se incluyen:
1. La aiteraciéon de su actividad transcripcional (el ritmo al que el DNA és

transcrito a RNA)
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2. La alteracion de la estabilidad de la transcripcion del mRNA (incrementando o
reduciendo su ritmo de descomposicion) (Sachs y cols, 1993)

3. La utilizacion de patrones de unién alternativos para producir diferentes
especies de mRNA que estdn en parte sometidos a control postranscripcional
diferencial y/o que codifica diferentes formas de proteina (Krays y cols, 1990)

4. La alteracién de las propiedades translacionales del mRNA (Proudfoot, 1991)

Por estos mecanismos, la activacién transcripcional parece que juega un
gran papel en el control del nive! de la expresién génica en respuesta al estrés.

La actividad transcripcional estd controlada por la interaccién de las
denominadas proteinas transactivantes o factores transcripcionales con secuencias
de DNA. especificas denominadas elementos cis-reguladores, (Mitchell y cols,
1989)

Los factores transcripcionales son por si mismos proteinas, y por tanto los
genes que los codifican estan sometidos a los mismos procesos reguladores que los
que ellos sirven para regular.

Los glucocorticoides, las catecolaminas v las citoquinas asociadas con la
respuesta de fase aguda son capaces de modular la expresion génica.

Los glucocorticoides y las catecolaminas son los principales efectores de la
adaptacion al estrés e interactuan a miltiples niveles en un estilo sinergistico. Ellos
se unen a receptores especificos que estan virtualmente presentes en todos los
Organos, mientras que el mimero y la afinidad de los receptores de un tejido
determinado varia para los ligandos individuales.

La ocupacién de un receptor da como resultado efectos a corto y largo
plazo que en ultimo caso mejoran las perspectivas del sujeto para tolerar el estrés,

Los efectos a corto plazo dan como resultado acciones rdpidas, como
respuestas cardiovasculares y metabdlicas que benefician al sujeto en las reacciones
de “lucha o huida™, Los efectos a largo plazo suceden generalmente a través de
alteraciones en la transcripcion génica, que prepara o adapta al sujeto para un
estrés repetitivo o cronico.

Los cambios en el estado de fosforilacion de las proteinas intracelulares son
una forma de accién comin tanto para las respuestas a corto como a largo plazo.

Estas proteinas de respuesta al estrés tienen una enorme capacidad
funcional: alteran rutas enzimaticas, modulan niveles hormonales y actuan como

factores transcripcionales para modificar la expresion de los genes en respuesta a
estrés. (Udelsman y cols, 1994) :

4.2, SISTEMA OPIOIDE

El Sistema Opioide es un término genérico que se utiliza para designar a un
grupo heterogéneo de péptidos presentes en el organismo los cuales constituyen los
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ligandos enddgenos de los receptores opioides, y que como caracteristica comiin
contienen en algin lugar de su molécula la secuencia aminoacidica Tyr-Gly-Gly-Phe.

Historicamente, los receptores opioides fueron caracterizados con anterioridad
al descubrimiento de los propios péptidos opioides. En el afio 1973 se puso de
manifiesto, mediante evidencias farmacologicas, la existencia de receptores especificos
para ¢l alcaloide morfina y otros derivados opiaceos en el SNC (Pert y Snyder, 1973).

La historia de los péptidos endbgenos comenzé también en el afio 1973 cuando
Hughes observd que algunos extractos de cerebro de cerdo inhibian la contraccidn de
la sefial producida por estimulacion eléctrica del conducto deferente de ratdn, viendo
que esta inhibicion desaparecia en presencia de naloxona. La inhibicion observada en
estos experimentos era semejante a la producida por la morfina lo que inducia a pensar
en la existencia de un compuesto endogeno con caracteristicas semejantes a la morfina
y sobre cuyo receptor actuaria la morfina exdgena. Después de dos afios de intenso
trabajo, en 1975, Hughes y Kosterlitz descubrieron las encefalinas abriendo un nuevo e
interesante campo de investigacion.

4.2.a. Biogénesis de los Péptidos Opioides

Gracias al desarrollo de técnicas de recombinacién del DNA se sabe que los
distintos péptidos opioides se producen por ruptura proteolitica de tres precursores
protéicos diferentes: Pro-opiomelanocortina, Pro-encefalina y Pro-dinorfina, Estos
tres precursores exiben tamafios similares (de aproximadamente unos 30000 daltons) y
su proteolisis da lugar a una mezcla de péptidos biologicamente activos de distintos
tamafios. (Nakanishi y cols, 1979; Legon y cols, 1982; Kakidani y cols, 1982),

Los péptidos derivados de la Pro-opiomelanocortina (POMC) se denominan
endorfinas a los que pertenece la B-endorfina, los derivados de la Pro-encefalina se
denominaron encefalinas y cuyos representantes més destacados son la metionina-
encefalina (met-encefalina) y la leucina-encefalina (leu-encefaling) y por ultimo los
derivados de la Pro-dinorfina a los cuales se denomina dinorfinas siendo uno de sus
representantes la dinorfina.

Ademas de lo referido anteriormente, a lo largo de los dltimos afios se ha
podido comprobar que la Pro-opiomelanocortina (POMC) también es responsable de
la existencia de otros derivados endorfinicos biolégicamente activos (B-endorfina 1-27,
B-endorfina 1-16, B-endorfina 1-17), asi mismo la adenocorticotropina (ACTH) y las
melanotropinas derivan del precursor endorfinico y son co-almacenadas y secretadas
junto con la B-endorfina.

Visto ésto seria acertado sugerir que mientras mas grande sea el tamafio de un
péptido, mayor probabilidad existe de que éste ejerza actividades biologicas diferentes.
(Rodriguez , 1992).

Actualmente los péptidos opioides se suelen clasificar en seis grupos:
1.- Péptidos opioides de cinco aminoacidos (met-encefalina, leu-
encefalina),
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2.-  Péptidos que se supone que se forman a partic de los
precursores de las encefalinas (por ejemplo los derivados de la
Pro-encefalina de la médula adrenal: met-encefalina-Arg®-Phe’,
péptido E, dinorfina, o y B-necendorfinas).

3.- B-endorfina y otras endorfinas relacionadas (o« y o-endorfinas).

4.- Péptidos del tipo de la B-casemorfina (presente en la leche de la
vaca).

5-  Kitorfina, la cual parece que estimula la biosintesis e inhibe la

degradacién de las encefalinas.
6.-  Dermorfina.
(Rodriguez , 1992)

4.2,b. Distribucion de los Péptidos Opioides en el Sistema Nervioso Central,

Mediante la utilizacion de técnicas bieqimicas e inmunohistoquimicas se ha
podido determinar tanto la localizacién intracelular de los opioides end6genos como su
distribucion en varias areas cerebrales. Asi se ha comprobado que los péptidos opioides
no estén distribuidos uniformemente en el SNC. Como ejemplo podemos poner el caso
de las encefilinas, las cuales, se hallan en concentracién maxima en el estriado, en
concreto en el globo pélido y no en el putamen y nucleo caudado, mientras que se
encuentran concentraciones mas pequefias en el cerebro y en la corteza.

Distribucién de encefalinas:

Las neuronas que contienen encefalinas se localizan principalmente en
regiones relacionadas con el control del dolor (Hockfelt y cols, 1977; Simantov y cols,
1977); aunque también estan presentes en otras areas.

Los resultados obtenidos de los diferentes estudios inmunohistoquimicos que se
han realizado para analizar la distribucion de las encefalinas deben ser evaluados con
cautela ya que los anticuerpos de los que en este momento se dispone presentan
reaccion cruzada con otros péptidos.

Haciendo uso de las técnicas autorradiograficas y técnicas de union al receptor
(“Binding™) se ha podido demostrar que existe una clara relacion entre la distribucion
de fibras encefalinérgicas y los receptores opioides, lo que nos indica que ¢l receptor
opioide en el cerebro es, de hecho, el receptor encefalinérgico.

(Esquema 3)

Distribucién de la B~endorfina:
La B-endorfina estd presente en todas las especies estudiadas
incluyendo el hombre.
Se aisldé por primera vez de la hipdfisis de cerdo (Bradbury vy cols, 1975),
encontrandose ademads en el pancreas, sistema géstrico, en [a placenta y en el SNC.

En general, tanto la B-endorfina como sus derivados existen en concentraciones
muy pequefias, causa que hace muy dificil su aislamiento e identificacion.

En el SNC todas las fibras que contienen B-endorfina tienen su origen en dos
poblaciones neuronales, el nucleo arcuato y la eminencia media, regiones que se
localizan la primera cerca del borde ventromedial del tercer ventriculo y la segunda en
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H-ENCORFINA

ENCEFALINA

DINORFINA

ESQUEMA 3

Representacion esquemdlica de los tres siste-
mas de péptidos oploldes en SNC de rata, seccidn sagital. Los
cuerpos neuronales se sefialan por circulos negros, y las fibras
y terminaciones por puntos finos. (Segin Watson y col, con
autorizacion de Taylor & Francis.) ABL: am{gdala, nicleo ba-
solateral: AC: nicleo accumbens; ACE: amigdala, micleo
central; ACO: amigdala, micleo cortical; AM: amigdala,
niicleo medial; AON: micleo olfatorio anterior; AF; asta pos-
terior de la médula espinal; ARC: micleo arcuado; AT: niicleo
anterior del tilamo; BET; niicleo basal de la estrfa terminal;
CF: corteza frontal; CG: corteza cingulada; CI: tubérculo cua-
drigémino inferior; CO: corteza occipital; CS: tubérculo cua~
drigémino superior; DM: micleo dorsomedial; DR: micleo
dorsal del rafe; DT: micleo dorsotegmental; ENT: corteza en-
torrina; EST: neostriado; ET: niicleo espinal trigémino; FC:
miicleo fastigial cerebelo; GD: gyrus dentatus; GP: globus palli-
dus; GPV; pilido ventral; H: habénula; HIP: hipocampo; HL:
hipotélamo lateral; IP: niicleo interpeduncular; LC: locus coe-
rulens; LG; ldmina glomerulosa bulbo olfatorio; M: miicleo
mamilar; MR: niicleo magno del rafe; MT: niicleo medial del
tripémino; NTS: niiclec del tracto solitario; PB: niicleo para-
braquial; PIR: corteza piriforme; PV: micleo paraventricular;
PVT: nicleo periventricular del tilamo; RGC: micleo reticu-
lar gigantocelular; RL: micleo reticular lateral; RPG: micleo
reticular paragigantocelular; S: seprurn; SGP: sustancia gris
periacueductal; SNR: sustaricia negra, pars reticulata; SO
niicteo supraéptico: TO: wbéreuls olfatorio; TV: micleo teg-
mental ventral; V; micleo vestibular; VM: milclec ventrome-
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el nicleo del tracto solitario. Ademads existen neuronas productoras de B-endorfina en
el hipotdlamo, corteza olfatoria, amigdala e hipocampo. (Khachaturian y cols, 1985).
(Esquema 3)

4.2.c. Biosintesis, Liberacién y Degradacién de los Péptidos Opioides.

Como se ha mencionado anteriormente, los péptidos opioides endbgenos
surgen de la degradacion enzimatica de proteinas de alto peso molecular, los
denominados precursores, que por lo general son inactivas y que se cree que son
sintetizadas a nivel ribosomal; aunque hay indicios de que el reticulo endoplasmico
podria estar también implicado en la biosintesis. (Khachaturian y cols, 1985).

Dado que los péptidos derivados de la POMC estan presentes tanto en la
hipéfisis como en resto del cerebro, deben ser éstos considerados potencialmente como
hormonas o neuromoduladores 0 neurotransmisores.

La regulacion de la sintesis y almacenamiento puede suceder a distintos niveles:
1.- Transcripcion del gen POMC al RNA mensajero.
2.- Traslacion del mRNA al precursor.
3.- Procesamiento proteolitico del precursor al péptido.
4.~ Procesamiento postranslacional que puede afectar a las
propiedades bioldgicas del péptido.

Los enzimas que participan en la biosintesis de los precursores de los péptidos
opioides endégenos son del tipo de la tripsina, endopeptidasas y N-carboxipeptidasas,
aunque todavia no se sabe si existen enzimas especificos para algun precursor o si los
procesos enziméticos son comunes a todas las prohormonas. (Hughes , 1983),

La liberacién de los péptidos opicides puede tener lugar en la sinapsis, en la
hipéfisis como sucede con la B-endorfina, o bien de la médula adrenal como sucede con
los heptapéptido y octapéptido (met-encefalina-Arg-Phe y met-encefalina-Arg-Gly-Leu
respectivamente) hacia la circulacion sanguinea.

La liberacidn de péptidos opioides en situaciones de estres juega un papel muy
importante en las respuestas fisiologicas asociadas al mismo como se comentara en
detalle mas adefante. (Zeman y col.s, 1988).

A diferencia de los neurotransmisores clasicos, los péptidos opioides una vez
que se liberan y actuan sobre sus receptores no sufren un proceso de recaptacidn sino
que sufien una degradacién enzimitica.

Las encefalinas son degradadas por aminopeptidasas (denominadas en este caso
encefalinasas) presentes tanto en el plasma como en el cerebro. Este enzima se une a la
membrana, mostrando un patron diferente de distribucién en varias areas cerebrales y
estando asociada ademds al receptor opioide.

Las encefalinasas hidrolizan a una gran variedad de péptidos (angiotensina,
sustancia P...). Sin embargo tanto la B-endorfina como la dinorfina son sustratos muy
pobres para estas enzimas.

Por la inactivacion mediante peptidasas de los péptidos opicides endogenos se
producen otros péptidos biologicamente activos, los cuales pueden mostrar una
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actividad similar o diferente al del péptido precursor. También son importantes en la
formacion de metabolitos peptidicos los procesos de acetilacion, sulfatacion y
formacién de amidas en el carbono terminal. (De Wied , 1979).

4.2.d. Receptores Opioides

La demostracion bioquimica de la existencia de los receptores opioides
arranca de los afios 60 en los que se realizaron los primeros trabajos encaminados a la
determinacion de receptores opioides especificos. Entre estos trabajos se encontraban
los llevados a cabo por Pert y Snyder (1973) en los que utilizaron como ligando un
antagonista selectivo marcado radiactivamente, la *H-naloxona,

(Pert y Snyder, 1973; Simon y col., 1973; Terenius, 1973).

La naturaleza proteica de estos receptores se intuye al observar que enzimas
proteoliticas y otros agentes modificadores de proteinas reducian considerablemente la
unién especifica de radioligandos opiéceos a este receptor. (Simon y col, 1973,
Pasternak y Snyder, 1974). Por otro lado la gran sensibilidad de este receptor a ciertas
fosfolipasas sugeria la posibilidad de que los fosfolipidos jugaran un importante papel
en su estructura y/o funcién, (Pasternak y Snyder, 1974).

Asi parece que los lipidos acidicos de membrana como el sulfato de cerebrosido
(Loh y cols., 1974) y la fosfatidilserina (Abood y Takeda, 1976) estén implicados en la
funcién normal del receptor opioide.

La unién de ligandos a este receptor cumple las premisas bésicas requeridas
para diferenciar un lugar especifico del que no lo es, como son que sea una unién
estereoespecifica y saturable (Goldstein y cols., 1971), sensible a diversos iones, GTP,
pH y temperatura. (Simantov y col.s, 1976).

La existencia de multiples formas de receptores opiocides fué postulada
inicialmente por Portoghese en 1965, posteriormente Martin y col. (1976) trabajando
en perros espinalizados y basandose en Jos diferentes efectos comportamentales
producidos por los agonistas opiaceos clasicos y en la ausencia de tolerancia cruzada
exhibida por los mismos postularon la existencia de tres tipos basicos de receptores;
receptores mu () para los compuestos tipo morfina, kappa (k) para el alcaloide
sintético ketociclazocina y sigma (o) para el SKF 10,047,

Estudios posteriores parecen confirmar que el receptor ¢ no setia
especificamente opiaceo. (Cooper y col., 1991).

El aislamiento e identificacién de la leu- y met-encefalina ast como el desarrollo
de la técnica de fijacién de receptores (“binding™) posibilitaron la definicion de los
receptores delta (8), caracterizados por su interaccion con las encefalinas en conducto
deferente de ratén (Lord y col,, 1977). De modo similar, al descubrimiento de la B-
endorfina sucedié la descripeidn del receptor epsilon (Z) (Akil y col., 1980).

En la actualidad diversos estudios parecen indicar la existencia de numerosos

subtipos de receptores opioides. Asi se han diferenciado dos subtipos para el receptor
W, el y el i (Wolozin y Pasternak, 1981), dos subtipos también para el receptor 8, el
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31y el &, (Negri y cols 1991, Traynor y Elliot 1993) y tres subtipos para el receptor k,
denominados ki, ks y ks (Zukin y cols 1988, Clark y cols 1988).

Ademas se sabe que los receptores | y & pueden coexistir en las mismas
neuronas, como por ejemplo en ef ganglio hipogéastrico en el ratén (Rogers , 1990) o en
el neoestriado en la rata en donde se sugiere que podrian incluso compartir la misma
proteina G inhibitoria para llevar a cabo su mecanismo de accion, (Schoffelmeer y cols,
1987).

Tras la interpretacion de extensos estudios de unién a receptores ("binding"),
en los que se observé que los ligandos para los receptores |t eran capaces de inhibir el
"binding" de ligandos para receptores & tanto de unaz forma competitiva como no
competitiva, Rothman y sus colaboradores propusieron dividir los receptores 8 en dos
subtipos en relacion a esta caracteristica, asf habria unos receptores & asociados con
receptores L y que denominaron Semice ¢ Sux ¥ aquellos receptores deltz que no
estaban asociados a receptores mu, denominados Sueomgicio © S (Rothman, 1988; Xu
y cols, 1993),

A pesar de los estudios llevados a cabo hasta el momento todavia no se ha
podido correlacionar coherentemente los dos tipos de subdivisiones descritos para los
receptores delta, por un lado estarian los subtipos 8; y 8; basados en estudios realizados
con agonistas selectivos y por otro los denominados 8. y Snx basados en estudios
sobre la relacion entre receptores delta y receptores mu. (Traynor y Elliot, 1993).

4.2.d.1. Distribucion v significado fisioldgico de los receptores opioides:

Se ha podido establecer la distribucion de los diferentes tipos de receptor
opioide en base a los resultados de estudios de fijacién a preparados de membranas de
areas discretas cerebrales asi como a la aplicacidn de téenicas autorradiogrificas en
cortes seriados del Sistema Nervioso.

Los receptores opioides se encuentran ampliamente distribuidos en el SNC
(Tabla I), particularmente en estructuras limbicas, nicleos talimicos y otras areas
neurales relacionadas con funciones viscerales,

La distribucién cuantitativa de los tres principales tipos de receptor opioide
(mu, delta y kappa) varia en cada estructura e incluso se encuentran modificaciones
entre especies (Lewis y col., 1984; Sharif y Hughes, 1989). De tal forma que mientras
en el humano Ia proporcion relativa de los tres tipos es similar, en la rata los receptores
kappa representan tan sdlo el 9% de la poblacion total frente al 41% y 50% para los
receptores mu y delta respectivamente, (Mansour y col,, 1988).

Aunque se observa una cierta superposicion en la distribucion de los tipos mu,
delta y kappa en el cerebro, son abundantes, sin embargo, las 4reas en las que

predomina un tipo sobre los demés, (Mansour y col., 1988).
Asi, aunque los tipos mu y delta se encuentran en el neocortex, su distribucion

es distinta pareciendo complementaria,
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TABLA I

Distribucion de receptores opioides'en el Sistema Nervioso de la rata. (Adaptado
de Mansour y cols, 1988),

TIPO DE RECEPTOR

REGION
i o K
[, Telencéfalo
cortex frontal ... eeicinii o +++ ++ +
hIPOCAMPO ..o +++ ++ +
tuberculo olfatorio .........ccocviiinn + 4 +++
N, ACCUMBDENS . ..oooiiniriveeicaaee i riea s B ot o ++++ Rt o
teaudado-putamen .. B o o ++++ R o s o
globus pallidus . ... + + +
[l. Diencéfalo
hipotdlamo
N SUPFABPRCO .o imrieee e 0 0 +-+
0, PATAVENLIICUIAL i 0 0 ++
B AFCUAAO v e e 0 0 ++
tilamo
n. periventricular ... e 0 0 ++
n, centromedial +t + +-
habénula . ..o +- + +
(1. Mesencéfalo
n.ointerpeduncular . ++++ +++ +++
subSLANCIA NEEIA v iiineres vreeen s S o 0 0
subs, periacuedubal . L L + H +t
n. dorsal rafe . e ++ 0 ++
ub. cuadrigéminos ... ..., +r + +-
1V. Buibo-Puente
n. parabraquial T 0 ++
n. rafe magno . ... +-+ 0 +
n. tracto solitario ++++ + +++
0. AAREIUNG oo rree e +++ 0 ++
V. Médula Espinal
ot + ++

substancia gelalinosa . ........oee
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En general las estructuras del sistema limbico, asi como el neocortex, son ricas
en receptores opioides.

El receptor mu se localiza en 4reas relacionadas con el control de la sensacién
nociceptiva e integracién sensorial y motora. Este tipo de receptor presenta una
ubicacion difusa, distribuyéndose en numerosos nucleos a lo largo del neuroeje,
incluyendo la corteza, el nicleo estriado, el hipocampo, la sustancia nigra, el locus
coeruleus y el NTS.

La distribucién de! receptor opioide tipo delta es més precisa, restringiéndose a
areas telencefélicas, mientras que el receptor kappa presenta una localizacion preferente
en el area predptica, la eminencia media del hipotdlamo, la amigdala y el NTS,
observaindose una elevada densidad en el hipocampo mientras que en la corteza y bulbo
raquideo su concentracién es baja. (Mansour y col, 1988). Esta distribucion es
consistente con su posible participacién en la regulacién de la ingesta, percepcion de la
sensacion dolorosa y funcién neuroendocrina.

A pesar de lo sefialado anteriormente no parece acertado asignar un papel
funcional preferente para cada tipo de receptor opioide, ya que hay que tener en cuenta
que ademds de la accidn primaria a que dé lugar su activacion, inhibicién o excitacion
neuronal, la funcion de la via en la que se encuentra es la responsable del efecto final
obtenido.

Los receptores opioides estan, como hemos sefialado ampliamente distribuidos,
por lo que se encuentran implicados en la fincién de una gran variedad de procesos.
(Tabla II).

Uno de los efectos mas relevantes de los opifceos/opioides es la analgesia,
actualmente se acepta que los tres tipos basicos de receptor opioide estan implicados en
el control de la sensacion doloresa, sin embargo la importancia relativa de cada tipo en
el control de diferentes sensaciones dolorosas (térmica, presion, visceral...} estd aun en
debate.

ILa mediacién de la analgesia a nivel supraespinal que se atribuia clasicamente a
la ocupacion de los receptores mu, ha sido recientemente asignada al subtipo mu,
(Pasternak, 1988), asi como a los receptores delta (Porreca y col., 1987, Sanchez-
Blézquez y Garzdn, 1989). A nivel espinal se produce analgesia mediante la activacion
de cualquiera de los tres tipos de receptor opioide.

La localizacion de los receptores mu, delta y kappa en el NTS parece estar
relacionada con el control de las funciones auténomas, mis concretamente, con el
control reflejo del sistema cardiovascular,

Por otro lado diversos estudios han correlacionado el patrén de
distribucion/densidad de los receptores mu opioides en el talamo y tronco cerebral con
las acciones depresoras de los opioides sobre la respiracion y con sus efectos sedantes.
(Atweh y Kuhar, 1983),

El aumento de la actividad locomotora parece ser relativo a la localizacién de
los receptores mu en las zonas A9 y A10, donde modulan la liberacidn estriatal de DA
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TABLA 11

Efectos opioides: su asociacién a los tipos de receptor.

Comportamentales

analgesia supraespinal..............
anaigesia espinal ............ccvviivinienn e e

CAALEPSIA . .ovvvveirecrccree s eer i ree e s eeeresae s eee v eenes
ACUVIAAd MOLOIA .o eiiec s s en e et aran s
supresion del apetito ...o..oeeeeneocir e e,
ANLCONVULEIVOS ...vviiviiis s reereiresn s e saanars s rrestnesensss

Endocrinos

liberacién de ACTH-cortisol ........ ettt s
liberacidn de prolactina..........cocveeiinnvernire e,
Hberacion de GH ...oovcierrrr i reeeesiees s s s s easseesescnees

...................................

inhibicidn de ADH ...

inhibicién de LH ¥ (€1081erona ... ...ccceevvvinreeenniieanenn,

Autdnomos

Inmunes

motilidad gastrointestinal (—) ...ccoeireevinrienirersiin s

motilidad vefiga (=) ...ooovrimriinni s e

MIdrasis ..o

MIOSIS ...ovvrivrivenirseresreisersrnnne

hipertermia ......coocoiiiniinnenn,

depresian respiratoria ........vee.
bradicardia ...

hipenension ...

....................................

....................................

....................................

....................................

....................................

choque Hemorrdgico ... i

choque endaldXico ..viveerna,

INMUNOESHMEIACION .oovveivev e veersreenre ey remearens

inmunosupresion ..............

produccidn de anticuerpos (—)

quimiotactismo monocitos (+).

quimiotactismo resto leucocitos

....................................

....................................
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(Chesselet y col., 1982). De forma paralela, la ocupacién de los receptores kappa en
estas regiones induce sedacion lo que se correlaciona con el elevado contenido del
receptor kappa en estas zonas.

En cuanto a lo que se sabe de los efectos de los opioides sobre la secrecion
hormonal en el SNC hay que sefialar que la distribucion anatoémica de los receptores
kappa en la hipofisis posterior se asocia al papel inhibitorio ejercido por los opioides
sobre la liberacién de la vasopresina, asi como a la accién diurética intrinseca que
presentan los agonistas kappa (Blackburn y col., 1986). Ademas la elevada densidad de
receptores mu y kappa por un lado y delta por otro se corresponde con el papel
excitatorio de los mismos sobre la liberacién de ACTH y prolactina respectivamente.

El sistema opioide intrinseco al tracto intestinal modula su motilidad, siendo su
efecto més destacado el descenso en el peristaltismo lo cual justifica la actividad
constipante y antidiarreica de los opidceos. También intervienen en el control de la
ingesta y en el balance hidrosalino (Holaday, 1985) sin que hasta el momento en todos
estos procesos se determine la participacion selectiva de un subtipo de receptor.

Estudios recientes han detectado la existencia de receptores opioides periféricos
asociados a procesos inflamatorios, posiblemente localizados en terminales cutineos
sensoriales, que al ser activados por agonistas mu modularian las sensaciones
nociceptivas. (Stein y col., 1988; Levine y Taiwo, 1989),

4.2.¢. Mecanismo de accién de los Péptidos Opioides

La unién de los péptidos opioides a su receptor, ¢l cual se Jocaliza en la
membrana postsiniptica ha de traducirse en una seffal intracelular, sefial que puede
venir mediada por distintos sistemas de segundos mensajeros.

En la actualidad los estudios se centran en ¢l andlisis de los cambios
postreceptor que conducen la informacion a través de la membrana hacia el efector
primario.

Existen evidencias que apuntan hacia una asociacion de los receptores opioides
con la enzima adenilato ciclasa o con canales iénicos; es mis, en algunos estudios se
sugiere que la accién de los opioides sobre los canales iénicos vendra mediada por
dicho enzima, (Loh y Smith, 1990).

Estudios electrofisiolégicos han demostrado que los opioides reducen el ritmo
de descarga de las neuronas y como consecuencia la cantidad de neurotransmisor
liberado. Existen varias formas en que se pueden alterar las propiedades eféctricas de
las membranas, asi los opioides al actuar sobre los receptores mu y delta aumentan la
conductancia del potasio hiperpolarizando dicha membrana , dificultando la produccién
ylo propagacion del potencial de accion el cual en dltimo término es el encargado de
liberar al neurotransmisor presinptico (North, 1986). El receptor kappa, por su parte,
al activarse va a reducir la entrada de calcio al interior celular dificultando la liberacién
del neurotransmisor (Werz y McDonald, 1985).
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Independientemente de que el efector primario sea una enzima o un canal
ibnico entre el lugar de reconocimiento y el efector se intercala una proteina
transductora o reguladora que se une a nucledtidos de guanina, proteina G.

En general los receptores unidos a proteinas G responden a diversas hormonas,
neurotransmisores y autacoides, regulando los niveles de AMP,, GMP,, canales iénicos
y recambio de fosfolipidos.

Se sabe que el sistema adenilato ciclasa, encargado de regular la produccién de
AMP,, incluye receptores activadores o inhibidores acoplados a proteinas G; o G;
respectivamente. Algunos estudios sugieren que los receptores opioides producirian un
bloqueo en la activacién de la adenilato ciclasa. Tanto los agonistas epioides tipo mu
(Frey y Kebabian, 1984), como los de tipo delta (Schoffelmeer v cols, 1987; DeMontis
y cols, 1987) y los de tipo kappa (Bhoola y Pay, 1986) provocan dicha inhibicion de la
adenilato ciclasa con la consiguiente reduccién de los niveles intracelulares de AMP,.

La adenilato ciclasa juega también un papel importante en el control de la
sintesis de neuropéptidos debido a que diversos genes que codifican para nenropéptidos
incluyen en sus promotores elementos capaces de ser activados por proteinquinasas
dependientes de AMP,, por lo que una administracién de agonistas opioides produce
un descenso en los nivelesde AMP, reduciéndose los niveles de ARN,, para
proencefalina, reduccién que es revertida por naltrexona (antagonista opiaceo).
(Childers, 1991)

Asimismo la activacién de la fosfolipasa ¢ depende de receptores acoplados a
proteinas G, dando lugar a la produccidén de diacilglicerol e inositol trifosfato que
activan, respectivamente, la proteina kinasa, o la salida de calcio desde depositos
intracelulares al citosol. Igualmente, determinados receptores, como es el caso de los
receptores opioides, pueden regular la actividad de canales de iones tales como Ca® o
K"

En el caso de los receptores opioides, el receptor mu puede utilizar los tipos G;
y G, (proteina G) para hacer llegar su informacion a diferentes efectores, adenilato
ciclasa (Ueda y cols, 1988) y canales idnicos (Hescheler y cols, 1987).

Se ha sugerido que al menos una proporcién de los receptores opioides se
encontrarian preacoplados a la proteina G. Esta forma se asocia a los estados de alta
afinidad de los receptores para agonistas que sin embargo no son detectados por los
antagonistas. (Costa y cols, 1988),

Para demostrar lo expuesto anteriormente diversos estudios han puesto de
manifiesto que la administracién in vivo de la toxina pertixica, la cual se encarga de
catalizar la ribosilacion dependiente de ADP a partir de NAD de la subunidad ¢ de los
tipos G¢G,, reduce la analgesia espinal mediada por receptores opioides en la rata
(Przewlocki y cols, 1989) y la actividad antinociceptiva supraespinal de ciertos opioides
en ¢l raton. (Sanchez-Blazquez y Garzon, 1989)

Otros agentes capaces de modificar el estado funcional de las proteinas G,

como la N-etilmaleimida (NEM) inducen también un descenso diferencial de la
actividad antinociceptiva supraespinal de los opioides. (Sanchez-Blazquez y cols, 1989)
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Si consideramos que la analgesia supraespinal opioide es mediada
predominantemente por el receptor mu, y que los agentes modificadores de las
proteinas Gi/G,, toxina pertixica y NEM, sélo reducen la analgesia inducida por ciertos
opioides se plantea la interesante posibilidad de que el estado funcional de las proteinas
transductoras sea responsable de la eficacia de los opioides analgésicos y por lo tanto
dependiendo de las modificaciones sufridas y del tipo de interacion del ligando con el
complejo receptor-proteina G su eficacia en iniciar los eventos postreceptor se verd
modificada en diferente grado. Estos hallazgos indican la importancia del estado
funcional de las proteinas trasductoras en la eficacia de los agonistas.

Como ejemplo de esto tenemos el fenémeno de tolerancia el cual parece ser
debido en principio a un desacoplamiento funcional entre el receptor y el sistema
transductor (proteinas G), seguido de un descenso en el mimero de receptores. (Cox y
Werling, 1991)

Se han propuesto varios mecanismos para explicar el desacoplamiento inicial
entre el receptor opioide y las proteina G, asi podria deberse a una fosforilacién del
receptor debida a un aumento de la actividad de kinasas dependientes de AMP,
producido tras la administracion cronica de opicides, esta fosforilacion afectard a la
activacién de la proteina G tras la interaccién opioide-receptor (Harada y cols, 1989), o
bien a un descenso en el niimero de subunidades o, de las proteinas G provocada por
agonistas opioides (Schulz, 1991)

4.2.f, Peptidos Opioides y Sistema Nervioso Auténomo; Acciones sobre el Sistema
Cardiovascular

Desde mediados del siglo XIX y comienzos del XX se tenia conocimiento de
que la morfina y sus derivados ademas de efectos analgésicos ejercian una potente
actividad cardiorespiratoria. (Bernard, 1964)

La actividad que producen los opioides no es uniforme, asi se pueden obtener
efectos estimuladores o depresores en un mismo animal de experimentacion
dependiendo de la ruta de administracién o de la utilizaciébn o no de anestésico.
(Kayaalp y cols 1966). Este hecho sugiere que las acciones no se ejercen sobre un
Unico sistema o bién que los efectos observados ne son provocados directamente sino a
través de diversas sustancias mediadoras como por ejemplo, la serotonina, histamina, la
acetilcolina y la noradrenalina, entre otros,

Se sabe que el mantenimiento funciona! de las constantes cardiopulmonares
depende de la integridad de muchos niicleos que se encuentran localizados en el tronco
del encéfalo en donde existen importantes zonas para la regulacién de la tension
arterial. (Dampney, 1981)

La administracion intravenosa de morfina en ratas provoca en las mismas una
disminucién de la frecuencia cardiaca v de la tension arterial, efectos que parecen ser
mediados por quimiorreceptores presentes en el arbol cardiopulmonar, provocando, la
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estimulacién de estos puntos una triple respuesta, bradicardia, hipotensién y apnea
transitoria, El desarrollo de tolerancia produce una disminucién en la depresion
cardiaca. (Fennesy y cols, 1971)

Diversos estudios realizados en ratas demuestran que la morfina provoca un
quimiorreflejo vagal, lo que apoya la teoria de que la morfina periférica ejerce un efecto
hipotensor. Ademas la realizacién de una adrenalectomia o hipofisectomia produce
aumento de la sensibitidad a las acciones de la morfina, (Kiang y cols, 1984)

Todo lo expuesto con anterioridad parece evidenciar que los agonistas mu
pueden actuar a nivel central estimulando el sistema nervioso simpético y/o inhibiendo
el parasimpatico.

Esta accién central podtia encargarse de modular el reflejo barorreceptor, sobre
todo a niveles bajos de activacion nerviosa, ya que cuando la frecuencia de impulsos
procedentes de los senos adrtico y carotideo es més intensa, el sistema de receptores
mu no es capaz de inhibirlo, y en ese momento el reflejo barorreceptor comenzatia a
actuar,

Los agentes que actuan selectivamente sobre el receptor opioide delta también
son capaces de producir cambios en el sistema cardiovascular. Asi se ha observado que
tras la administracidn por via intravenosa de Met-encefalina y Leu-encefalina se
producen respuestas presoras y estimuladoras de la frecuencia cardiaca tanto en ratas
normales como en hipertensas. En general se ha observado que los agonistas delta
modulan los quimiorreceptores del cuerpo carotideo. (Ganten y cols, 1981; Schaz y
cols, 1980)

Asi pues se ha demostrado que tanto los receptores mu como los delta
participan en procesos cardiorrespiratorios, siendo su accion no idéntica aunque si
complementaria,

En cuanto a la relacién de los receptores kappa con la actividad cardiovascular,
se debe mencionar que en el nicleo predptico medial, 4rea hipotalamica con
demostradas acciones cardiorrespiratorias, se han encontrado a altas concentraciones
diferentes compuestos enddgenos con actividad agonista sobre receptores kappa.
(Feuerstein y cols, 1983)

4.2.g. Activacién del sistema opioide durante el estrés.

Muchos autores han confirmado el efecto estimulante de mdltiples agentes
estresantes sobre la secrecion de péptidos opioides en diversas especies.

Ya en 1977, Guillemin y cols describieron como el estrés producido por una
fractura tibial provocaba un incremento concomitante de los niveles plasméticos de
ACTH y p-endorfina en la rata, Se ha podido constatar también una clara asociacion
entre el estrés y la liberacion de péptidos opioides durante fa activacion del eje
simpatico-adrenal en estas situaciones, en las cuales se observa una liberacion paralela
de péptidos tipo encefalinas y adrenalina desde la médula adrenal (Viveros y cols 1979,
Livett y cols 1981) y de encefalinas y noradrenalina en las terminales simpaticas.
(Wilson y cols 1980)
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Son bastante bien conocidos los efectos del estrés sobre la secrecion de
opioides desde que en 1976 Akil y cols describieron por primera vez el fendémeno de
analgesia inducida por estrés.

Los efectos sobre los receptores opioides también han sido estudiados. En
general tras un estrés cronico, tanto fisico (estrés por frio, Hnatowich y cols 1986) o
psicolégico (estrés por aislamiento, Petkov y cols 1985) se ha observado una
disminucion de receptores opioides en el cerebro de la rata.

Recientes resultados mmestran una disminucion de los receptores mu en ratas
sometidas a shock inescapable (Stuckey y cols 1979), dicha disminucién podria ser
debida a la presencia de ligandos enddgenos que en estas situaciones compiten por los
sitios de unién, o bién, 2 una induccién de subsensibilidad de los receptores por una
exposicién persistente de los mismos a niveles elevados de opioides end6genos.
(Adams y cols 1987)

Por el contrario, el estrés agudo por inmovilizacién aumenta el nimero de
receptores mu y delta y una inmovilizacién repetida (estrés crénico) aumenta el nimero
de receptores delta y la concentracion de dopamina sugiriendo este hecho una posible
relacion entre el sistema opioide y el dopaminérgico. (Zeman y cols 1988). En estudios
realizados utilizando shock hipovolémico aparecen alteraciones en los receptores kappa
(Ramabadram y Bansinath, 1988)

En condiciones normales, la administracion de antagonistas opioides en
animales carece de efectos ya que la mayorfa de las células que contienen opioides
enddgenos no son activas tonicamente, sin embargo, cuando la homeostasis del
organismo se ve alterada, por ejemplo, mexiante la aplicacién de un estimulo estresante
se produce una activacién del sistema opioide que dard lugar a efectos muy diversos
entre los que podemos destacar modificaciones en las funciones neuroendocrinas, en la
actividad cerebral, en la sensacién dolorosa, en la temperatura corporal, en el sistema
cardiovascular, ast como en determinadas reacciones autonomas y comportamentales.
(Holaday, 1985)

Durante ¢l estrés agudo se han descrito modificaciones en los niveles de los
péptidos derivados de la POMC, se ha demostrado que los niveles de P-endorfina
plasmética estin elevados en animales sometidos a estrés agudo como el shock
inescapable (Rossier y cols 1980; Hulse y Coleman 1984), inmovilizacion (Kant y cols
1986) y aislamiento (Kalin y cols 1985). Estudios realizados en humanos muestran asi
mismo dicho incremento en situaciones como el parto (Furuhashi y cols 1984), en el
transcurso de ejercicio fisico intenso (Fraioli y cols 1982; Metzger y Stein 1984) y de la
hipoglucemia insutinica (Wiedemann y cols 1979; Nakao y cols 1979)

Parece ser que la B-endorfina segregada al torrente circulatorio durante el
estrés procede de la hipofisis, ya que una hipofisectomfa bloquea, en determinados
casos, dicha respuesta (Guillemin y cols 1977). Ademas se ha observado una reduccién
del contenido hipotalimico de B-endorfina tras la aplicacién de estrés por frio (Vaswani
y cols 1988), por shock en fas patas (Hulse y Coleman 1984) o tras el estrés por
natacion en la rata (Lim y Funder 1983).

En el estrés cronico, como el producido tras la aplicacion crénica intermitente
de shock eléctricos en las patas del animal, también se ha observado una elevacion en
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los niveles de B-endorfina plasmatica (Akil y cols 1984), aunque en otros modelos de
estrés cronico como el ayuno, otros autores no han encontrado variaciones en dichos
niveles (Vaswani y Tejwani 1986)

En el Sistema Nervioso Central se ha descrito que el estrés crénico produce
una elevacion en el contenido hipofisirio del ARN,, para POMC. (Shiomi y cols 1986)

En el caso de ratas sometidas a deprivacion social aparece una elevacién de los
niveles de ARN,, de preproencefalina en hipotalamo,
En otros dos modelos de estrés en la rata como el sindrome de abstinencia a morfina e
inyeccién hiperténica salina se describe dicha elevacién en las concentraciones del
ARN;, de preproencefalina, precursor de met-encefalina y leu-encefalina, en el nucleo
paraventricular del hipotalamo, nucleo cerebral de probada implicacion en la regulacion
del sisterna cardiovascular. (Lightman y cols 1987)

En diversos estudios realizados sobre otras dreas cerebrales se han obtenido
diversos resultados mostrando en algunos casos discrepancias.

Asi Chance y cols (1977) vieron que tras la aplicacion crénica de shock
eléctricos se producia analgesia asociada a un aumento en SNC de algin opioide
endégeno. Por el contrario otros autores han observado un desarrollo de tolerancia al
efecto analgésico del estrés cronico aplicado durante un periodo més prolongado (Akil
y cols 1984). También tras la aplicacion prolongada de shock eléctrico en las patas de
la rata se detecta una disminucién en las concentraciones de leu-encefalina en
hipotalamo, (Rossier y cols, 1978)

En resumen, las discrepancias que se observan al estudiar los resultados
obtenidos al respecto por diversos autores se deben probablemente al hecho de que no
se puede considerar al estrés como un fenbémeno concreto causante de una reaccidn
tinica en el organismo, sino que da lugar a muchas respuestas las cuales vienen
condicionadas por la duraci6n, intensidad y tipo de estrés, ya sea fisico o psicologico.
(Terman y cols 1984)

4.3. ACTIVACION DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISO-ADRENAL.

El eje Hipotalamo-hipofiso-adrenal (HFA) es posiblemente el sistema més
importante de respuesta al estrés, En todas las formas de estrés se produce la activacion
del eje HHA conjuntamente con la activacion del sistema simpético. (Selye, 1976)

Esta activacion solo estd ausente en las formas de estrés agudo y de caracter
muy puntual; es por ello que la activacion del eje HHA se incluye en la fase de
resistencia tipica del estrés cronico. Paralelamente tenemos que tener en cuenta las
dificultades que surgen al intentar delimitar estrictamente las situaciones agudas de las
crénicas, pudiendo presentarse mecanismos intermedios entre los efectos simpaticos y
los adrenomedulares,

La activacion del eje HHA durante el estrés lleva asociada una elevacion de la
hormona adrenocorticotropa o corticotropina desde la adenohipofisis, elevacion de la
que es responsable el factor liberador de corticotropina (CRF), producido en los somas
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de las neuronas parvocelulares localizadas en el nucleo paraventricular del hipotalamo,
el cual es el origen, a nivel central, de la activacion del eje HHA. (Vale y cols 1981)

El CRF es transportado por medio de fa circulacion hipofisaria-portal a la
hipofisis anterior en donde estimula la liberacion de ACTH. Posteriormente la ACTH
circulante es transportada hasta la corteza adrenal, en donde induce la sintesis y
liberacion de glucocorticoides en las células corticoadrenales, sistema dque s€
autocontrola gracias a un mecanismo de retroalimentacién negativo ejercido por los
propios niveles de glucocorticoides. (Keller-Wood y Dallman 1984)

Sin embargo, durante periodos de estrés prolongado, a pesar de unos niveles
circulantes altos de ghicocorticoides, no se produce la retroalimentacion negativa,
secretindose CRH y ACTH adicionales. (Keller-Wood y cols 1984)

Paralelamente a la liberacion de ACTH desde el 16bulo anterior de la hipdfisis
es importante sefialar que se produce la liberacién concomitante de B-endorfina,
péptido opioide procedente del mismo precursor polipeptidico (Proopiomelanocortina)
que la ACTH (Eipper y Mains 1580)

En general, como respuesta a la activacién del eje HHA en el desarrollo de la
respuesta fisioldgica al estrés se provocan una serie de efectos derivados
fundamentalmente del aumento de los glucocorticoides circulantes, entre los que
podemos destacar una reduccién de la capacidad de adaptacion o cambios de la
respuesta inmunolégica, de la actividad del ¢je hipotdlamo-hipofiso-gonadal, de la
produccién hipofisaria de GH y TSH ypor lo tanto de sus efectos sobre el crecimiento y
el metabolismo, alteraciones en la ingesta y en el peso y una disminucién de HDL-
colesterol, (Udelsman y Holbrook 1994)

4.3.2. Hormona liberadora de Certicotropina.

En 1948 Harris sugirid la presencia de un factor hipotaldmico capaz de
estimular la liberacion de la ACTH desde la hipofisis. En 1955 Saffron y cols
demostraron la evidencia de actividad de dicho factor de liberacion de corticotropina
(CRF), siendo aislado en 1981 por Vale y cols.

Con el tiempo la nomenclatura referente a este péptido se cambié de factor
liberador de corticotropina (CRF) a hormona liberadora de corticotropina (CRH). El
papel central de este péptido de 41 aminoAcidos es la regulacion de la secrecién de
ACTH. Ademas la CRH juega un papel fundamental en la integracion de las respuestas
relacionadas con el estrés através del eje neuro-inmuno-endocrino. La CRH actia
dentro del SNIC para integrar las respuestas auténomas, comportamentales, endocrinas
y respuestas inmunes al estrés, Mas aun, evidencias recientes sugieren que la CRH
puede llevar a cabo acciones directas en los inmunocitos para modular fa fincién
inmune en la periferia.

Las acciones de la CRH en el SNC, hipdfisis y en €l bazo estan mediadas
especificamente por receptores de membrana de alta afinidad con propiedades cinéticas
y farmacolégicas similares. (De Souza y cols 1991)
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Cuando se administra intracerebroventricularmente a animales de laboratorio se
observan una serie de respuestas que incluyen acciones hemodinamicas acompafiadas
de un incremento de noradrenalina, adrenalina, glucagén y glucesa.

Diversos estudios han demostrado que la inmunorreactividad y los receptores
de la CRH estan concentrados en e! sistema limbico, en 4reas del cerebro superior,
estas 4reas incluyen el locus ceruleus y ¢l sistema nervioso simpéatico central,

Sin embargo, las neuronas responsables de la sintesis y secrecién de la CRH se
localizan fundamentalmente en el nicleo paraventricular del hipotalamo,

En diferentes estudios se observa que tanto las neuronas productoras de Ia
CRH, como el ligando y los receptores se localizan en dreas apropiadas del SNC, en las
que se sabe que se produce una respuesta ante el estrés.

Mediante estudios por autorradiografia, los receptores de la CRH se
localizaban en alta densidad en los l6bulos anterior e intermedio de la hipofisis, regiones
cerebrales implicadas en funciones cognoscitivas, en 4reas limbicas implicadas en las
emociones y en 4reas cerebrales implicadas en la regulacién de respuestas autéonomas y
relaccionadas con el estrés.

Todos estos datos proporcionan evidencias adicionales sobre el papel
psicoldgico de la CRH en el eje cerebro-endocrino-inmune y un mayor apoyo sobre la
importancia de este neuropéptido en la coordinacion de la respuesta al estrés. (De
Souza y cols, 1991)

Ademas, se ha demostrado la existencia de receptores periféricos de la CRH en
el sistema nervioso autébnomo periférico de los primates localizados en la médula
adrenal y ganglios simpéticos, Estos receptores presentan un rango de especificidad,
afinidad y caracteristicas funcionales similares a los receptores de la CRH descritos en
1a hipofisis y el SNC, (Udelsman y cols, 1986)

La CRH es secretada desde el nficleo paraventricular al sistema portal
hipotalamico-hipofisario, siendo transportada a la hipéfisis anterior donde promueve la
sintesis y liberacion de ACTH.

Dicha accién es mediada por la unién de la CRH a receptores celulares
corticotroficos de alta afinidad, lo que da como resultado la activacion de la adenilato
ciclasa y un incremento en los niveles intracelulares del segundo mensajero, AMP..
(Brown y cols, 1988)

La CRH 1o es ¢l Gmico secretagogo para la ACTH. Otras hormonas del estrés,
incluidas la vasopresina, angiotensina II y catecolaminas actian sinérgicamente
estimulando la sintesis y liberacion de ACTH por las células de Ia hipofisis. (Antoni,
1986)

La administracién intracerebroventricular de la CRH en animales da como
resultado, un aumento de catecolaminas en el plasma y cambios hemodinimicos de
acuerdo con un incremento de la actividad simpética, que se manifiesta como una
elevacion en la presion media arterial y ritmo cardiaco. (Brown y cols, 1988)
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4.3.b. Hormona adrenocorticotropa.

Las células corticotréficas de la hipofisis anterior son estimuladas por la CBH a
sintetizar un precursor de la ACTH de 240 aminoécidos, la denominada
proopiomelanocortina. (Krishnan y cols, 1991)

Esta molécula contiene también las secuencias para las hormonas peptidicas
melanocortina y lipotropina, Después de trasladarse, el precursor proteinico
proopiomelanocortina se situa intracelularmente para poder dar lugar a los productos
de secrecion, le melanocortina, la ACTH, la lipotropina y el péptido endégeno -
endorfina. (Lowry, 1985)

En ausencia de estrés la ACTH se secreta episddicamente a la circulacion
periférica en unos ritmos circadianos caracterizados por una elevacion a primeras horas
de la mafiana de ACTH y glucocorticoides. Los glucocorticoides ejercen un efecto de
retroalimentacién en el hipotdlamo y la hipéfisis, inhibiendo la CRH adicional y la
secrecion de ACTH. Este ritmo circadiano esth modificado en especies animales con
habitos nocturnos y en sujetos humanos cuando estos estan aclimatados & nuevos ciclos
de luz/oscuridad.

El estrés puede anular estos patrones circadianos, dando como resultade la
clasica respuesta endocrina al estrés.

La ACTH se une especificamente a receptores de membrana de alta afinidad en
la zona fasciculada de la corteza adrenal. La union a dichos receptores da lugar a la
activacién de la adenilato ciclasa y a un incremento de los niveles de AMP,. El AMP,
acta como un segundo mensajero activando a proteinas quinasas dependientes de
AMP,, las cuales incluyen proteinas reguladoras fosforiladas. El resuitado neto es la
estimulacion del paso limitante en la esteroidogénesis, la conversion de colesterol a
pregnenclona. (Gill, 1979)

Fn adicion a este efecto agudo en la esteroidogénesis adrenal, la ACTH
también ejerce efectos tréficos en la glindula adrenal que son importantes en el caso del
estrés repetitivo o crénico.

En este caso la estimulacion de la ACTH da lugar a una hipertrofia cortical
adrenal que se produce como una respuesta fisiologica a un estrés no remitente o como
una respuesta patoldgica a un exceso de ACTH exdgeno o endogeno produciendo un
sindrome de Cushing,

La ACTH es el principal, pero no el Unico, regulador de la secrecidén de
glucocorticoides. Hay otros factores, incluyendo la angiotensina y vasopresina que
también influyen en la secrecidn de glucocorticoides adrenales. (Lilly y cols, 1989)

Ademis parece que existe una inervacién simpatica directa para la corteza
adrenal, que presumiblemente da como resultado una secrecion de glucocorticoides.
(Krishnan y cols, 1991)

La ACTH, por si misma, también puede interactuar con el sistema nervioso
autobnomo porque parece ser capaz de potenciar los efectos contractifes de las
catecolaminas en el mascula atrial. (Zeiler y cols, 1982)
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4,3.c. Glucocorticoides.

Los glucocorticoides se definen como una clase de moléculas esteroidicas que
se unen a receptores glucocorticoideos.

El cortisol es el principal glucocorticoide en los humanos, sin embargo se han
desarrollado varios glucocorticoides sintéticos los cuales poseen una mayor afinidad
por los receptores asi como una vida media mas prolongada. Estos glucocorticoides

sintéticos incluyen a la dexametasona y prednisona, los cuales se utilizan ampliamente
en clinica.

Ademas de los glucocorticoides, en la corteza adrenal se sintetizan los
mineralocorticoides y los esteroides sexuales. De estas tres clases de esteroides
tinicamente los glucocorticoides son esenciales para la vida,

Los glucocorticoides son secretados directamente a la circulacion
inmediatamente después de su sintesis, (Gill, 1987)

El cortisol, el principal glucocorticoide humano, circula por la sangre tanto en
su forma ligada (95%) ya sea a globulinas de union a glucocorticoides o albtmina,
como en su forma libre (5%). Las hormonas libres y ligadas estan en equilibrio.

Las hormonas libres parece que se introducen en las células diana por simple
difusion y se unen a receptores glucocorticoideos citosélicos especificos.

Todos los efectos fisiolégicos de los glucocorticoides estin mediados através
de la uni6n a receptores esteroideos.

Los glucocorticoides ejercen sus efectos uniéndose directamente al DNA para
regular la transcripcion génica. Estos receptores estdn presentes virtuaimente en todas
las células nucleadas del cuerpo. (Baxter y cols, 1987), La afinidad que demuestra el
glucocorticoide por st receptor es el principal determinante de su accion biologica. La
unién del ligando al receptor tiene lugar en el compartimento citoplasmatico celular y
tiene como resultado la activacién del complejo receptor-glucocorticoide a una forma
de asociacién al DNA la cual es traslocada al nucleo.

Los efectos de los glucocorticoides se dividen frecuentemente en las dos
grandes categorias siguientes:

1. Efectos “permisivos”; que permite & ofras hormonas funcionar en el estado

basal
2. Bfectos “reguladores” que se ejercen sblo cuando estan presentes los niveles

de glucocorticoides inductivos de estrés
Los efectos reguladores pueden ser tanto estimuladores como supresores.

(Munck y cols, 1992)

4.4, RESPUESTA DE FASE AGUDA

La respuesta de fase aguda esta intimamente ligada a la respuesta
endocrina al estrés. Tanto la IL-1 como la IL-6 son capaces de activar el eje
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hipotédlamo-hipéfiso-adrenal a nivel del hipotalamo en donde se incrementa la
liberacion de CRH. (Sapolsky y cols, 1987)

En casos de estrés suave, s6lo se incrementan los niveles de I1.-6 en la
circulacion periférica. (Pullicino y cols, 1990)

También se ha sugerido que la IL-1 y la TL-6 incrementan la secrecién de
ACTH desde la hipofisis y aumenta la sintesis y liberacién de glucocorticoides
desde la glandula adrenal. (Tominaga y cols, 1991)

Los glucocorticoides, por su parte, influyen en la respuesta de fase aguda
en direccion opuesta. Estos participan positivamente en combinacién con las
citoquinas para regular la transcripcion de muchos de los reactivos de fase aguda.
Sin embargo, los glucocorticoides también suprimen la expresion de los genes de
las citoquinas y por tanto inhiben la produccién de las mismas.

Esta actividad dual, estd en realidad de acuerdo con el papel de los
glucocorticoides propuesto por Munck y cols y Munck y Naray-Fejes-Toth, asi
pues, en principio los glucocorticoides contribuyen a iniciar las respuestas en el
hospedador, pero después, como los niveles de glucocorticoides permanecen
elevados, sirven para atenuar las reacciones homeostaticas. (Udelsman, 1994)

La respuesta de fase aguda es una respuesta sistémica para localizar el dafio
tisular normalmente caracterizada por alteraciones en el nivel de varias proteinas
séricas usualmente conocidas como reactivos de fase aguda.

Estas proteinas se sintetizan en primer lugar en el higado y se dividen en
dos grupos:

1. Reactivos positivos, como la o;-antiquimotripsina, complemento Cs,
ceruloplasmina, fibrindbgeno y haptoglobina, cuyos niveles séricos se
incrementan durante la respuesta de fase aguda.

2. Reactivos negativos, como la albimina sérica y la transferrina, cuyos
niveles descienden.

(Heinrich y cols, 1990)

La respuesta se inicia como una reaccién inflamatoria local caracterizada
por vasodilatacién, filtracién de los vasos sanguineos, formacién de codgulos y
liberacion de una serie de componentes celulares que incluyen enzimas lisosomales,
aminas vasoactivas y prostaglandinas. Los granulocitos y las células mononucleares
son reclutadas hacia dicha localizacion; y estas células, asi como los fibroblastos
locales y células endoteliales son estimuladas para liberar citoquinas a la circulacion
periférica. (Udelsman, 1994)

Las principales citoquinas responsables de mediar los efectos sistémicos de
Ia respuesta de fase aguda incluyen la YL-1y la IL-6 y factor o de necrosis tumoral,
jugando la TL-6 un papel predominante. (Le y cols, 1989)

Las citoquinas ejercen sus efectos principalmente alterando la expresion
génica. Las citoquinas pueden actuar separadamente o interactuar a miltiples
niveles. En numerosos trabajos se ha estudiado la habilidad de estas citoquinas
sélas o en combinacién para inducir la sintesis de reactivos de fase aguda tanto in
vivo como in vitro.
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IO, HIPERTENSION ARTERIAL

La hipertension arterial (HTA) se define como la elevacion, cronica, de las
cifras de presion arterial sistélica, diastélica o de ambas.

La hipertension arterial constituye el principal factor de riesgo para las
enfermedades cardiovasculares. Diversos estudios han puesto de manifiesto que
cuanto mas alta se mantiene la presion sistdlica o diastolica, mayores son la
morbilidad y mortalidad por enfermedades cardiovasculares. Asf pues, la cifra de
tension arterial incide de modo determinante en el riesgo de enfermedad
cardiovascular independientemente de ta edad.

En 1978, un comité de expertos de la Organizacién Mundial de la Salud
establecié los valores que deberian considerarse normales y altos, aunque como
considera el propio comité, estos valores apesar de ser admitidos universalmente
son arbitrarios.

Asi pues segun el citado comité:

La presién arterial normal se define arbitrariamente como una
presion sistolica igual o inferior a 140 mmHg, junto con una presién diastolica (5
fase de Korotkoff) igual o inferior a 90 mmHg.

La hipertension se define como una presion sistolica igual o superior
a 160 mmHg y ademés, o independientemente una presion diastolica (5 fase) igual
o supertor a 95 mmHg

Entre ambos niveles queda una banda denominada “hipertension limite” con
valores que oscilan entre los considerados normales y como hipertensivos segun la
descripcion anterior.

En el caso de los nifios, las cifras que pueden considerarse como
hipertension arterial varian segin la edad, siendo mas bajas que en los adultos.

1. CLASIFICACION ETIOLOGICA DE LA HIPERTENSION

1. Hipertensién primaria o esencial: Elevacion mantenida de la tension arterial
de causa desconocida. En un gran porcentaje de los pacientes con hipertension
no es posible encontrar su causa especifica.

2. Hipertensién secundaria: Elevaciébn mantenida de la tension arterial
provocada por alguna enfermedad.

Accesoriamente existen y se ufilizan términos como:

¢ Hipertension fija o estable: cuando de forma constante se presentan
cifras tensionales elevadas.

¢ Hipertensién maligna o acelerada: cuando existe una afectacion grave de
los 6rganos diana (cerebro, corazdn y rifién). Es la més grave de las
complicaciones de la HTA, teniendo consecuencias fatales en pocos
meses de no ser tratada.

Diversos estudios han aportado pruebas suficientes en favor de la existencia
de determinados factores que se asocian intimamente a la aparicion de la HTA en
un individuo, denominados factores de riesgo, entre los que se encuentran la edad,
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el sexo, la raza, la herencia, la obesidad, la dieta y sus componentes, los factores
psicosociales (estrés) y socioculturales y determinados habitos.

2. HIPERTENSION ESENCIAL, ETIOPATOGENESIS.

Blaustein desarroll6 una trascendental hip6tesis sobre la etiopatogenia de la
hipertension esencial sobre Ia que se basan las mas avanzadas investigaciones
actuales.

El mecanismo responsable del desarrollo de la hipertension esencial no ha
sido ain completamente dilucidado; sin embargo, existen distintas hipétesis al
respecto,

La etiologia de la hipertension esencial continia sin ser esclarecida debido a
la complejidad de los mecanismos que regulan la presion arterial.

El mantenimiento de la presion arterial depende de una gran variedad de
complejos mecanismos interrelacionados e interdependientes, los cuales
permanecen en equilibrio en el estado fisiolégico normal. (Page, 1949). Debido a la
complejidad de los circuitos que participan en la regulacion de la presion arterial
cabe la posibilidad de que no sea un unico factor el involucrado en el origen del
aumento anormal de la presidn arterial, sino resultado de la participacién de
multiples mecanismos.

Hay que contar ademis con la posibilidad de que los sistemas activados en
la fase inicial de la hipertensién sean diferentes de aquellos que actuan en una fase
posterior, cuando la presién arterial elevada estd definitivamente establecida. Hay
una hipdtesis que postula que la induccién de la hipertension se deberia a un
componente central 0 neurogénico, mientras que del mantenimiento de la misma se
ocuparian factores periféricos que operarian & nivel vascular. (Connell, 1986)

A nivel hemodimémico, la hipertension arterial serd el resultado de una
anomalia en el gasto cardiaco y/o la resistencia periférica total, variables que
determinan la presion arterial.

En determinados casos, al inicio del estado hipertensivo se observa en los
pacientes un gasto cardiaco muy elevado mientras que la resistencia vascular no
aparece alterada (Julius y cols, 1971), mientras que cuando la hipertensién esta
establecida se normaliza el gasto cardiaco, incrementdndose la resistencia periférica
total (Weiss y cols, 1978). Esta evolucién es similar a la observada en ratas
espontaneamente hipertensas (Pfeffer y cols, 1974) asi como en otros animales de
laboratorio en los que se han desarrollado modelos de hipertension renal. (Bianchi
y cols 1970)

Aunque también hay que sefialar que no todos los individuos que
desarrollan hipertension esencial siguen la evolucion hemodinamica descrita
anteriormente (Hoffman y cols, 1981) existiendo casos, tanto en humanos como en
animales de experimentacion, en donde a pesar de no haber alteraciones en el gasto
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cardiaco la elevacion de la presion arterial se desarrolla a 1a misma velocidad y con
la misma severidad. (Pfeffer y cols, 1977)

Existen pruebas de que los cationes sodio y calcio desempefian un
importante papel en la regulacién y el mantenimiento de la presién arterial
(Puschett, 1985)

La hipotesis que desarrollé Blaustein en 1977 sobre la etiopatogenia de la
hipertension esencial sugiere que alteraciones en el masculo liso arteriolar pueden
causar cambios en la reactividad vascular e hipertension. Un aumento en la
concentracion de calcio intracelular determina un incremento de la tension del
musculo liso vascular,

El aumento del Ca*" intracelular se produciria por la activacién del
intercambiador Na'/Ca®" y ello inducirfa, como se ha sefialado, a un aumento de la
contractilidad de! misculo liso vascular, ademds de la constriccién arteriolar, de la
resistencia periférica y de la presion arterial.

Por otro lado De Wardener y cols (1985) propusieron que la hipertension
arterial esencial en el hombre puede deberse a un defecto hereditario en la
capacidad del rifién para excretar sodio. Ello provoca un aumento del volumen
sanguineo, del gasto cardiaco, y en consecuencia de la presion arterial. Pero al
mismo tiempo que se altera el volumen sanguineo se modifica la perfusion tisular y
como los tejidos tienen la capacidad de regular el flujo variando la resistencia
arteriolar, esta autorregulacion conduciria a un incremento de la resistencia
periférica total dando lugar a un mayor aumento de la presidn sanguinea,

En resumen, actualmente hay pruebas de que en la etiopatogenia de la
hipertensién esencial estan implicados diversos factores genéticos y ambientales.

En primer lugar una alteracién intrinseca de la membrana que provoque
cambios en los sistemas de trasporte de sodio.

Estos factores promoverian un incremento en la reabsorcion renal de sodio
capaz de provocar una expansion del volumen extracelular con la consecuente
liberacién de una o varias sustancias natriuréticas con capacidad de inhibir la
bomba de sodio.

Finalmente el desencadenante ambiental vendria representado por un
excesivo consumo de sal en la dieta, Todos estos factores se complementarian para
provocar un aumento en el contenido intracelular de sodio y secundariamente de
calcio libre citosOlico, responsable final del aumento def tono vascular y de las
resistencias periféricas.

3. ESTRES E HIPERTENSION.
Hans Selye introdujo la nocion del estrés como un sindrome definido

constituyendo una reacciéon de alarma producida en respuesta a una variedad de
agentes estresantes.
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Los cambios en el equilibrio del sistema nervioso auténomo,
particularmente la activacion del Sistema Nervioso Simpatico, parecen mediar los
efectos del estrés en la funcion cardiaca. (Pasternac y cols, 1991)

En la actualidad, el fondo humoral de esta respuesta al estrés estd
caracterizada por un conjunto de reacciones simpatoadrenomedulares incluyendo
opioides, hormonas esteroideas y catecolaminas, las cuales tienen un significativo
efecto sobre la actividad del sistema cardiovascular. (Rhee y cols, 1989)

Los hipertensos reaccionan al estrés con una mayor elevacién de la presién
sanguinea y del ritmo cardiaco que los normotensos. (Shapiro, 1961)

Los agentes estresantes productores de una respuesta incrementada de la
presion sanguinea incluyen factores psicoemocionales, inmovilizacién, dolor,
exposicion al frio o al calor. (Ohlsson y cols, 1982; Julius y cols, 1985)

Se ha demostrado que incluso un estimulo moderado como la infusién de
agonistas [(-adrenérgicos (isoproterenol) induce a una exagerada excrecion de
catecolaminas y AMP,, particularmente en los modelos de roedores con
hipertension genética como la rata espontaneamente hipertensa (SHR). (Hamet y
cols, 1991)

Los pacientes con hipertension esencial y las SHR comparten una
hiperrespuesta simpatoadrenal-cardiovascular ¢comun a los estimulos estresantes,
(Goldstein, 1983; Philipp y cols, 1978), incluyendo luz, ruido (Hallback y cols,
1974), vibraciones, restriccion, calor y consumo de etanol.

Por otro lado, la adaptacion al estrés (a Ia inmovilizacidén, por ejemplo)
puede disminuir la presién sanguinea en los animales hipertensos. (Kvetfiansky,
1979)

Los agentes estresantes ambientales como la temperatura modifican la
expresion de la hipertension. Asi pués en numerosos estudios se ha observado que
las presiones sanguineas en hipertensos humanos estaban correlacionadas
significativamente con la temperatura ambiental. Una pequefia elevacion crénica de
la temperatura ambiental desciende la presion sanguinea. Diversos estudios parecen
sugerir que hay una anormalidad de base genética en la sensibilidad al estrés
ambiental en los modelos animales genéticos de hipertensién, (Hamet y cols, 1991)

Las variaciones estacionales sobre la presién sanguinea estdn bien
documentadas por varios estudios en sujetos humanos y en ratas geneticamente
hipertensas. (Brennan y cols, 1982)

También hay una correlacién con la temperatura medioambiental que es
altamente significativa tanto para la presién sanguinea sistolica como diastélica.

Los animales hipertensos son termosensibles. (Malo v cols, 1989)

Desde hace tiempo se conoce que el estrés mental, la ansiedad, asf como
diferentes estados emocionales pueden ser factores desencadenantes de una
elevacion marcada de la PA. (Folkow, 1987)

Diversos autores consideran que la hiperactividad simpética, en la
regulacion del sistema cardiovascular, podria ser responsable de los periodos de
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PA elevada en los pacientes con hipertension labil. Parece ser que este estado de
hipertension labil, en buen numero de casos, supone el comienzo de una historia
natural de hipertension esencial {oscilaciones generalmente de origen psicogeno).
En varios de estos casos, el aumento del gasto cardiaco parece ser la causa
principal en la elevacion de la PA (Fuentes y cols, 1991).

Existe un gran numero de trabajos recientes procedentes de distintos
grupos de investigacion que sugieren que una descompensacion nerviosa a nivel
periférico o central podria derivar en una elevacién crénica de la presion arterial
sistémica (Buckley y Ferrario, 1981),

Es improbable que dicha hipertensién de origen neurogénico aparezca
como resultado de la destruccion regional de tejido nervieso. Se contempla como
mas factible que la elevacion de la PA sea consecuencia de alteraciones sutiles, bien
de la organizacién, o en la neuroquimica del mecanismo nervioso involucrado en la
regulacion cardiovascular (Fuentes y cols, 1991).
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Estudios previos han demostrado que el estrés producido en un modelo
expetimental de deprivacion social en la rata durante mas de 7 dias cursa con aumentos
de la presion arterial y del umbral doloroso.

Asimismo, antagonistas opioides inespecificos como Naloxona, Naltrexona o
Nalorfina revierten esta hipertension en una fase inicial que oscila entre los 7 y los 30
dias de aislamiento de los animales, pero no en estadios mas avanzados.

Por otra parte, el estrés cursa con un incremento en la concentracion de CA en
plasma y SNC, en particular hipotalamo, amigdala, bulbo raquideo y locus ceruleus en
los primeros dias del aislamiento.

Estos hechos permiten establecer la hipotesis de que la respuesta hipertensora
inducida por estrés en este modelo experimental se produciria, al menos en un periodo
precoz, por activacién del sistema opioide central, en tanto que en el mantenimiento de
la HTA a mas largo plazo estarian implicados otros factores como las CA. cerebrales
y/o periféricas.

Basandonos en los conocidos efectos de la neurotoxina 60HDA, que produce
la destruccion selectiva de terminaciones nerviosas en tractos noradrenérgicos y evita la
aparicion de HTA en este modelo experimental, intentamos comprobar cuales serian
sus efectos sobre los receptores opioides en ratas control y en ratas sometidas a
aistamiento en diferentes periodos de tiempo, asi como el receptor implicado en estos
efectos.

Hasta el momento se han descrito hasta nueve subtipos de receptores opioides,
si bien el receptor mu, localizado en corteza cerebral, nucleo estriado, hipocampo,
sustancia negra, locus ceruleus y nucleo del tracto solitario, constituye el 41% de la
poblacion total y el receptor delta, presente en nucleo estriado y amigdala representa el
50%. Ambos receptores regulan la sensacioén nociceptiva y, por su localizacion en el
NTS, el receptor mu interviene en el control reflejo del sistema cardiovascular.

El sistema opioide produce efectos sobre la liberacién de CA y la implicacién
de estas relaciones en la respuesta hipertensiva es un hecho que se intentaba demostrar
tambien en este trabajo. ‘

El objetivo de este trabajo ha sido, por lo tanto, determinar el patrén de
distribucién de las dos principales poblaciones de receptores opioides mu y delta en
areas especificas del SNC en el modelo experimental de deprivacién social, su
implicacion en la produccion y/o mantenimiento de la hipertensidn, sus relaciones con
las CA y que efectos produce la lesion especifica de un area noradrenérgica sobre la
aftnidad y nlimero de estos receptores.
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L MATERIAL,

Aparato de medida de presion arterial Letica
Equipo estereotaxico (David Kopf)
Tormno dental (Emesco ) y fresas (Mcisinger)
Centrifuga Sorvall RC-5B
Sistema de cromatografia compuesto por:
Bomba Waters M-510 (Waters)
Inyector automético refrigerado Rheodyne M 7010. Promis II (Spark Holland )
Columna Spherisorb ODS 2, 5m de tamafioc de particula. 150x3.9mm
(Sugelabor S.A.)
Detector amperométrico Waters M 460 dotado de:
Trasductor LC-16
Electrodo de carbono (Waters ASS)
Integrador SP 4290 {Spectra Physics)
Bafio de ultrasonidos Transsonic T 460 (Elma)
Homogenizador de ultrasonidos Labsonic-U (B.Braun)
Homogenizador Ultra-Turrax T25 (Janke & Kunkel Ika, Labortechnic)
Bafio con agitacioén Unitronic-320 (Selecta-P)
Ststema de filtrado Brandel Harvester M-24 (Brandel 1J.S.A)
Bomba de vacio (Sogevac)
Anglizador de liquido de centelleo Tri-carb 2500 TR (Packard)
Espectrofotometro Spectronic 601 (Spectronic)

IL. FARMACOS Y PRODUCTOS QUIMICOS UTILIZADOS.

2.,4.5 trihidroxifenetilamina hidroclorido, 6-hidroxidopamina (60HDA) (Sigma)
Pentobarbital sédico (Euta-Lender) (Normon)

3,4-dihidroxibenzilamina (3,4 DBH) (Sigma)

3,4-dihidroxifenetilamina (Dopamina, DA) (Sigma)

Noradrenalina (NA) (Sigma)

Adrenalina (AD) (Sigma)

(D-Ala’, D-Leu’)[tirosil-3,5->H(N)]encefalina (DADLE *H), actividad especifica 30,0
Ci/mmol (Dupont NeN)

(D-Ala®, N-Me-Phe’, Gly-ol*)[tirosil-3,5-"H(N)]encefalina (DAMGO °*H), actividad
especifica 60,0 Ci/mmol (Dupont NeN)

[D-Pen™*Jencefalina (DPDPE) (Sigma)

Levorfanol (Sigma)

Albimina bovina sérica estandar (Sigma)

Acido ascorbico (Merck)
Sulfato magnésico (Merck)
Hidrato de cloral (Panreac)
1,2-Propilenglicol (Panreac)
Etanol (Panreac)

Acido citrico (Merck)
Acetato sodico (Merck)
EDTA (Merck)
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Octilsulfato sédico (PIC) (Sigma)

Metanol (Panreac)

Acido perclérico 70% (Merck)

Metasulfito sodico (Merck)

Bisulfito sodico (Merck)

Tris (hidroximetif)-aminometano (Merck)

Sacarosa (Merck)

Polietilendiamida (Sigma)

Liquido de centelleo: Cocktail-22 (Normascint)

Reactivo para el analisis de proteinas de Pierce Coomassie

HI. ANIMALFES DE EXPERIMENTACION,

Los animales fueron suministrados por Interfauna Ibérica S.A. (San Feli de
Codines, Barcelona). Durante su estancia en nuestro estabulado, en el cual
permanecieron hasta el momento del sacrificio, se mantuvieron a una temperatura
constante de 21°C y luz controlada (12h luz/12h oscuridad), disponiendo en todo
momento de acceso libre a la comida y la bebida.

Se utilizaron 816 ratas Wistar macho de peso wvariable en funcién del
experimento en concreto que fuera a llevarse a cabo.

Para la induccion del estado de estrés, el peso de los animales al inicio del
atslamiento fué de 90+10g, estando los animales recién destetados. En estudios previos
realizados en nuestro laboratorio se ha demostrado que la edad en la que se produce el
aislamiento es de suma importancia, siendo tras el destete el momento preciso para
realizar el aislamiento y conseguir la induccion del estado de estrés ya que superada
esta edad no se produce dicha respuesta a pesar de que se aislen de igual forma los
animales.

En aquellos experimentos en 1os que no se iba a inducir el modelo de estrés por
deprivacién social se utilizaron ratas Wistar macho de un peso de 250+10g.

IV, LESION DEL HAZ NORADRENERGICO VENTRAL (HNY) CON
6- HIDROXTDOPAMINA.

Los animales fueron anestesiados previamente por via ip. con Equitesin (3
ml/kg), cuya composicion quimica se indica a continuacion:

Pentobarbital sbdico 0,4 mM
Sulfato magunésico 8,6 mM
Hidrato de cloral 2,5 mM
Propilenglicol 56,0 mM
Etanol 90% 11,5%
Agua - ¢.8p. 100mi

Una vez anestesiados, se colocaron adecuadamente en el aparato estereotaxico,
practicandose una pequefia incision en la piel que recubre el crineo, se limpid
cuidadosamente la superficie expuesta con el fin de visualizar las suturas y asi poder
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proceder a la localizacion del punto exacto en el que se debia realizar la lesion bilateral
segun Ias siguientes coordenadas:

Ratas jévenes {90-100 g):

Antero-posterior -5,9 mm desde a la bregma
Lateral + 1,2 mm desde la linea media
Profundidad - 6,5 mm desde la duramadre
Angulo de incisivos 2,0

Ratas adultas (240-250 g):
Arntero-posterior - 7.3mm desde a la bregma
Lateral +1,3 mm desde la linea media
Profundidad - 7,4 mm desde la duramadre
Angulo de incisivos 3,5

Tanto las coordenadas de la lesion como las correcciones pertinentes,
dependiendo del peso del animal en cada caso, se determinaron utilizando para ello el
atlas de Paxinos y Watson (1986).

Una vez localizados los puntos de la lesibn, se practicaron con la ayuda de un
tomo dental dos pequefios orificios en el craneo, a través de los cuales se procedio a
efectuar la inyeccion de 2 p (en ratas jévenes) 6 3 pl (en ratas adultas) de una solucion
de 3 mg/ml de la neurotoxina 6-OHDA (disuelta previamente en &cido ascorbico 0,2%)
mediante una jeringa Hamilton. A otro grupo de animales se les administré solo el
vehiculo, 4cido ascérbico 0,2% (serie de animales pseudooperados o sham). La
inyeccion de la neurotoxina se realizé muy lentamente, inyectando 0,5 pi/min, Una vez
finalizada la intervencién se suturd de forma discontinua la incision realizada en la piel
del craneo con seda 2/0.

En estudios preliminares no se escontraron diferencias en los pardmetros
estudiados entre ratas a las que no se habia realizado ninguna manipulacion y animales
a 1os que se les habia sometido a un simulacro de lesion para el cual se les inyectd
vehiculo exclusivamente en vez de la neurotoxina correspondiente (6OHDA) (serie
sham), por lo cual se ha determinado denominar a esta serie sham como serie controk.

V. MEDIDA INDIRECTA DE L.A PRESION ARTERIAL, (Tail-Cuff).

La medida indirecta de la presion arterial se efectué en un aparato Letica, segiin
el método descrito por Bufiag (1973). Consiste en un manguito que estd unido a un
dispositivo neumético, generador de una presién que va variando ciclicamente, y un
transductor. Cuando la presion en dicho manguito supera la presion sistolica de las
arterias caudales, estas se colapsan e interrumpen la transmision de la pulsacion a fa
parte periférica de la cola, Cuando la presion del manguito desciende retorna la
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pulsacidn que es detectada por el transductor que se ha acoplado previamente a la cola
de la rata cuya sefial es adecuadamente amplificada y registrada en un lector digital. La
frecuencia cardiaca se midié mediante un cardiotacémetro acoplado al sistema.

Para poder obtener un registro estable de la presion arterial en el animal es
preciso proceder previamente a la vasodilatacion de la arteria caudal, para lo cual se
situdé a la rata bajo una luz infrarroja durante un periodo de tiempo de 5-10 min,
procediendose inmediatamente a la medida de 1a presion.

Los animales se sometieron a dicha medida durante los tres dias previos al
inicio de cada experimento con el fin de acostumbrarles a la manipulacién, El valor final
de la presion arterial sistlica corresponde a la media de, al menos, ocho medidas
consecutivas.

VL. MODELO DE ESTRES POR DEPRIVACION SOCIAL.

Se utilizé un modelo por aislamiento descrito por primera vez por Gardiner y
Bennett (1977) y modificado posteriormente por Naranjo y Fuentes (1985) y
denominado estrés por deprivacion social.

Para la induccion del estrés por deprivacion social se aislé un determinado
numero de ratas de seis semanas de edad (90+10 g de peso) colocandolas
individualmente en jaulas estandar (25x25x14 cm) de paredes opacas, manteniéndose
en aislamiento continuo durante 20 6 40 dias, espacio de tiempo en el cual se manifiesta
el estado hipertensivo, considerandose que este se ha producido cuando los valores de
presion arterial sistolica se encontraban por encima de los 20 mm de Hg de diferencia
respecto a los valores del grupo control (animales agrupados), constituido por cinco
ratas de la misma edad que las anteriores, que permanecieron agrupadas durante el
mismo periodo de tiempo en jaulas de mayor tamafio (40x33x16cm) y en condiciones
similares. En estos animales no se presenta el estado hipertensivo.

Como consecuencia de estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio
se han podido diferenciar dos fases en el mismo.

1* FASE DEL.L MODELO DE AISLAMIENTOQ: Esta fase se caracteriza
porque tras la administracién del antagonista opiaceo naloxona (1mg/kg, i.p.) a los 15-
20 dias en animales sometidos a aislamiento se produce una disminucion significativa
(P<0,05) en los valores de presion arterial en dichos animales, mientras que la misma
dosis no produce ninguna variacion en la presién arterial de los animales control,

2* FASE DEL MODELO DE AISLAMIENTO: En este caso se vi0 que tras
40 dias desde el inicio del aislamiento, la hipertensién que se observaba en los animales
aislados ya no era revertida por la administracion de naloxona (1mg/kg, i.p.) sin que se
observara como en la 1* fase, ninguna variacidn en la presion arterial de los animales
pertenecientes al grupo control.
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VII. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS.

L. DETERMINACION DE CATECOLAMINAS EN EL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL.

La determinacion de los niveles de catacolaminas (NA,AD y DA) en distintas
estructuras del SNC se realizo mediante una técnica de cromatografia liquida de alta
resolucion con deteccion electroquimica siguiendo las condiciones descritas por
Hammond y Jhonston (1984).

Las catecolaminas son suceptibles de ser detectadas electroquimicamente ya
que sus correspondientes ortoquinonas son capaces de oxidarse en la superficie del
electrodo de trabajo.

La selectividad de este método se pudo lograr mediante el ajuste de la
diferencia de potencial entre el electrodo de trabajo v el de referencia en un valor que
en el caso de las catecolaminas es del orden de 0,60-0,70V,

1.1. PRE ’ LAS MITESTRAS,

Los animales se sacrificaron por la mafiana (9-10h a.m.) por decapitacidn
mediante guillotina, extrayéndose rapidamente las distintas estructuras del SNC que
iban a ser motivo de estudio.

Después de practicarse una craneotomia y extraer la masa encefilica se
diseccionaron cuidadosamente siguiendo el procedimiento de Glowinski e Iversen
(1966) en fiio a 4°C las siguientes estructuras cerebrales; hipotalamo y bulbo raquideo.
También se extrajo la médula espinal del animal, para ello a nivel de la cintura pelviana
se secciona la columna vertebral, en ese punto se introduce una jeringa, perfundiendo a
presion suero fisioldgico, esta presién produciré la expulsidn de la médula espinal por la
zona craneal (en la zona de seccién de la guillotina). Se congelaron todas las
estructuras en nieve catbonica y se conservaron a una temperatura de -80°C hasta su
valoracion.

Para esto se procedioé a pesar las distintas estructuras en una balanza de
precision y se homogeneizaron en distintos volimenes (dependiendo de la
concentracion estimada de las diferentes aminas en cada uno de las estructuras a
determinar) de una solucién de 4cido perclérico 0,4M, metasulfito sédico 0,1M y 3,4
DHBA como estandar intemo para la cuantificacion de NA, AD y DA. La
homogeneizacion se llevé a cabo con un homogenizador de ultrasonidos Labsonic-U,

Después las muestras homogeneizadas se centrifiigaron a 18000xg durante 20

min a 4°C en una centrifuga Sorvall RC-5B dotada de un rotor Sorvall SH-MT.
El sobrenadante asi obtenido se inyect6 directamente en el sistema de HPLC.

1.2. CONDICIO T

Se utiliz6 el sistema de HPLC descrito previamente en el apartado de
materiales. La columna utilizada en el ensayo fué una Spherisorb ODS 2, de 5m de
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tamafio de particula, de 150x3,9mm. Los datos obtenidos quedaron registrados en un
integrador acoplado al sistema, para su posterior estudio.

La fase movil utilizada estaba compuesta por:

Acido citrico 0,1M
Acetato sodico 0,iM
EDTA 0,15 mM
Octilsulfato sddico (PIC) ImM
Metanol 10%

PH 3,75

La adiccion de PIC como formador de par jonico es imprescindible para la
deteccion de NA ya que al aumentar su tiempo de retencién impide que eluya con el
frente de inyeccion.

Ademas tanto el pH como la concentracién de solvente orgénico son factores
manejados frecuentemente con el fin de obtener una adeciada resolucion.

Para la preparacion de la fase movil se utilizé agua desionizada.

Una vez preparada la fase movil se filtré a vacio usando filtros Millipore tipo
HA con un tamafio de poro de 0,45mm, degasificandose posteriormente a vacio y en
un baflo de ultrasonidos durante al menos 20 minutos antes de pasarse por el
cromatogafo.

La fase mévil circulaba por el sistema a un flujo de 1ml/min, lo que daba lugar a
una presion de 2000 p.s.i, como valor méximo, En el detector electroquimico se aplicd
una diferencia de potencial de +0,65V entre €l electrodo de referencia y de trabajo.

El volumen de inyeccién para todas las muestras fué de  20pl.

1.3. CUANTIFICACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS,

Se prepararon estindares con NA, AD y DA en acido perclérico 0,4M de
varias concentraciones adecuadas para la identificacion y cuantificacién de las muestras.
Los estandares asi preparados y almacenados a -20°C se mantienen estables durante un
mes.

Para poder llevar a cabo un cuidadoso control del anélisis de las muestras y si
era necesario compensar la pérdida gradual de sensibilidad que podia suftir e detector
debido a suuso continuado se inyectd el estandar cada 5 muestras.

Las concentraciones de catecolaminas en las muestras se determinaron
mediante su analisis a través de un integrador SP 4290,

El valor obtenido de este analisis se corrigié en funcién de los vohimenes de
homogeneizacién utilizados para cada tejido en concreto con el fin de expresar dichos
resultados en pg/mg de tejido.
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2, ENSAYOS DE FIJACION ("BINDING").

Este tipo de ensayos se fundamenta en la capacidad que poseen distintos
compuestos marcados radiactivamente, radioligandos, a bajas concentraciones, para
unirse de forma selectiva a aquellos sitios de fijacion por los que presentan una afinidad
elevada. Ello nos permite determinar los receptores existentes en un determinado tejido
y por tanto tener la posibilidad de observar las variaciones que distintos tratamientos
pueden producir, sobre la constante de disociacién (Kp) para cada receptor y la
concentracion de receptores en el tejido estudiado (Bmax).

Para el estudio de los receptores opioides mediante esta técnica hay dos
requerimientos minimos exigibles; que sea saturable el proceso de unidn especifica, esto
es la diferencia de radiactividad ligada en presencia (binding inespecifico) y en ausencia
(binding total) de un exceso de ligando no marcado ("frio"); y que la unién sea
estereoespecifica.

2.1. METODOL,
QPIOIDES ("BINDING"),

Una de las caracteristicas més atractivas de los experimentos de fijacion a
receptores es su simplicidad. Sin embargo esta simplicidad en la ejecucidn rutinaria de
los ensayos de binding contrasta con el complejo desarrollo que requieren estos
ensayos hasta su validacion.

Para el estudio de la interaccién opioide-receptor el método habitualmente
utilizado es la medida de la fijacidn de ligandos a preparaciones de membranas, Uno de
los isétopos que se utilizan mAs comunmente en el marcaje de ligandos es el tritio, el
cual puede incorporarse a la molécula durante su sintesis o simplemente mediante el
intercambio catalitico del tritio con 4tomos de H presentes en la molécula.
Fundamentalmente el ligando marcado con tritio es biolégicamente idéntico al
compuesto no marcado y su purificacion es sencilla.

Las membranas son preparadas mediante homogenizaciéon en fiio del tejido
correspondiente, en un buffer adecuade para el ensayo. A continuacion el
homogenizado se somete a varias centrifigaciones sucesivas con el fin de separar la
fraccion enriquecida en membranas plasméticas. En este momento se procede a la
resuspension del pellet obtenido, siendo en ocasiones necesaria una preincubacién para
la disociacion de los ligandos enddgenos del tejido.

Una vez preparadas las membranas, se procede a los ensayos de fijacién
propiamente dichos, incubando dichas membranas con distintas concentraciones de un
radioligando en presencia y en ausencia de un ligando "frio" (no radiactivo) en exceso,
que actua como desplazante,

Se deben controlar detenmnados factores para asegurar las condiciones
optimas del proceso de fijacién: concentracidén estimada del receptor, concentracién del
radioligando, tiempo y temperatura de incubacién. Tras la incubacion, se procede a la
separacion de la fraccion libre, para ello se realiza una filtracion rdpida al vacio, lavando
cada tubo dos o tres veces con 3ml del buffer fiio correspondiente, Por ltimo se
recogen los filtros y bien secos se introducen en viales con un adecuado volumen de
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liquido de centelleo realizando un recuento radiométrico de Ia radiactividad contenida
en los filtros.

El anilisis de los resultados se llevé a cabo mediante la representacién de
Scatchard (Scatchard, 1949) en la que en abcisas se indican los valores de "fijacién
especifica” (BE fmoles/muestra) y en ordenadas BE/DL, donde DL indica fa
concentracion del ligando libre por muestra. La interseccion de la recta con el gje de
abeisas permite fa cuantificacién del mimero de receptores (Bmax) y la inversa de la
pendiente de dicha recta es la constante de disociacion (Kp).

2.1.a. Preparacién de las membranas:

Tras el sacrificio del animal por decapitacion se extrajo cuidadosamente
la masa encefélica y se disecaron en fiio a 4°C para su posterior analisis las siguientes
estructuras; hipotdlamo, bulbo raquideo, corteza cerebral frontal, niicleo estriado e
hipocampo. También se extrajo la médula espinal del animal, siguiendo la misma
técnica descrita en el apartado anterior, congelandose a -80°C las estructuras hasta su
posterior procesamiento, Todo el proceso se llevé a cabo en material plstico y en frio,
a4°C,

Para la preparacion de las membranas en primer lugar se pesé el tejido a
analizar en una balanza de precision; a continyacién se homogenizd el mismo en 20
volimenes de Buffer-Tris-Cl 50mM con sacarosa 0,32M. Para ello se dieron 5 pulsos
de 3 seg con el Ultra-Turrax a 13500 (min™). Bl homogeneizado se centrifugd 10 min a
1000xg (4°C); se recogid el sobrenadante y se repitié la operacién descrita para lavar
una segunda vez el "pellet" obtenido.

Se preincubé el sobrenadante en un bafic con agitacion a 37°C durante 15 min
con ¢l fin de disociar los posibles ligandos enddgenos.

A continuacion se centrifugd el sobrenadante preincubado a 20000xg durante
20 min recogiendo el "pellet".

Por ultimo éste se resuspendié en un determinado volumen del Buffer-Tris-Cl
50 mM (sin sacarosa) dependiendo de la estructura analizada mediante 5 pulsos de 3
seg en ¢! Ultra-Turrax a 9500 (min™).

Una vez que se prepararon adecuadamente las membranas pasamos a
realizar el ensayo de fijacién a receptores (binding) propiamente dicho.
Se estudi6 la poblacion de receptores & y | en las distintas estructuras
recogidas para su analisis.
En tubos de plastico se dispone la mezcla de incubacidn que consto de:

100ml de la muestra (suspension de membranas)

100ml de distintas concentraciones desde 0,2 a 2nM del radioligando DADILE
*H para ¢l estudio de receptores & o del radicligando DAMGO *H agonista
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opioide con alta afinidad para los receptores | para el estudio de dicho tipo de
receptores.

100ml de un ligando "frio" en exceso que actua como desplazante, habiéndose
utilizado DPDPE (10mM) agonista con alta afinidad para receptores § para el
estudio de dicho receptor (buffer-tris-Cl 50mM en el caso del "binding" total) o
levorfanol (10mM) (o agua destilada en el caso del "binding" total) para el
estudio de receptores L.

200ml de buffer-tris-Cl 50mM para completar un volumen final de 500ml,

El orden de adicién fué primero el Buffer-Tris-Cl, a continuacion el ligando
"frio", después el radioligando y por Gltimo las membranas preparadas.

Esta mezcla se incubd en un bafio con agitacion a 25°C durante 45 min, a
continuacién se procede a la separacion de la fraccion libre mediante una filtracidn
rapida a vacio, utilizando para ello un aparato de filiraci6n Brandel Harvester y filtros
de vidrio GF/C previamente tratados con polietilendiamida 1% (desde 2h antes del
filtrado). Se lavé cada tubo 3 veces con Sml de Buffer-Tris-Cl SmM fiio. Se recogieron
los filtros, se introdujeron en viales de plastico opaco con 3ml de liquido de centelleo y
se realizo el recuento radiométrico de la radiactividad retenida en los filtros tras, 24h de
reposo a temperatura ambiente en un contador 3 durante 1min/vial,

2.2. VALORACION DETA PROTEINA,

La evaluacion de la concentracién de proteina se realizd utilizando para ello el
Kit de Pierce Coomassie, €l cual consiste en una solucidn lista para ser utilizada del
reactivo Azul Coomassie G-250. Esta técnica se basa en el método de Bradford el cual
utiliza el cambio en fa absorbancia en una solucién acidica Coomassie azul brillante G-
250 (Bradford, 1976). Tras la adicién de la solucion a la proteina el colorante se une a
la proteina, resultando un cambio de color desde el marrén rojizo al azul. Fl colorante
se une a la proteina via la atracciOn electrostética de los grupos sulfénicos del mismo.

El compuesto coloreado que se origina es suceptible de ser medido
espectrofotométricamente, a una longitud de onda de 595 nm. La coloracién obtenida
es estable desde 5 a 90min a temperatura ambiente pudiendo procederse a medir las
muestras inmediatamente después de la adicion del reactivo,

Para realizar la valoracion se utilizdé una solucién de albtimina bovina sérica
estandar cuya concentracion fué de Img/ml, a partir de la cuval se prepara,
posteriormente, una curva patrén mediante diluciones sucesivas para obtener
concentraciones de proteina en un rango de 1 a 25 mg/ml.

El analisis se realizo de la siguiente forma;
- Se agit6 cuidadosamente la botella con el reactivo antes de su uso.
- Se prepar6 una curva patrén de un rango de 1 a 25 mg/ml con
albimina bovina sérica estandar en el mismo diluente en el que se
encuentra la proteina a valorar,
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Material y métodos

- Se afiadi6 0,5ml de la dilucién estandar o de la dilucién problema en
un tubo de ensayo (utilizaremos el diluente como "blanco™). Todos los
andlisis se realizaron por triplicado.

- Se afladid 0,5 mi del reactivo, agitando en Vortex.

- Las muestras asi preparadas se leyeron a 595am transcurridos 5 min
de la adicion del reactivo y hasta 90 min como méximo despues de
dicha adicién en un espectrofotometro Spectronic 601.

Las concentraciones de proteina en las muestras problema analizadas se
determinaron por extrapolacion de las absorbancias en la curva patrén,

VIIL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESHLTADOS

Los valores se expresan como melia + la desviacién estandar (x+DE).

La aplicaciéon de la prueba de Kolmogorov-Smirnov a todas las variables
estudiadas no permite rechazar el supuesto de normalidad de su distribucion y por éste
motivo se han utilizado pruebas paramétricas de contraste estadistico.

En el caso de datos apareados, la diferencia entre las medias se analizé
mediante la t de Student.

La comparacion de las restantes variables se realizé mediante un analisis de la
varianza y, cuando éste mostrd una diferencia significativa, se empleé la prueba de
Neuman-Keuls para contrastes 4 posteriori,

En todos los contrastes de hipdtesis se rechazé la hipdtesis nula cuando su
probabilidad fué inferior a 0,05.
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Resultados

I. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL

1. EFECTO DE LA LESION BILATERAL DEL HNV POR 60HDA.

Se observo tras 20 dias de evolucién un aumento normal del peso corporal
en las series de animales control (C), animales pseudooperados (Sham) mediante la
administracion bilateral de vehiculo (4cido ascérbico) en el HNV (S) y en animales
lesionados bilateralmente mediante Ia administracion de 6ng de 60HDA en el haz
noradrenérgico ventral y sacrificados transcurrides 20 dias de realizada la lesién
(L20d). (Figura 1)

No se encontraron diferencias ES entre las Series antes sefialadas a los 20
dias de evolucién de las mismas,

2, EFECTO DEL AISLAMIENTO (DEPRIVACION SOCIAL)

Se produce un incremento del peso corporal adecuado al tiempo de
evolucién en la serie de animales control (C) y animales sometidos a aislamiento
(A), tanto a 20 como a 40 dias de evolucién. (Figura 2)

3. EFECTO DE LA LESION BILATERAL DEL HNV CON 60HDA Y
POSTERIOR AISLAMIENTO

Se obtuvo un incremento del peso corporal, en todas las series estudiadas,
serie de animales control (C), animales lesionados bilateralmente (L) mediante la
inoculacion de 60HDA en el haz noradrenérgico ventral, animales sometidos a
aislamiento (A) durante 20 6 40 dias y animales Jesionados y aislados (AL), tanto a
20 como a 40 dias de evolucidn, (Figura 2)

II._ EYOLUCTION DE LA PRESION ARTERIAL
1. EFECTO DE LA LESION BILATERAL DEL HNV POR 60HDA

En la serie de animales lesionados bilateralmente (L) en el haz
noradrenérgico ventral con 6OHDA se produce un ligero aumento, ES respecto al
valor basal que se corresponde con la edad, en la presién arterial sistélica, tanto a
20 como a 40 dias; esta serie, sin embargo, no presenta diferencias ES respecto a la
serie de animales control. (Tabla ITI, Figura 3)

La presion arterial diastélica presenta un incremento ES (p<0,001) en la serie
de animales lesionados (L) respecto al valor basal (B} transcurridos 20 dias de
evolucidn, que se corresponde con la edad, sin embargo, en el periodo de 20 a 40
dias de evolucién la presion arterial diastolica descendid ligeramente mostrando
aun diferencias ES respecto a su valor basal, (Tabla IIT, figura 4)
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TABLA III

Estudio de la presién arterial sistélica (PS, mmHg), diastélica (PD, mmHg) y
frecuencia cardiaca (FC, latidos /min) en las series de animales control (C),
animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral mediante la
administracion de 6ng de 60HDA (L), animales sometidos a aislamiento
durante 20 6 40 dias (A) y animales lesionados y sometidos a aislamiento (AL).
Los valores basales (n=20) antes de distribuir los animales en las distintas series

fueron;: PS=138,6+6,5 mmHg, PD=89,3%9,2 mmHg, FC=377,2+10,1
latidos/min.
20 dias 40 dias
(n=25) (n=25)
PS 140,2+13,8 143,7+14,1
C PD 97,6+17,8 107,6£10,2 %+ @
(n=50) FC 381,5:15,6 372,8+28.1
PS 145,4%8,9 ** 145,7x9,6 *ok
L PD 103,212 .4 *k 98,789 A AN
{n=50) FC 379,7+18,7 363,327 4 * 9
Aok [T I ] AAA
PS 160,002  *%¥ AAA 1759484 Add
A A0k AAA
(n=50) PD 118,3£12,6 *** AAA  123,6+13,82 Add
FC 382,247,5 376,3+19,2
PS 152,3£16,7 ** 150,5:14,1 ** mER
AL PD 108,4411,1 *++ mm 106241223+ muN
(n=50) *kE (1 1 AA
FC 383,3420,6 350,0:£26,7 T

Los valores se expresan como X+DE, *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001 valores
ES respecto a los valores basales, ®p<0,05, ®#08p<0,001 valores ES respecto
a 20 dias. Ap<0,05; AAp<0,01; AAAp<0,001 valores ES respecte a la Serie C,
AAAD<0,001 valores ES respecto a la Serie L. WMp<0,01; NMMp<0,001
valores ES respecto a la Serie A. (n= ): namero de animales.
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FIGURA 3

Evolucién de la presion arterial sistflica (PS, mmHg) en las series de animales
control (C), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral mediante la
administracion de 6ng de 60HDA (L), animales sometidos a aislamiento durante 20 ¢
40 dias (A) y animales lesionados y sometidos a aislamiento (AL).

**p<0,01; ***p<0,001 valores ES respecto a los valores basales (B) determinados en
20 animales, previamente a su distribucion aleatoria en las distintas series.
®08)<0,001 valores ES respecto a 20 dias. AAAp<0,001 valores ES respecto a la
seriec C. AAAp<0,001 valores ES respecto a la serie L. MBMp<0,001 valores ES

respecto a la serie A.
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FIGURA 4

Evolucion de la presion arteria diastélica (PD, mmHg) en las series de
animales control (C), animales lesionados en el haz noradrenérgico ventral
mediante la administracion de 60HDA (L), animales sometidos a aislamiento
durante 20 6 40 dias (A) y animales lesionados y sometidos a aislamiento (AL).
**p<0,01; ***p<0,001 valores ES respecto a los valores basales (B). ®p<0,05
valores ES respecto a 20 dias. AAp<0,01; AAAp<0,001 valores ES respecto a
la serie control (C). AAAp<0,001 valores ES respecto a la serie L. m®p<0,01;
mamp<0,001 valores ES respecto a la serie A.



Resultados

2. EFECTO DEL AISLAMIENTO (DEPRIVACION SOCIAL)

Al estudiar la evolucion de la presién arterial sistélica (mm Hg) se vi6 un
considerable incremento, estadisticamente significativo (P<0,001) respecto al valor
basal (B) en la serie de animales sometidos a aislamiento (A), tanto a 20 como a 40
dias de evolucién. Esta serie presentaba diferencias ES respecto a los valores
obtenidos en la serie de animales control (C). (Tabla I, Figura 3)

Para la presion arterial diastélica (mm Hg) se obtuvo también un incremento
en la serie de animales sometidos a aislamiento (A), tanto a 20 como a 40 dias de
evolucion. Dicho incremento presentaba diferencias ES (p<0,001)respecto al valor
basal y respecto a la serie de animales control (C). (Tabla III, Figura 4)

3. EFECTO DE LA LESION BILATERAL DEL HNV CON 60HDA Y
POSTERIOR AISLAMIENTO

Al estudiar la evolucidn de la presién arterial sistélica se observd que no
se producian apenas variaciones en la misma en la serie de animales control (C),
mientras que en el resto de las series si se dan variaciones.

La serie de animales lesionados y ademas sometidos a aislamiento durante
20 6 40 dias (AL), no presentaba précticamente ningin incremento en la presion
arterial sistolica durante el periodo de evolucién. No presentaba diferencias ES
respecto a las series de animales control y animales lesionados, mientras que si
habia diferencias estadisticamente significativas (P<0,001) respecto a la serie de
animales sometidos a aislamiento.
(Tabla I1I, Figura 3)

La presién arterial diastlica presenta un incremento ES (P<0,001)
respecto al valor basal a 20 dias de evolucién, para las series de animales
lesionados (L), animales sometidos a aislamiento (A) y animales lesionados y
posteriormente aislados (AL).

De 20 a 40 dias de evolucién descendio ligeramente la presién diastolica en las
series antes referidas aunque seguian mostrando diferencias ES respecto a sus
valores basales, que se corresponden con el peso. (Tabla III, Figura 4)
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Resultados

II. ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE CATECOLAMINAS EN EL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC}

1. ANALISIS DE LAS CATECOLAMINAS DEL SNC EN ANIMALES
SOMETIDOS A LESION DEL HAZ NORADRENERGICO VENTRAL
CON 60HDA

1.1. Hipotdlamo.

Al analizar las concentraciones de moradrenalina (NA) en el hipotalamo se
observd un ligero aumento no significativo de los niveles en la serie control tanto a
los 20 como a los 40 dias, respecto a la concentracion a 1 dia (Tabla IV, Figura 1)
Asimismo, en la serie de animales con lesién bilaterat (I} del haz noradrenérgico
ventral (HNV) mediante Ia administracion de 6ng de 60HIDA se obtuvo un
descenso significativo (P<0,001) a los 20 y 40 dias respecto a los valores que
presentaba dicha serie a las 24h de realizada Ia lesion. Los valores de la serie de
animales lesionados (L) mostraban, asi mismo, una diferencia estadisticamente
significativa (ES) (P<0,001) a los 20 y 40 dias respecto a los valores obtenidos en
la serie control a dicho periodo de tiempo. (Figura 5).

Cuando se analizaron los resultados obtenidos con adrenalina (AD) se
observd también en la serie control un ligero aumento en la concentracion tanto a
20 como a los 40 dias siendo dicho aumento no significativo. (Figura 5).

En la serie de animales lesionados bilateralmente (I) en el HNV con 60HDA, las
concentraciones de AD experimentaban un descenso muy significativo a 20 y 40
dias de la lesion respecto a los niveles obtenidos a 1 dia.

Asimismo, tanto a 20 como a 40 dias las concentraciones obtenidas para la serie de
animales lesionados (L) eran menores y presentaban diferencias ES (P<0,001)
respecto a los valores de 1a serie control, (Figura 5)

En cuanto a las concentraciones de dopamina (IDA), los niveles eran muy
similares a 1, 20 y 40 dias dentro de la serie control, sin presentar diferencias
estadisticas, (Figura 5).

Respecto a la serie de animales lesionados (L) se observd un ligero descenso en los
niveles de DA a 20 y 40 dias, no presentando diferencias ES.

Entre los valores obtenidos para la serie de animales control y animales
lesionados no se encontraron diferencias ES. (Figura 5)

1.2. Bulbo raquideo.

Cuando se analizaron las concentraciones de nmoradrenalina en el bulbo
raquideo se observo en la serie de animales control un ligero descenso a los 20
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FIGURA 5

Concentraciones de Noradrenalina (NA, pg/mg tejido), Adrenalina (AD; pg/mg tejido) ,
Dopamina (DA; pg /mg tejido) en el hipotdlamo de animales control (C) y con lesién
bilateral (L) del haz noradrenérgico ventral mediante la administracion de éng de 6-
hidroxi dopamina (6OHDA).

+#40<0,001: valores ES respecto de la serie comtrol {C). AAAp<0,001: valores ES
respecto a la serie L después de 1 dia de efectuada la lesion.



Resultados

dias, para volver a recuperarse a los niveles iniciales a los 40 dias; las diferencias a
1, 20 y 40 dias en dicha serie no eran ES. (Figura 6)

En la serie de animales con lesién bilateral (L) del HNV mediante la
administracién de GOHDA, se observé -una pauta inversa a la descrita
anteriormente para la serie control (C), en este caso se obtuvo un ligero aumento a
20 dias que tampoco era ES,

Entre las series control y la serie de animales lesionados no se obtuvieron
diferencias ES respecto a la concentracién de NA en el bulbo raquideo. (Figura 6)

Los niveles de adrenalina no presentaban apenas modificaciones tras 1, 20
y 40 dias en las series estudiadas; serie de animales contro! (C) y animales
lesionados (L).
Tampoco se obtuvieron diferencias ES entre las series estudiadas; respecto a las
concentraciones de AD. (Figura 6)

Cuando se analizaron las concentraciones de dopamina en el bulbo
raquideo no se encontraron diferencias ES ni en las series estudiadas ni entre
dichas series. (Figura 6)

1.3. Médula espinal.

La concentracién de noradrenalina en la serie de animales control y
animales lesionados no presentaba diferencias ES, siendo sus valores muy similares
tanto transcurridos 1, 20 6 40 dias.

Tampoco se obtuvieron diferencias entre la serie de animales control y
animales lesionados respecto a la concentracion de NA en la médula espinal.

(Figura 7)

En cuanto a la concentracion de dopamina (pg/mg tejido) en dicha
estructura tampoco se observaron diferencias ES transcurridos 1, 20 y 40 dias en la
serie de animales control y animales con lesion bilateral del HNV. Asi mismo, no
habia diferencias estadisticas entre dichas series. (Figura 7)

2. ANALISIS DE LOS NIVELES DE CATECOLAMINAS EN ANIMALES
SOMETIDOS A AISLAMIENTO

2.1. Hipotilamo.

En el hipotdlamo las concentraciones de moradrenalina (pg/mg tejido)
experimentaron un ligero aumento a los 20 y 40 dias respecto a los valores basales
(B) en la serie de animales control, no siendo dicho aumento estadisticamente
significativo. En la serie de animales aislados (A) también se aprecié un ligero
aumento en los niveles de NA a los 20 y 40 dias no siendo dicho aumento
estadisticamente significativo como en la serie control. (Figura 8)

No se obtuvieron diferencias ES entre las series de animales control v animales
aislados (A) respecto a la concentracion de NA en el hipotalamo.
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FIGURA 6

Concentraciones de Noradrenalina (NA; pg/mg tejido), Adrenalina (AD, pg/mg tsjido) y
Dopamina (DA; pg/mg tejido) en el bulbo raquideo de animales control ( C ) y animales
sometidos a lesién bilateral (L) del haz noradrenérgico ventral mediante 1a administracién de 6ng
de 6-hidroxi dopamina (6OHDA).
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Concentraciones do Noradrenalina (NA; pg/mg tejido) y Dopamina (DA; pg/mg tejido) en la
médula espinal de animales control (C) y animales sometidos a lesién bilateral (L) del haz
noradrenérgico ventral mediante la administracién de 6ng de 6-hidroxi dopamina (60HDA).
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Concentraciones de Noradrenalina (NA; pg/mg tejido), Adrenalina (AD; pg/mg tejido)
y Dopamina (DA; pg/mg tejido) en el hipotalamo de animales control (C) y de
animales sometidos a aislamiento (A) durante 20 6 40 dias.

B: basal



Resultados

Las concentraciones de adrenalina también presentaban un ligero aumento
a 20 y 40 dias respecto a los valores basales (B) tanto en la serie de animales
control como en la serie de animales sometidos a aislamiento; no siendo este
aumento estadisticamente significativo. Tampoco se obtuvieron diferencias ES
entre las series antes referidas, (Figura 8)

Las concentraciones de dopamina (pg/mg tejido) seguian una pauta similar
a la observada en el caso de la NA y AD; se observd un ligero aumento tanto a los
20 como a los 40 dias de evolucion respecto a los valores basales (B) en las series
C y A. No se encontraron diferencias significativas entre dichas series. (Figura 8)

2.2, Bulbo raquideo

Cuando se analizaron las conceniraciones de moradrenalina en el bulbo
raquideo en las series de animales control y animales sometidos a aislamiento se
observd un ligero aumento en ambas series a los 20 y 40 dias respecto a los valores
basales (B), no siendo este aumento estadisticamente significativo. Los valores
obtenidos para ambas series eran muy similares entre si no presentando diferencias

ES. (Figura 9)

Respecto a las concentraciones de adrenalina, en la serie control dichos
valores eran muy similares tanto a tiempo basal como a los 20 6 40 dias, sin
presentar diferencias estadisticas.

En la serie de animales sometidos a aislamiento (A) se obtuvo un ligero aumento
en la concentracién de AD a los 20 dias, aunque no fué estadisticamente
significativo. (Figura 9)

No se encontraron diferencias significativas respecto a la concentracion de AD
entre las series de animales control y animales sometidos a aislamiento.

En cuanto a las concentraciones de dopamina en el bulbo raquideo no se
encontraron diferencias ES ni dentro ni entre las distintas series (serie de animales
control y serie de animales sometidos a aislamiento) ya que los valores obtenidos a
los distintos tiempos eran muy similares. (Figura 9)

2.3. Médula espinal

Las concentraciones de moradrenalina en las series de animales control y
animales sometidos a aislamiento fueron muy similares tanto a tiempo basal como a
los 20 6 40 dias, no obteniéndose diferencias ES en las series referidas ni entre
dichas series. (Figura 10)

En la médula espinal no se encontraron en las concentraciones de
dopamina diferencias ES en las series control y de animales aislados (A), tampoco
habia diferncias ES entre dichas series ya que los valores obtenidos para ambas
eran muy similares. (Figura 10)
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Concentraciones de Noradrenalina (NA; pg/mg tejido), Adrenalina (AD; pg/mg tejido)
y Dopamina (DA; pg/mg tejido) en el bulbo raquideo de animales control (C) y de
animales sometidos a aislamiento (A) durante 20 6 40 dias.

B: basal.
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Concentraciones de Noradrenalina (NA; pg/mg tejido) y Dopamina (DA, pg/mg tejido)
en la médula espinal de animales control (C) y animales sometidos a aislamiento (A)
durante 20 6 40 dias.

B: basal.



Resultados

3. ANALISIS DE LAS CATECOLAMINAS DEL SNC EN ANIMALES
LESIONADOS CON 60HDA EN EL HNV Y SOMETIDOS A
AISLAMIENTO

3.1, Hipotdlamo

Al analizar las concentraciones de moradrenalina (pg/mg tejido) en el
hipotalamo a 1 dia se observd un descenso no significativo en la serie de animales
lesionados bilateralmente en el haz noradrenérgico ventral mediante la
administracion de 6ng de 60HDA vy la serie de animales lesionados y sometidos a
aislamiento respecto a la serie de animales control, mientras que la serie de
animales sometidos a aislamiento presentaba unos niveles similares a los de la serie
control. (Figura 11)

Sin embargo a los 20 y 40 dias se encontrd un descenso muy pronunciado,
estadisticamente significativo (p<0,001) en las series L y AL respecto a los valores
obtenidos en dichas series a I dia. Ese descenso también era ES (P<0,001)
respecto a los valores obtenidos en la serie control, a los 20 y 40 dias, y la serie de
animales aislados. (Figura 11)

Las concentraciones de NA en la Serie de animales sometidos a aislamiento
era, a los 20 y 40 dias, muy similares a los obtenidos para la serie control no
presentando diferencias ES. (Figura 11)

Las concentraciones de adrenalina siguieron una pauta similar a la descrita
para las concentraciones de NA; a los 20y 40 dias.

Transcurrido 1 dia se observo un ligero aumento en las concentraciones de

AD, aumento estadisticamente no significativo, para las series de animales
lesionados (L) y animales lesionados y sometidos a aislamiento (AL) respecto a los
niveles obtenidos para la serie de animales control (C). La serie de animales
aislados presentd unos valores similares a los de la serie de animales control.
(Figura 11) :
Transcurridos 20 y 40 dias la Serie de animales sometidos a lesién bilateral
(L) del haz noradrenérgico ventral mediante la administracion de 60HDA
presentaba una concentracién menor que la obtenida a 1 dia en dicha serie
(P<0,001) y que los valores obtenidos a dicho periodo de tiempo para la serie de
animales control, presentando diferencias estadisticamente significativas.

La serie de animales lesionados y sometidos a aislamiento (AL) presentd
unos valores de concentracién de AD a los 20 y 40 dias menores que los obtenidos
para las series control y de animales sometidos a aislamiento (A) presentando
diferencias ES (P<0,001) respecto a esta Gltima serie. (Figura 11)

Cuando se analizaron las concentraciones de dopamina (pg /mg tejido) en
el hipotdlamo se vié que a 1 dia se presentaba un ligero aumento en dichas
concentraciones en las series de animales lesionados y animales lesionados y
sometidos a aislamiento respecto a los valores obtenidos para las series de animales
control y animales sometidos a aislamiento, siendo el aumento estadisticamente no
significativo.

Tanto a los 20 como a los 40 dias de evolucioén no existe apenas variacion
entre las series estudiadas, no presentandose diferencias ES. (Figura 11)
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FIGURA 11

Concentraciones de Noradrenalina (NA; pg/mg tejido), Adrenalina (AD; pg/mg tejido)
y Dopamina (DA; pg/mg tejido) en e hipotdlame de animales control (C), animales
con lesién bilateral (L) del haz noradrenérgico ventral mediante la administracién de
6ng de GOHDA, animales sometidos a aislamiento (A) durante 20 & 40 dias y animales

lesionados y posteriormente aislados (AL).
**¥p<0,001; valores ES de la Serie L respecto de la Serie C. ###p<0,001: valores ES

de la Serie AL respecto de la Serie A. AAAp<0,001: valores ES de 20 y 40 dias respecto
de 1 dia.



Resultados

3.2, Bulbo raquideo

Si observamos los valores obtenidos transcurridos 1, 20 y 40 dias en las
concentraciones de noradrenalina en el bulbo raquideo en las series de animales
control, animales sometidos a aislamiento (modelo de estrés por deprivacion
social), animales lesionados bilateralmente en el HNV mediante la administracion
de 60HDA y animales lesionados y sometidos posteriormente a aislamiento,
apenas encontramos variaciones entre ellas no habiendo diferencias ES. (Figura 12)

Las concentraciones de adrenmalina (pg/mg tejido) tampoco presentan
grandes variaciones en las distintas series estudiadas transcurridos 1, 20 y 40 dias;
no existiendo diferencias ES. (Figura 12)

Respecto a las concentraciones de dopamina en el bulbo raquideo se
observa que tampoco hay diferencias ES entre los valores de las distintas series
estudiadas a 1, 20 y 40 dias, presentando todas ellas unas concentraciones muy
similares. (Figura 12)

3.3, Médula espinal

En la médula espinal no se encontraron apenas diferencias, respecto a la
concentracién de noradrenalina, en los valores obtenidos en las distintas series
estudiadas, serie de animales control, animales lesionados, animales sometidos a
aislamiento y animales lesionados y sometidos a aislamiento, transcurridos 1, 20 y
40 dias, no habiendo diferencias ES. (Figura 13)

Respecto a las concentraciones de dopamina tampoco se obtuvieron
diferencias tanto en, como, entre las series estudiadas y referidas anteriormente a 1,
20y 40 dias obteniéndose unos valores muy similares en todas ellas. (Figura 13)

IV. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA FIJACION AL RECEPTOR S
OPIOIDE

1. EFECTO DE LA LESION BILATERAL DEL HNV POR 60HDA
SOBRE RECEPTORES § OPIOIDES.

1.1, Hipotilamo

En el estudioc de la Bmax del receptor 8 opioide no se obtuvieron
diferencias significativas entre la serie de animales control (C) y la de animales
pseudooperados (S).

Por el contrario, si se hallaron diferencias ES entre las series control y animales
pseudooperados respecto a las series de animales lesionados y sacrificados a las 24
horas de realizada la lesion (L1d) o a los 20 dias de realizada la misma (L.20d); asi
se observd que estas yltimas series presentaban un descenso en la Bmax (finol/mg
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FIGURA 12

Concentraciones de Noradrenalina (NA; pg/mg tejido), Adrenalina (AD; pg/mg tejido)
y Dopamina (DA, pg/mg tejido) en el bulbe raquideo de animales control (C),
animales con lesion bilateral (L) del haz noradrenérgico ventral mediante la
administracién de 6ng de 60HDA, animales sometidos a aislamiento {A) durante 20 6
40 dias y animales lesionados y posteriormente aislados (AL).
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FIGURA 13

Concentraciones de Noradrenalina (NA; pg/mg tejido) y Dopamina (DA; pg/mg tejido)
en la médula espinal de animales control (C), animales con lesion bilateral (L) del
haz noradrenérgico ventral mediante la administracion de 6ng de 60HDA, animales
sometidos a aislamiento (A) durante 20 & 40 dias y animales lesionados vy
posteriormente aislados {(AL).



Resultados

pfoteina), descenso que era ES (P<0,001) respecto a las series C y S. (Tabla IV,
Figura 14)

En cuanto al andlisis de los resultados obtenidos para la KD (constante de

dis)ociacién, nM) no se hallaron diferencias ES entre las Series estudiadas. (Tabla
13%

L2. Hipocampo

Cuando se estudiaron los resultados de Bmax en el hipocampo se observd
que apenas habia diferencias entre las distintas series, unicamente se obtuve un
ligero aumento, no significativo, de la Bmax en las series de animales
pseudooperados (S), animales lesionados y sacrificados a las 24h (L.1d) y animales
lesionados y sacrificados a los 20 dias (L20d) respecto a los animales de la serie
control (C). (Tabla V; Figura 15)

Tampoco se obtuvieron diferencias ES para el otro parametro estudiado, la
KD, siendo todos los valores muy similares para las distintas series. (Tabla V)

1.3. Nicleo estriado

Respecto a los valores de Bmax se observd que dichos valores eran muy
similares para las series de animales control (C), animales pseudooperados (S) y
animales lesionados y sacrificados a los 20 dias (L20d), en tanto que se aprecid un
ligero descenso en el mismo en la serie de animales lesionados y sacrificados a las
24h (L1d), aunque no presentaba diferencias ES respecto al resto de las series.
(Tabla VI; Figura 16)

Las constantes de disociacién (KD) obtenidas para las distintas series eran
muy similares, presentando las series de animales lesionados y sacrificados a las
24h (L.1d) y animales lesionados y sacrificados a los 20 dias (L.20d) unos valores
para la misma ligeramente inferiores a los observados en las series de animales
Control (C) y animales pseudooperados (8), no siendo este descenso
estadisticamente significativo. (Tabla VI)

1.4, Bulbo raquideo

El bulbo raquideo presentd un aumento estadisticamente significativo
(P<0,001) de la Bmax (fmol/mg proteina) en las series de animales lesionados y
sacrificados a las 24h (L1d) y animales lesionados y sacrificados a los 20 dias
(L20d) respecto a las series de animales Control (C )y animales pseudooperados

(S), presentando estas ultimas valores muy similares. .
En este caso la serie que presentaba una mayor Bmax fué la serie de animales

lesionados y sacrificados a las 24h de realizada la lesion (L1d). (Tabla VII; Figura
17)

ey



TABLA IV

Valores obtenidos en los ensayos de fijacién al receptor 8 (binding) en el hipotdlamo
para la Bmax (fmol/mg prot) y KD (nM) para las series de animales control (C),
animales pseudooperados (8) a los que se realiza la administracion bilateral de vehiculo
(acido ascorbico) en el haz noradrenérgico ventral, animales con lesién bilateral del haz
noradrenérgico ventral mediante la administracion de éng de 60HDA y que fueron
sacrificados pasadas 24h (L1d) y animales con lesién de dicho haz que fueron
sacrifcados a los 20 dias de la lesion (L20d).

Bmax Kbp
(fmol/mg prot) (nM)
(n=5) (n=5)
C 44,661+4,03 2,5+0,25
S 47.00+5,02 1,8+£0,19
Aok
see
Lid 25,53+3,02 1,9+0,21
kK
see
L.20d 28,33+2,01 1,8+0,17

Los resultados obtenidos se expresan como X+DE. (n= ). nimero de experimentos
realizado, para cada experimento se utilizan las estructuras cerebrales de 5 animales.
%4520 001 valores ES respecto a la serie de animales control (C). ®#8p<0,001
valores ES respecto a la serie de animales pseudooperados (S).



180
160
o 140 -
£ 120 ~
2 100 -
3 80
£ s0-

é 40 - ﬂ cee

M 20 - §
0 -

C Lid L.20d
FIGURA 14

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacién al receptor & en el
hipoté&lamo en las series de animales control (C), animales pseudooperados mediante
la administracidn bilateral de vehiculo (4cido ascorbico) en el haz noradrenérgico
ventral (S), animales con lesién bilateral del haz noradrenérgico ventral mediante la
administracion de 6ng de 60HDA y sacrificados a las 24 horas (L1d) y animales
lesionados y sacrificados a los 20 dias de realizada la lesién (L.20d).

*kkp<0.001: valores ES respecto a la serie de animales control (C). seep<0,001;
valores ES respecto a la serie de animales pseudooperados (S).



TABLA YV

Valores obtenidos en los ensayos de fijacién al receptor 8 (binding) en el hipocampo
para la Bmax (fmol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales control (C), animales
pseudooperados (S) a los que se les realiza la administracion bilateral de vehiculo
(acido ascorbico) en el haz noradrenérgico ventral, animales con lasién bilateral del haz
noradrenérgico ventral mediante la administracion de 6ng de 60HDA y que fueron
sacrificados pasadas 24h (L1d) vy animales con lesién de dicho haz que fueron
sacrificados a los 20 dias de la lesion (1.20d).

Bmax Kb
(fmol/mg prot) (nM)
(n=5) (n=5)
C 87,71+9,02 2,5+0,19
3 95,00+10,10 2,3+£0,21
L1d 90,47+12,06 2,8+0,30
L.20d 90,47+11,03 2,340,19

Los resultados obtenidos se expresan como XtDE. (n= ). nimero de
experimentos realizado, para cada experimento se utilizan las estructuras
cerebrales de 5 animales.
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FIGURA 15

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor & en el
hipocampo en las series de animales control (C), animales pseudooperados mediante
fa administracion bilateral de wvehiculo (acido ascorbico) en el haz noradrenérgico
ventral (S), animales con lesién bilateral del haz noradrenérgico ventral mediante la
administracién de 6ng de 60HDA y sacrificados a las 24 horas (L1d) y animales
lesionados y sacrificados a los 20 dias de realizada la lesion (L20d).



TABLA VI

Valores obtenidos en los ensayos de fijacién al receptor 8 (binding) en el niicleo
estriado para la Bmax (fimol/mg prot) v KD (aM) en las series de animales control
(C), animales pseudooperados (S) a los que se realiza la administracion bilateral de
vehiculo (acido ascérbico) en el haz noradrenérgico ventral, animales con lesién
bilateral del haz noradrenérgico ventral mediante la administracion de 6éng de 60HDA y
que fueron sacrificados pasadas 24 h (L1d) y animales con lesion de dicho haz que
fueron sacrificados a los 20 dias de la lesién (L20d)

Bmax Ko
(fmol/mg prot) (nM)
(n=5) (n=3)
C 178,12+15,06 1,7+0,16
S 175,10£17,10 1,840,22
L1d 151,06+20,04 1,240,17
1.20d 166,04+£19,03 | 1,3+0,18

Los resultados obtenidos se expresan como S'(:tDE.“(n= ). nimero de
experimentos realizado, para cada experimento se utilizan las estructuras
cerebrales de 5 animales.
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FIGURA 16

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor 8 en el
niicleo estriado en las series de animales control (C), animales pseudooperados
mediante la administracién bilateral de vehiculo (acido ascorbico) en el haz
noradrenérgico ventral (S), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral
mediante la administracién de 6ng de 60HDA y sacrificados a las 24 horas (L1d} y
animales lesionados y sacrificados a los 20 dias de realizada la lesion (L20d).



TABLA VII

Valores obtenidos en los ensayos de fijacion al receptor & (binding) en el bulbo
raquideo para la Bmax (fmol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales control
(C), animales pseudooperados (S) a los que se realiza la administracién bilateral de
vehiculo (4cido ascorbico) en el haz noradrenérgico ventral, animales con lesion
bilateral del haz noradrenérgico ventral mediante la administracion de 6ng de 60HDA vy
que fueron sacrificados pasadas 24 horas (L1d) y animales con lesién de dicho haz que
fueron sacrificados a los 20 dias de la lesion (L20d).

Bmax Kb
(fmol/mg prot) (nM)
(n=5) (n=5)
C 60,24+8,06 1,3+£0,18
S 65,71£7,04 1,8+0,22
&k ¥
Y1)
L1d 117,47+15,10 2,7+0,28
%k ok
00
A
1.20d 96,38+9,02 2,240,25

Los resultados obtenidos se expresan como X+DE. (n= ): nimero de experimentos
realizado, para cada experimento se utilizan las estructuras cerebrales de 5 animales,
*#4<0.001 valores ES respecto a la serie de animales control (C). ®90p<0,001
valores ES respecto a la serie de animales pseudooperados (S). Ap<0,05 valores ES
respecto a la serie de animales lesionados y sacrificados a las 24h (L1d).
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FIGURA 17

Valores de Bmax (fmol/ing proteina) de los ensayos de fijacion al receptor & en el
bulbo raquideo en las series de animales control (C), animales pssudooperados
mediante la administracion bilateral de vehiculo (Acido ascérbico) en el haz
noradrenérgico ventral (S), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral
mediante la administracion de 6ng de 6OHDA y sacrificados a las 24 horas (Lid) vy
animales lesionados y sacrificados a los 20 dias de realizada la lesién (1.20d).

*#+¥n<0.001: valores ES respecto a la serie de animales control (C). ®e®p<0,001:
valores ES respecto a la serie de animales pseudooperados (S). Ap<0,05; valores ES
respecto a la serie de animales lesionados y sacrificados a las 24 horas (L1d).



Resultados

Cuando se analiz la KD se observo que no habia diferencias ES entre los
valores obtenidos para las distintas series. Asi mismo, el mayor valor obtenido para
la KD fué el de la serie de animales lesionados y sacrificados transcurridas 24h,
aunque como se ha sefialado anteriormente no se presentaron diferencias ES
respecto al resto de las series. (Tabla VII)

1.5. Corteza cerebral

_ Se encontraron unos valores muy similares para la Bmax (fmol/mg
pro_tema) en los ensayos de fijacion al receptor § para la corteza cerebral en las
series de animales control (C), animales pseudooperados (S) y animales lesionados
bilateralmente en el HNV con 60HDA y sacrificados a las 24h (L1d). Ademas se
observé un descenso en la Bmax de la serie de animales lesionados y sacrificados
tras 20 dias de realizada la lesion (L20d), presentando, asi pués, esta serie
diferencias ES (P<0,01) respecto de las series de animales control ( C ) y animales
pseudooperados (S) y diferencias estadisticas significativas (p<0,001) respecto de
la ;erie de animales lesionados y sacrificados transcurridas 24h. (Tabla VI, Figura
18

Con respecto a la KD (constante de disociacion) se obtuvieron unos valores
muy similares para todas las series estudiadas no existiendo diferencias ES entre
ellas, {Tabla VIII)

1.6. Médula espinal

Al analizar los resultados de Bmax en el caso de fa médula espinal se
observa un aumento ES en las series de animales lesionados bilateralmente en el
HNV con 60HDA y sacrificados transcurridas 24h (L1d) y animales lesionados y
sacrificados a los 20 dias de realizada dicha lesion (L20d), con respecto a los
valores obtenidos para las series de animales control (C) ¥ animales
pseudooperados (S). (Tabla IX Figura 19)

En cuanto a fa KD, no se obtienen diferencias ES entre las distintas series,
sin embargo se presentan valores ligeramente mayores en las series de animales
lesionados y sacrificados a las 24h (L1d) y animales lesionados y sacrificados a los
20 dias (1.20d). (Tabla IX)

2. EFECTO DEL ATSLAMIENTO SOBRE LOS RECEPTORES 3
OPIOIDES

2.1, Hipotilamo

En el hipotalamo, se obtuvo una Bmax (fmol/mg proteina) en los ensayos
de fijacién al receptor & para la serie de animales sometidos a aislamiento (A) que
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TABLA VIII

Valores obtenidos en los ensayos de fijacion al receptor & (binding) en la corteza
cerebral para la Bmax (fmol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales control
(C), animales pseudooperados (S) a los que se realiza la administracion bilateral de
vehiculo (icido ascorbico) en el haz noradrenérgico ventral, animales con lesion
bilateral del haz noradrenérgico ventral mediante la administracién de 6ng de 60HDA y
que fueron sacrificados pasadas 24 horas (L1d) y animales con lesion de dicho haz que
fueron sacrificados a los 20 dias de la lesion (L.20d).

Bmax Kp
(fmol/mg prot) (nM)
(n=5) (n=5)
C 150,02+17,01 1,4+0,16
S 144,03+£13,05 1,6+0,17
L1d 161,084+13,02 1,8+£0,19
ok
o
AAA
1.20d 106,25+£11,06 1,740,18

Los resultados obtenidos se expresan como ¥tDE., (= ): nimero de experimentos
realizado, para cada experimento se utilizan las estructuras cerebrales de 5 animales,
*#p<0,01; valores ES respecto a la serie de animales control (C). ®®p<0,01 valores
ES respecto a la serie de animales pseudooperados (S). AAAp<0,001 valores ES
respecto de la serie de animales lesionados y sacrificados transcurridas 24h (L1d).
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FIGURA 18

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacién al receptor Senla
corteza cerebral en las series de animales control (C), animales pseudooperados
mediante la administracién bilateral de vehiculo (4cido ascérbico) en el haz
noradrenérgico ventral (S), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral
mediante 12 administracién de 6ng de 60HDA v sacrificados a las 24 horas (L.1d) y
animales lesionados y sacrificados a los 20 dias de realizada la lesién {(L20d).

*¥p<0,01; valores ES respecto a la serie de animales control (C). ®ep<0,01: valores
ES respecto a la serie de animales pseudooperados (S). AAAp<0,001: valores ES
respecto de la serie de animales lesionados y sacrificados transcurridas 24 horas (L1d).



TABLA IX

Valores obtenidos en los ensayos de fijacién al receptor 8 (binding) en la médula
espinal para la Bmax (fimol/mg prot) y KD (aM) en las series de animales control {C),
animales pseudooperados (S) a los que se realiza la administracion bilateral de
vehiculo (acido ascérbico) en el haz noradrenérgico ventral, animales con lesién
bilateral del haz noradrenérgico ventral mediante la administracién de 6ng de 60HDA. y
que fueron sacrificados pasadas 24 horas (L1d) y animales con lesién de dicho haz que
fueron sacrificados a los 20 dias de la lesion (L20d).

Bmax Kb
(fmol/mg prot) (nM)
(n=5) (n=5)
C 71,87+6,02 1,440,19
S 73,7047 ,04 1,9+0,22
* ok *
'Yy
L.1d 113,54+12,10 3,0+0,31
L3 )]
o0
1.20d 104,16x£11,08 2,7+0,29

Los resultados obtenidos se expresan como X+DE. (h= ): niimero de experimentos
realizado, para cada experimento se utilizan las estructuras cerebrales de 5 animales.

*#p<0,01; *#*p<0,001 valores ES respecto a la serie de animales control (C).
®9p<0,01; ®®8p<0,001 valores ES respecto a la serie de animales pseudooperados

(S).



180 -
160 -
1‘2‘8 ] 143 "
100
80
60 -
40 -
20 -

Bmax (fmol/mg prot)

Y

c 8 Lld L20d

FIGURA 19

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacién al receptor 3enla
médula espinal en las series de animales control (C), animales pseudooperados
mediante la administracién bilateral de vehiculo (acido ascérbico) en el haz
noradrenérgico ventral (S), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral
mediante la administracion de 6ng de 60HDA y sacrificados a las 24 horas (L1d) y
animales lesionados y sacrificados a los 20 dias de realizada la lesién (1.20d).

#¥n<0,01; #**p<0,001: valores ES repecto a 1a serie de animales control (C).

08p<0,01; ®®ep<0,001: valores BS respecto a la serie de animales pseudooperados

(S).



Resultados

faé, tanto a los 20 como a los 40 dias, mayor que la obtenida para la serie de
animales control (C) presentando diferencias ES. (Tabla X; Figura 20)

Estudiando los valores obtenidos para la KD (constante de disociacion) no
se encontraron diferencias ES, ni a 20 ni a 40 dias de evolucion entre las series de
animales control ( C ) y animales sometidos a aislamiento (A). (Tabla X)

2.2, Hipocampo

En este caso se obtuvo un aumento en la Bmax correspondiente a la serie
de animales sometidos a aislamiento (A) que fué estadisticamente significativo
(P<0,001) tanto a los 20 como a 40 dias de evolucion. (Tabla XTI, Figura 21)

En cuanto a la otra variable analizada, la KD, no se obtuvieron diferencias
ES entre las series estudiadas; presentando ambas unos valores muy similares.
(Tabla XT)

2.3. Niicleo estriado

En el ntcleo estriado se obtiene un aumento, tanto a los 20 como a los 40
dias, para la Bmax de la serie de animales sometidos a aislamiento (A) respecto a la
serie de animales control (C), dicho aumento fué ES (P<0,001) a los 40 dias de
evolucion. (Tabla XII; Figura 22)

Respecto a la constante de disociacion, KD, no se obtuvieron diferencias ES
entre las series estudiadas, presentando, las mismas, resultados similares, (Tabla
XII)

2.4, Bulbo raquideo

En el bulbo raquideo se observa un aumento, a los 20 dias de evolucién, en
la Bmax correspondiente a la serie de animales sometidos a aislamiento (A)
respecto a la serie de animales control, siendo este aumento ES (P<0,01).
A 40 dias de evolucion se obtuvo un ligero aumento en la Bmax correspondiente a
la serie A, no siendo ES, (Tabla XIII; Figura 23)

En este caso tampoco se obtienen diferencias estadisticas entre las Series
estudiadas con respecto a la constante de disociacion (KD). (Tabla XIII)

2.5. Corteza cerebral

Estudiando los valores de Bmax en el caso de la corteza cerebral se observa
que esta variable presenta un ligero aumento, tanto a los 20 como a los 40 dias de
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TABLA X

Valores obtenidos en los ensayos de fijacién al receptor & (binding) en el
hipotslamo para la Bmax (fimol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales
control (C), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral
mediante la administracién de 6ng de 60HDA (L), animales sometidos a
aislamiento durante un periodo de 20 & 40 dias (A) y animales lesionados y
sometidos a aislamiento (AL).

20 dias 40 dias
Bmax Kb Bmax KD
(fmol/mg prot) (nM) (fmol/mg prot) (nM)
C 44,66+4,02  2,5040,25  31,3£2,40 1,83+0,16
(3 (5) &) (5
kg% koK
L 283342,12  1,8040,17  22,12+1,86  1,69+0,12
(5) &) ) (3)
* Rk
AAA AAA
A 51,92£324  1,43x0,12  46,60£3.20  2.4040,18
() (5) ®) (5)
*% %
AA AA
] ]| L § 1]
AL 34,13%198 1151034 26,50£17,60 1054061
() (5) () (5

Los resultados obtenidos se expresan como X+DE.

*p<0,05; **p<0,01; **¥p<0,001 valores ES respecto a la serie de animales
control (C). AAp<0,01; AAAp<0,001 valores ES respecto a la serie de
animales lesionados (1), MMMP<0,001 valores ES respecto a la serie de
animales sometidos a aislamiento {(A).

( ): nimero de experimentos , en cada uno se utilizan las estructuras cerebrales
de 5 animales,
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FIGURA 20

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor & en el
hipotdlameo para las series de animales control (C) y animales sometidos a aislamiento
(A) durante un periodo de 20 6 40 dias.

*p<0,05; ***p<0,001; valores ES respecto a ia serie de animales control (C).



TABLA XI

Valores obtenidos en los ensayos de fijacién al receptor 8 (binding) en el
hipocampo para la Bmax (fmol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales
control (C), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral
mediante la administracién de 6ng de 60HDA. (L) y animales sometidos a
aislamiento durante un periedo de 20 6 40 dias (A).

20 dias 40 dias
Bmax Kbp Bmax Kp
(fmol/mg prot) (nM) (fmol/mg prot) (nM)
C 87,71+9,64 2,50+0,19 60,131+7,20 2,12+0,22
&) (5) %) (5)
L 90,47+11,71  2,30£0,19 58,29+8,19 2.3610,24
(5) (3) (5) (5)
ok ok %k
AAA AAA
A 143824814 2,60+0,17 95304840  240+0,19
(5) () (5) (5)

Los resultados obtenidos se expresan como X+DE.,

*#¥p<0,001 valores ES respecto a la serie de animales control (C).
AAAp<0,001 valores ES respecto a la serie de animales lesionados (L).

( ): niimero de experimentos , en cada uno se utilizan las estructuras cerebrales
de 5 animales,
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FIGURA 21

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacién al receptor 3 en el
hipocampo para las series de animales control (C) y animales sometidos a aislamiento

(A) durante un periodo de 20 & 40 dias.
*+¥p<(),001: valores ES respecto a la serie de animales control (C) .



TABLA XII1

Valores obtenidos en los ensayos de fijacidon al receptor 3 (binding) en el
niicleo estriado para la Bmax (fmol/mg prot) y KD (nM) en las series de
animales control (C), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico
ventral mediante la administracion de 6ng de 60HDA (L), animales sometidos a
aislamiento durante un periodo de 20 6 40 dias (A) y animales lesionados y
sometidos a aislamiento (AL).

20 dias 40 dias
Bmax KD Bmax KD
(fmol/mg prot) (nM) (fmol/mg prot) (nM)
C 261,63+£27,12  3,00£0,11 174,26+15,30 3,38+0,39
3) &) (5) &)
L 243 82+30,11  2,3040,18  163,495+18,71 3,54+0,27
) (5) (5) (5)
Yok
A AA
A 297,24+28 31 2,83£0,16 225.32+19,92 3,27+0,32
(3) ) (5) ()
#* ok
A
LT =
AL 194952436 2 75+0,20 184,04+£23,06 3,26+0,27
®) &) (%) )

Los resultados obtenidos se expresan como X+DE.

*¥p<0.01 valores ES respecto a la serie de animales control (C). Ap<0,05;
AAp<0,01 valores ES respecto a la serie de animales lesionados (L). Hp<0,05;
mEEp<0,001 valores ES respecto a la serie de animales sometidos a aislamiento
(A).

( ) ntimero de experimentos , en cada uno se utilizan las estructuras cerebrales
de 5 animales.
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FIGURA 22

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacién al receptor & en ¢l
nticleo estrindo para las series de animales control (C) y animales sometidos a

aislamiento (A) durante un periodo ds 20 6 40 dias.
*¥<0,01: valores ES respecto a la serie de animales control (C).



TABLA XIII

Valores obtenidos en los ensayos de fijacion al receptor & (binding) en el bulbo
raquideo para la Bmax (fimol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales
control (C), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral
mediante la administracién de 6ng de 60HDA (1.), animales sometidos a
aislamiento durante un periodo de 20 6 40 dias (A) y animales lesionados y
sometidos a aislamiento (AL).

20 dias 40 dias
Bmax KD Bmax KD
(fmol/mg prot) (nM) {fmol/mg prot) (nM)
C 48,21+8.12 2,11£0,26 39,20+3,12  2,52+0,21
(5) &) (&) &)
L33
L 76,7949,22 2,2040,21 4427+4,56  2,61+0,18
®) &), (5) (5
¥k
A 74,32+7,37 2,38+0,28 43,90+3,80  2,40%0,19
(5) (5 %) (5)
* k¥
AA AAA
[T | C11
AL 53433626 2004024  15.62£6,12  28540,17
(3) ) ) (5

Los resultados obtenidos se expresan como X+DE. '
*%p<(,01; ***p<0,001 valores ES respecto a la serie de animales control (C).

AAp<0,01; AAAp<0,001 valores ES respecto a la serie de anim_ales lesiotnados
(L). =mp<0,01;, MuMp<0,001 valores EBS respecto a la serie de animales

sometidos a aislamiento (A). 5
( ): nimero de experimentos , €n cada uno se utilizan las estructuras cerebrales

de 5 animales.
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FIGURA 23

Valores de Bmax (fimol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor & en el
bulbo raquideo para las series de animales control (C) y animales sometidos a
aistamiento (A) durante un periodo de 20 6 40 dias.

*¥p<0,01: valores ES respecto a la serie de animales control (C).



Resultados

evolucion, para la serie de animales sometidos a aislamiento (A) respecto a los
valores obtenidos para la serie de animales control (C), no siendo dicha diferencia
ES. (Tabla X1V, Figura 24)

‘ (_Tuando se analiz6 la KD (constante de disociacién, nM) no se apreciaron
diferencias ES entre las series. (Tabla XIV)

2.6, Médula espinal

En este caso, en la Bmax obtenida en los ensayos de fijacion al receptor &,
se obtuvo un aumento, tanto a 20 como a 40 dias de evolucion, en los valores
correspondientes a la serie de animales sometidos a aislamiento (A) con respecto a
los obtenidos para la serie de animales control (C), dicho aumento fué ES (P<0,01)
a 40 dias de evolucion. (Tabla XV; Figura 25)

En cuanto a la otra variable analizada, la KD (constante de disociacion) no
se encontraron diferencias ES, obteniéndose valores muy similares en las dos series
estudiadas. (Tabla XV)

3, EFECTO DE LA LESION CON 60HDA DEL HAZ NORADRENEGICO
VENTRAL ASOCIADA A AISLAMIENTO SOBRE LOS
RECEPTORES 3 OPIOIDES.

3.1. Hipotalamo

Estudiando los valores de Bmax en el hipotdlamo se observé que se
produce un ligero descenso respecto a la serie de animales control (C), ES, enlas
series de animales lesionados bilateralmente (L) en el HNV mediante la
administracién de 6ng de 60OHDA y la serie de animales lesionados y sometidos a
aislamiento (AL), tanto a los 20 como a los 40 dias.

Para la serie de animales sometidos a aislamiento (A) se obtuvieron unos
valores ligeramente mayores a los de la serie de animales control (C), tanto a los
20 como a los 40 dias de evolucién; al ultimo periodo de tiempo referido los
valores presentaban diferencias estadistacamente significativas (P<0,001).

También se obtuvieron diferencias ES entre los valores de la Bmax para las
series de animales lesionados (L) y la serie de animales lesionados y sometidos a
aislamiento (AL) respecto a los valores obtenidos para la serie de animales
sometidos a aislamiento (A), la cual presentaba los mayores valores para dicha
variable. (Tabla X; Figura 26)

Respecto a la constante de disociacion (KD, nM) no se obtienen diferencias
ES entre las distintas series, aunque fueron la serie de animales control (C) a los 20
dias y la serie de animales sometidos a aislamiento (A) a los 40 dias las que
presentaron un mayor valor para dicha constante. (Tabla X)



TABLA X1V

Valores obtenidos en los ensayos de fijacion al receptor & (binding) en la
corteza cerebral para la Bmax (fmol/mg prot) y KD (nM) en las series de
animales control (C), animales con lesién bilateral del haz noradrenérgico
ventral mediante la administraciéon de 6ng de 6OHDA (L), animales sometidos a
aislamiento durante un periodo de 20 6 40 dias (A) y animales lesionados y
sometidos a aislamiento (AL).

20 dias 40 dias

Bmax Kb Bmax | 4]
(fmol/mg prot) (nM) (fmol/mg prot) (nM)

C 232,50+23,12  2,45£020 170,00+33,02  2,3110,31

(5) (%) %) (%)
*ok
L 1643142723 2,9040,16 162,52422,33 2,1240,22
(5) (5) ©) )
AAA
A 2672442246 2464022 182,23+28,97  2,6210,23
() () ) (5)
nEN
162,72421,58 1 03+091 169,34423,55 2,890,19
) ©) ) ©)

Los resultados obtenidos se expresan como X+DE.

#*p<0,01 valores ES respecto a la serie de animales control (C). AAAp<0,001
valores ES respecto a la serie de animales lesionados (L). mmNp<0,001 valores
ES respecto a la serie de animales sometidos a aislamiento (A).

( ): nimero de experimentos , en cada uno se ytilizan las estructuras cerebrales
de 5 animales.
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FIGURA 24

Valores de Bmax (finol/mg proteina)de los ensayos de fijacién al receptor 8 en la
corteza cerebral para las series de animales control (C) y animales sometidos a

aislamiento (A) durante un periodo de 20 6 40 dias.



TABLA XV

Valores obtenidos en los ensayos de fijacion al receptor & (binding) en la
médula espinal para la Bmax (fimol/mg prot) y KD (nM) en las series de.
animales control (C), animales con lesién bilateral del haz noradrenérgico
ventral mediante la administracién de 6ng de 60HDA (L), animales sometidos
a aislamiento durante un periodo de 20 6 40 dias (A) y animales lesionados y
sometidos a aislamiento (AL).

20 dias 40 dias
Bmax Kp Bmax Kb
(fmol/mg prot) (nM) (fmol/mg prot) (nM)
C 61,21+18,12 1,2740,37 65,11£5,30 2.474£0,16
(%) 3) &) )
L 88.57420,62  2,44+028  73,2146,18  2,0310,21
5) &) (5) )
*%
A 73,70+£1933  1,810,19  81,7346,70 2,4410,19
() (5} (5) (5)
u
AL 69421682 2,02:022 7091492 9074020
) ©) ) )

Los resultados obtenidos se expresan como ¥+DE. **p<0,01 valores ES
respecto a la serie de animales control (C). Mp<0,05 valores ES respecto a la
serie de animales sometidos a aislamiento (A).

( ): nimero de experimentos realizados, en cada uno se utilizan las estructuras

cerebrales de 5 animales.
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FIGURA 25

Valores de Bmax (fmol/mg proteina} de los ensayos de fijacién al receptor denla
médula espinal para las series de animales control (C) ¥ animales sometidos a
aislamiento (A) durante un periodo de 20 6 40 dias.

#p<0,01: valores ES respecto 2 la serie de animales control (C).
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FIGURA 26

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor & en el
hipotilamo para las series de animales control ( C ), animales con lesién bilateral del
haz noradrenérgico ventral mediante la administracién de 6ng de 60HDA (L), animales
sometidos a aislamiento durante un periodo de 20 é 40 dias (A) y animales lesionados y

sometidos a aislamiento (AL).
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: valores ES respecto de la serie de animales control

(C). AAp<0,01; AAAP<0,001: valores ES respecto de la serie de animales lesionados
(L). mmmp<0,001: valores ES respecto de la serie de animales sometidos a aislamiento

(A).



Resultados

3.2. Hipocampo

En los ensayos de fijacién al receptor & realizados en hipocampo se
obtuvieron unos valores para la Bmax muy similares en las series de animales
control (C) y animales lesionados bilateralmente (L)} en el HNV mediante la
administracion de 60HDA, no existiendo diferencias ES, tanto a los 20 come a los
40 dias. Por su parte, para la serie de animales sometidos a aislamiento se
obtuvieron unos valores para la Bmax mayores que presentaban diferencias
estadisticamente significativas (P<0,001) respecto tanto a la serie de animales
control (C) como de animales lesionados (L), a 20 6 40 dias. (Tabla XTI, Figura
27)

La KD obtenida para las distintas series realizadas fé muy similar para
todas ellas sin que se obtuvieran diferencias ES. (Tabla XI)

3.3, Niicleo estriado

Los valores de Bmax obtenidos en los ensayos de fijacion al receptor 8 en
el nicleo estriado se observé que respecto a los valores obtenidos para la serie de
animales control , tanto a los 20 como a los 40 dias, la serie de animales lesionados
(L) presentaba unos valores ligeramente menores, no siendo estadisticamente
significativos; la serie de animales sometidos a aislamiento presentaba, por su
parte, un aumento en los valores para la Bmax, siendo este aumento ES (p<0,01) a
fos 40 dias y la serie de animales lesionados y sometidos a aislamiento presentaba
un descenso ES a los 20 dias de evolucién, mientras que a los 40 dias los valores
eran muy similares a los obtenidos en la referida serie de animales control (C).

Tanto a los 20 como a los 40 dias, se obtuvieron diferencias ES entre las
series de animales sometidos a aislamiento (A) y animales lesionados y sometidos a
aislamiento (AL), ya que esta ltima serie tenia los menores valores para la Bmax.
(Tabla XII; Figura 28)

En cuanto a los valores obtenidos para la otra variable estudiada, la KD, no
se encontraron diferencias ES entre las distintas series. A los 20 dias de evolucion
los mayores niveles fueron para las series de animales control (C), animales
sometidos a aislamiento (A) y animales lesionados y sometidos a aislamiento (AL),
siendo los valores en todas ellas muy similares; a 40 dias el mayor valor para Ja KD
se obtuvo en la serie de animales lesionados (L). (Tabla XII)

3.4. Bulbo raquideo

La Bmax en el bulbo raquideo presentaba un aumento ES a 20 dias para las
series de animales con lesidn bilateral (L) con 60HDA del HNV y de animales
sometidos a aislamiento (A) con respecto al valor obtenido para la serie de
animales control; a 40 dias las series anteriormente citadas presentaban unos
valores muy similares sin diferencias ES.
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FIGURA 27

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacién al receptor O en el
hipocampo para las series de animales control {C), animales con Jesién bilateral del
haz noradrenérgico ventral mediante la administracién de 6ng de 60HDA (L) ¥
animales sometidos a aislamiento durante un periodo de 20 6 40 dias (A).

*kkp<0.001; valores ES respecto de la serie de animales control (C). AAAp<0,001:
valores ES respecto de la serie de animales lesionados (L).
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FIGURA 28

Valores para la Bmax (fimol/mg proteina) de fos ensayos de fijacién al receptor 8 en el
niicleo estriado para las Series de animales Contro! (C), animales con lesion bilateral
(L) del haz noradrenérgico ventral mediante la inoculacion de 6ng de 60HDA, animales
sometidos a aislamiento (A) durante un periodo de 20 6 40 dias y animales aislados y
sometidos a aislamiento (AL).

*¥p<0,01: valores ES respecto a la Serie de animales Control (C). Ap<0,03;
AAp<0,01: valores ES respecto a la Serie de animales lesionados (L). Mp<0,05;
mmmp<0,001: valores ES respecto a la Serie de animales sometidos a aislamiento (A).



Resultados

La serie de animales lesionados y sometidos a aislamiento (AL) tenia un
valor muy similar al obtenido para la serie de animales control (C) a 20 dias de
e_volucién, mientras que a 40 dias se observaba un aumento estadisticamente
significativo (P<0,001) respecto tanto a dicha serie control, como al resto de las
series estudiadas.

(Tabla XIII; Figura 29)

Respecto a la constante de disociacion (KD) no se encontraron diferencias
ES entre las distintas series. A 20 dias, la serie que presentd un valor mayor para
dicha constante fué la serie de animales sometidos a aislamiento (A) y la que
presenté un menor valor fué la serie de animales lesionados y sometidos a
aislamiento (AL), mientras que a 40 dias fué a la inversa, la serie con mayor valor
para la KD fué la de animales lesionados y sometidos a aislamiento (AL) y la serie
con un menor valor para dicha constante fué la serie de animales sometidos a
aislamiento (A). (Tabla XIH)

3.5. Corteza cerebral

A 20 dias de evolucion, respecto a la serie de animales control, se observa
un aumento para la serie de animales sometidos a aislamiento, que no fué
estadisticamente significativo, mientras que se produce un descenso en las series de
animales lesionados bilateralmente en el HNV con 60HDA y animales lesionados y
sometidos a aislamiento (AL).

A 40 dias, aunque las series siguen una pauta similar a la descrita para 20
dias de evolucién, los valores son muy similares no obteniéndose diferencias ES.
(Tabla XIV; Figura 30)

Con respecto a la Kb, no se obtienen diferencias ES entre las distintas
series. A 20 dias el mayor valor para la KD se obtiene para la serie de animales
lesionados (L), y el menor valor para la serie de animales lesionados y sometidos a
asilamientto (AL); mientras que a 40 dias de evolucion sucede al contrario. (Tabla

XIV)

3.6. Médula espinal

En la Bmax de la médula espinal, con respecto a la serie de animales
control (C) se obtienen en el resto de las series unos valores muy similares aunque
ligeramente mayores, tanto a los 20 como a los 40 dias. La serie de animales
sometidos a aislamiento (A), a los 40 dias, fué la tnica que presenté diferencias
ES (P<0,01) respecto a la serie de animales control (C). (Tabla XV; Figura 31)

En cuanto a la otra variable analizada, la constante de disociacién (KD) no
se encontraron diferencias ES entre las series. A los 20 dias el valor mayor se
obtuvo para la serie de animales lesionados (L) y el menor para la serie de animales
control (C), mientras que a los 40 dias los mayores valores para la KD se
obtuvieron para la serie de animales control y la serie de animales sometidos a
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FIGURA 29

Valores de Bmax (finol/mg proteina) de los ensayos de fijacién al receptor & en el
bulbo raquideo para las series de animales control (C), animales con lesién bilateral
del haz noradrenérgico ventral mediante la administracion de 6ng de 60HDA (L),
animales sometidos a aislamiento durante un periodo de 20 6 40 dias (A) y animales

lesionados y sometidos a aislamiento (AL).
*¥p<0,01; **¥p<0,001: valores ES respecto de la serie de animales control (C).

AAp<0,01; AAAp<0,001: valores ES respecto de la serie de animales lesionados (L).
mEp<0,01; mmMp<0,001; valores ES respecto de la serie de animales sometidos a

aislamiento (A).
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FIGURA 30

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor & en la
corteza cerebral para las series de animales control (C), animales con lesién bilateral
(L) del haz noradrenérgico ventral mediante la administracién de 6ng de 60HDA,
animales sometidos a aislamiento durante un periodo de 20 6 40 dias (A) y animales
lesionados y sometidos a aislamiento (AL).

*#p<0,01; valores ES respecto de la serie de animales control (C). AAAp<0,001:
valores ES respecto de la serie de animales lesionados (L). WmmEp<0,001: valores ES
respecto de la serie de animales sometidos a aislamiento (A),
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FIGURA 31

Valores de Bmax (finol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor & en la
médula espinal para las series de animales control (C), animales con lesién bilateral
(L) del haz noradrenérgico ventral mediante ia administracitn de 6ng de 60HDA,
animales sometidos a aislamiento durante un periodo de 20 6 40 dias (A) y animales

lesionados y sometidos a aislamiento (AL).
*#5<0,01: valores ES respecto de la serie de animales control (C). Mp<0,05: valores ES

respecto de la serie de animales sometidos a aislamiento (A).



Resultados

aisla.miento y }os menores se obtuvieron para las series de animales lesionados (L)
y animales lesionados y sometidos a aislamiento (AL). (Tabla XV)

V. RESULTAD EL ESTUDIO DEL RECEPTOR
OPIOIDE.

1. EFECTO DE LA LESION BILATERAL DEL HNV CON 60HDA
SOBRE I.0S RECEPTORES |1 OPIOIDES

1.1, Hipotilamo

Con respecto a la Bmax (finol/mg proteina) obtenida en los ensayos de
fijacion al receptor W en el hipotdlamo se obtiene un aumento en los valores de las
series de animales lesionados en el HNV mediante la inoculacion de 60HDA y
sacrificados a las 24h (L1d) y de animales lesionados y sacrificados a los 20 dias
de realizada dicha lesién (L20d) con respecto a los valores obtenidos para las
series de animales control (C) y animales pseudooperados (S), presentando
diferencias ES (P<0,05). (Tabla XVI; Figura 32)

En cuanto a la constante de disociacion (KD) se obtuvieron unos valores
muy similares para las series de animales control (C), animales pseudooperados (S)
y animales lesionados en el FINV mediante la inoculacién de SOHDA vy
sacrificados tras 20 dias de evolucién (L20d), mientras que se obtuvo una
elevacion en el valor correspondiente a la serie de animales lesionados y
sacrificados a las 24h, obtuviéndose diferencias ES respecto a las series de
animales control ( C ) y animales lesionados y sacrificados a los 20 dias. (Tabla
XVI)

1.2. Hipocampo

Para la Bmax en el hipocampo no se encuentran diferencias ES entre los
valores obtenidos en las distintas series estudiadas, siendo todos ellos muy

similares. (Tabla XVII; Figura 33)

Tampoco se encontraron para la Kb (constante de disociacion) diferencias
ES entre las diferentes series. (Tabla XVII)

1.3. Nucleo estriado

En el nicleo estriado se obtuvo una Bmax (fmol/mg proteina) muy similar
en la serie de animales control (C), la serie de animales pseudooperados (S) y la
serie de animales lesionados y sacrificados a los 20 dias (1L20d). Si se obtuvo un
menor valor, con respecto a las series antes mencionadas, de la serie de animales

-5



TABLA XVI

Valores obtenidos en los ensayos de fijacion al receptor it (binding) en el hipotilamo
para la Bmax (fimol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales control (C), animales
pseudooperados (S) a los que se realiza la administracién bilateral de vehiculo (acido
ascorbico) en el haz noradrenérgico ventral, animales con lesion bilateral del haz
noradrenérgico ventral mediante Ja administracién de 6ng de 60HDA y que fueron
sacrificados pasadas 24 horas (L 1d) y animales con lesion de dicho haz que fueron
sacrificados a los 20 dias de la lesion (L20d).

Bmax KD
(fmol/mg prot) (nM)
(n=5) (n=5)
C 157,05+18,93 2,39+0,12
S 163,20+22,54 2,50+0,16
% L 2]
L1d 200,23+20,32 2,964+0,15
¥
® AA
L.20d 190,26£19,55 2,44+0,16

Los resultados obtenidos se expresan como X+DE. (n= ): nimero de experimentos
realizado, para cada experimento se utilizan las estructuras cerebrales de 4 animales.
*<0,05; ***p<0,001 valores ES respecto a la serie de animales control {(C). ®p<0,05
valores ES respecto a la serie de animales pseudooperados (S). AAp<0,01 valores ES
respecto a la serie de animales lesionados y sacrificados pasadas 24h (L1d).
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FIGURA 32

Valores de Bmax (finol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor p en el
hipet#lamo para las series de animales control (C), animales pseudooperados
mediante la administracion bilateral de vehiculo (4cido ascorbico) en el haz
noradrenérgico ventral (S), animales con lesién bilateral del haz noradrenérgico ventral
mediante la administracion de 6ng de 60HDA y sacrificados a las 24 horas (L1d) y
animales lesionados y sacrificados a los 20 dias de realizada la lesion (1.20d).

*p<0,05: valores ES respecto a la serie de animales control (C). ®p<0,05: valores ES
respecto a la serie de animales psendooperados (8).



TABLA XVII

Valores obtenidos en los ensayos de fijacion al receptor p (binding) en el hipocampo
para la Bmax (fimol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales control (C), animales
pseudooperados (S) a los que se realiza la administracién bilateral de vehiculo (acido
ascorbico) en el haz noradrenérgico ventral, animales con lesién bilateral del haz
noradrenérgico ventral mediante la administracion de 6ng de 60HDA y que fueron
sacrificados pasadas 24 horas (L.1d) y animales con lesion de dicho haz que fueron
sacrificados a los 20 dias de 1a lesion (L.20d).

Bmax Kb
(fmol/mg prot) (nM)
(n=%) (n=5)
C 184,22+26,53 0,44+0,16
S 187,35+28.61 0,46x0,15
L1ld 197,51+25,34 0,42+0,13
L20d 201.66+28.77 0,50+0,18

Los resultados obtenidos se expresan como XtDE. (n= ) nimero de
experimentos realizado, para cada experimento se utilizan las estructuras
cerebrales sefialadas de 4 animales,
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FIGURA 33

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor p en el
hipocampo para las series de animales control (C), animales pseudooperados
mediante la administracién bilateral de vehiculo (4cido ascorbico) en el haz
noradrenérgico ventral (S), animales con lesion bilateral del haz noradrendrgico ventral
mediante la administracion de 6ng de 60HDA y sacrificados a las 24 horas (L1d) y
animales lesionados y sacrificados a los 20 dias de realizada la lesion (120d).



Resultados

lesionados y sacrificados a las 24h, diferencia que fué ES (p<0,001). (Tabla XVIII,
Figura 34)

con respecto a la Kb, no se hallaron diferencias ES entre las series
estudiadas. El menor valor obtenido para dicha constante fué el de la serie de
animales lesionados y sacrificados a los 20 dias de realizada dicha lesién. (Tabla
X VI

1.4. Bulboe raquideo

Para el bulbo raquideo en los ensayos de fijacion al receptor p se obtiene
una Bmax muy similar en las series de animales control (C), animales
pseudooperados (8) y animales lesionados y sacrificados a los 20 dias (1.20d),
mientras que se encuentra un valor mayor para la serie de animales lesionados y
sacrificados a las 24h, presentando diferencias ES respecto a las demas series
citadas. (Tabla XIX, Figura 35)

En cuanto a la constante de disociacién (KD) no se encontraron diferencias
ES entre las series estudiadas. Tanto la serie de animales control (C), animales
pseudooperados (S) y animales lesionados y sacrificados a las 24h presentaban
unas KD muy similar, siendo la KD de la serie de animales lesionados y sacrificados
a los 20 dias algo menor. (Tabla XIX)

1.5. Corteza cerebral

En la Bmax obtenida en los ensayos de union al receptor |l en la corteza
cerebral no se encontraron diferencias ES entre las distintas series analizadas,
presentando todas ellas valores muy similares, (Tabla XX; Figura 36)

Tampoco se encontraron diferencias ES en la Kb de las diferentes series.
La serie que presentaba la mayor KD fué la serie de animales lesionados y
sacrificados a las 24h (L1d). El resto de las series presentaban unos valores muy
similares y algo inferiores al de la serie L1d. (Tabla XX)

1.6. Médula espinal

En este caso tanto la serie de animales control (C), como la serie de
animales pseudooperados (S) presentaban unos valores muy similares para la
Bmax. La serie de animales lesionados y sacrificados a las 24h tenfa un valor mayor
que en el caso de las series antes citadas y presentaban diferencias ES con las
mismas (p<0,01). La serie de animales fesionados y sacrificados a los 20 dias tenia
un valor ligeramente mayor que la serie de animales control y que la serie de
animales pseudooperados, con los que mostraba diferencias ES. (Tabla XXI;
Figura 37)
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FIGURA 34

Valores de Bmax (finol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor p en el
nicleo estriado para las series de animales control (C), animales pseudooperados
mediante la administracién bilateral de vehiculo (acido ascdrbico) en el haz
noradrenérgico ventral (S), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral
mediante la administracion de 6ng de 60HDA y sacrificados a las 24 horas (L1d) y
animales lesionados y sacrificados a los 20 dias de realizada la lesidn (L.20d).

*#p<0,01; valores ES respecto a la serie de animales control (C). ®@p<0,01: valores
ES respecto a Ia serie de animales pseudooperados (8). AAp<0,01: valores ES respecto
a la serie de animales lesionados y sacrificados a las 24 horas (L1d).



TABLA XVIII

Valores obtenidos en los ensayos de fijacién al receptor p {(binding) en el micleo
estrindo para la Bmax (fimol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales control
(C), animales pseudooperados (S) a los que se realiza la administracién bilateral de
vehiculo (4cido ascorbico) en el haz noradrenérgico ventral, animales con lesidn
bilateral del haz noradrenérgico ventral mediante la administracion de 6ng de 60HDA y
que fueron sacrificados pasadas 24 horas (L.1d) y animales con lesion de dicho haz que
fueron sacrificados a los 20 dias de la lesion (L20d).

Bmax Kn
(fmol/mg prot) (nM)
(n=5) (n=5)
C 338,11+32,31 1,311+0,20
S 329,62+30,54 1,28+0,60
¥k
o0
L1d -259,18+28,91 1,33+0,23
AA
L.20d 326,02+26,77 1,1940,29

Los resultados obtenidos se expresan como ¥+DE, (n= ): niimero de experimentos
realizados, para cada experimento se utilizan las estructuras cerebrales de 4 animales.
*p<0,01 valores ES respecto a la serie de animales control (C). ®@p<0,01 valores ES
respecto a la serie de animales pseudooperados (S). AAp<0,01 valores ES respecto a [a
serie de animales lesionados y sacrificados a las 24h (L1d).



TABLA XIX

Valores obtenidos en los ensayos de fijacién al receptor p (binding) en el bulbo
raquideo para la Bmax (fmol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales control
(C), animales pseudooperados (S) a los que se realiza la administracién bilateral de
vehiculo (scido ascérbico) en el haz noradrenérgico ventral, animales con lesidn
bilateral del haz noradrendrgico ventral mediante la administracién de 6ng de 60HDA y
que fueron sacrificados pasadas 24 horas (L1d) y animales con lesién de dicho haz que
fueron sacrificados a los 20 dias de la lesién (L.20d).

Bmax KD
(fmol/mg prot) (nM)
(n=5) (n=5)
C 280,51+32,10 1,34+0,17
S 284,10+£35 .60 1,30+0,20
*
L1d 344,52+28,30 1,20+0,16
AAA
1.20d 250,26+30,20 1,16£0,18

Los resultados obtenidos se expresan como X+DE. (n= ). nimero de experimentos
realizado, para cada experimento se utilizan las estructuras cer¢brales de 4 animales,
*p<0,05 valores ES respecto a la serie de animales control (C). ®p<0,05 valores ES
respecto a la serie de animales pseudooperados (S). AAAp<0,001 valores ES respecto a
Ia serie de animales lesionados y sacrificados a las 24h (L1d).
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FIGURA 35

Valores de Bmax (fiol/mg proteina) de los ensayos de fijacién al receptor p en el
bulbo raquideo para las series de animales control (C), animales pseudooperados
mediante Ia administracién bilateral de vehiculo (dcido ascdrbico) en el haz
noradrenérgico ventral (S), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventra!
mediante la administracion de 6ng de 60HDA y sacrificados a las 24 horas (L1d) y
animales lesionados y sacrificados a los 20 dias de realizada la lesion (L20d).

*p<0,05: valores ES respecto a la serie de animales control (C). ®p<0,05: valores ES
respecto a la serie de animales pseudooperados (S). AAAp<0,001: valores ES respecto a
la serie de animales lesionados y sacrificados a las 24 horas (L1d).



TABLA XX

Valores obtenidos en los ensayos de fijacion al receptor p (binding) de la corteza
cerebral para la Bmax (fimol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales control
(C), animales pseudooperados (S) a los que se realiza la administracion bilateral de
vehiculo (4cido ascérbico) en el haz noradrenérgico ventral, animales con lesion
bilateral del haz noradrenérgico ventral mediante 1a administracién de 6ng de 60HDA y
que fueron sacrificados pasadas 24 horas (L1d) y animales con lesion de dicho haz que
fueron sacrificados a los 20 dias de la lesion (L.20d).

Bmax Kb
{fmol/mg prot) (nM)
(n=8) (n=5)
C 185,88+30,53 0,81+0,2
S 188,46124,62 0,84+0,33
Lid 191,33+28,97 1,13£0,32
1.20d 225,004+26,32 0,97£0,18

Los resultados obtenidos se expresan como X+DE. (n= ): nimero de experimentos
realizados; para cada experimento se utilizan las estructuras cerebrales de 4 animales.
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FIGURA 36

Valores de Bmax (fimol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor p en la
corteza cerebral para las series de animales control (C), animales pseudooperados
mediante la administracion bilateral de vehiculo (dcido ascorbico) en el haz
noradrenérgico ventral (S), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral
mediante la administracién de éng de 60HDA y sacrificados a las 24 horas (L1d) y
animales lesionados y sacrificados a los 20 dias de realizada ia lesidn (L20d).



TABLA XXI

Valores obtenidos en los ensayos de fijacién al receptor p (binding) en la medula
espinal para la Bmax (finol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales control (C),
animales pseudooperados (8) a los que se realiza la administracion bilateral de vehiculo
(acido ascérbico) en el haz noradrenérgico ventral, animales con lesion bilateral del haz
noradrenérgico ventral mediante la administracién de 6éng de 60HDA y que fueron
sacrificados pasadas 24 horas (L1d) y animales con lesion de dicho haz que fueron
sacrificados a los 20 dias de la lesion (1.20d).

Bmax Kp
{fmol/mg prot) (nM)
(n=5) (n=5)
C 173,82£20,50 1,10+£0,37
S 180,104£22,60 1,20+0,40
* ¥
o0
L1d 232,49+23,32 1,20+0,50
*
®
L20d 220,62+24,51 1,15+0,47

Los resultados obtenidos se expresan como XtDE. (n= ): nimero de experimentos
realizados, para cada experimento se utilizan las estructuras cerebrales de 4 animales.
*n<0,05; **p<0,01 valores ES respecto a [a serie de animales control (C). ®p<0,05;
®®p<0,0] valores ES respecto a la serie de animales pseudooperados (8).
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FIGURA 37

Valores de Bmax (finol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor p en la
médula espinal para las series de animales control (C), animales pseudooperados
mediante la administracion bilateral de wvehiculo (acido ascorbico) en el haz
noradrenérgico ventral (S), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral
mediante la administracion de 6ng de 60HDA y sacrificados a las 24 horas (L1d) v
animales lesionados y sacrificados a los 20 dias de realizada la lesion (L20d).

*p<0,05; ¥*p<0,01; valores ES respecto a la serie de animales control (C). ®p<0,05;
®8p<(,01: valores ES respecto a la serie de animales pseudooperados (S).



Resultados

En cuanto a la constante de disociacion (KD) no s€ encontraron, entre
ninguna de las series estudiadas, diferencias ES, presentando todas ellas valores
muy similares. (Tabla XXI)

2. EFECTO DEL AISLAMIENTO SOBRE LOS RECEPTORES
OPIOIDES

2.1. Hipotilamo

En la Bmax obtenida en los ensayos de fijacién al receptor |, en la serie de
animales sometidos a aislamiento (A) se obtiene un aumento respecto a la serie de
animales control (C), tanto a los 20 como & los 40 dias de evolucitn,
encontrandose diferencias ES (p<0,05) a los 40 dias. (Tabla XXI1I; Figura 38)

Para la KD no se obtuvieron diferencias ES entre la serie de animales
control y la serie de animales sometidos a aislamiento, {Tabla XXII)

2.2. Hipocampo

Respecto a la Bmax (fmol/mg proteina)obtenida para el hipocampo en los
ensayos de fijacidn al receptor i, se obtuva en la serie de animales sometidos a
aislamiento una elevacion de la misma tanto a los 20 como a los 40 dias respecto a
los valores obtenidos para la serie de animales contro! (C), elevacién que fué ES a
20 dias de evolucién, (Tabla XXIII; Figura 39)

En cuanto a la constante de disociacidon no se encontraron diferencias ES
entre las series estudiadas. (Tabla XXIII)

2.3, Nitcleo estriado

En la Bmax (fmol/mg proteina) correspondiente al micleo estriado se
obtuvo un ligero aumento no significativo, a 40 dias de evolucidn, de la serie de
animales sometidos a aislamiento (A) respecto a [a serie de animales control (C), a
20 dias los valores obtenidos para estas series eran muy similares. (Tabla XXIV;
Figura 40)

En cuanto a la KD (constante de disoctacidén) no se obtienen diferencias ES
entre dichas series. A los 20 dias de evolucidn la serie de animales sometidos a
aislamiento present6 una KD algo mayor que la de [a serie de animales control, sin
embargo a los 40 dias sucedfa lo contrario, siendo mayor el wvalor correspondiente
a la serie de animales control. (Tabla XXIV)

~-1.29~



TABLA XX1I

Valores obtenidos en los ensayos de fijacién al receptor p (binding) en el
hipotdlamo para la Bmax (finol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales
control (C), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral
mediante la administracién de 6ng de 60HDA (L), animales sometidos a
aislamiento durante un periodo de 20 6 40 dias (A) y animales lesionados y
sometidos a aislamiento (AL).

20 dias 40 dias

Bmax KD Bmax Kb
(fmol/mg prot) (nM) (fmol/mg prot) {(nM)

C 326524453  1,94£0,32 290,00+52,6  1,94£0,27

(5) (5) &) (5)
L 344,79+48,6 1,79+0,38 440066270 1884030
5) (5) (%) )
*
A 381,67+42,50 2,05£0,22 392,07+59,8  1,8810,29
(5) ) (5) (5)
AL 391,69+50,80 2,05£0,18 363,53+43,80 1,99+0,33
(5) (5) (5) (5)

Los resultados obtenidos se expresan como X+DE, *p<0,05; **p<0,01 valores
ES respecto de la serie de animales control (C).
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FIGURA 38

Valores de Bmax (finol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor p en el
hipotalamo en las series de animales control (C) y animales sometidos a aislamiento
durante un periodo de 20 6 40 dias.

*p<0,05: valores ES respecto de la serie de animales control {C).



TABLA XXIII

Valores obtenidos en los ensayos de fijacion al receptor p  (binding) en el
hipocampo para la Bmax (fmol/mg prot) y KD (nM) en las series de animales
control (C), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico ventral
mediante la administracién de 6ng de 60HDA (L), animales sometidos a
aislamiento durante un periodo de 20 & 40 dias (A) y animales lesionados y

sometidos a aislamiento (AL).

20 dias 40 dias
Bmax Kp Bmax Kb
(fmol/mg prot) (nM) (fmol/mg prot) {(nM)
C  226,32+£26,60 1,53+0,36  201,144234  1,15+0,27
(5) (5) (5) (5)
L 196,05+22.4  1,56+0,42 229,12436,20  0,99+0,31
(5) (%) (5) (5)
*
AA
A 288,25%30,60 1414034 270,61+£32,60 0,90+0,30
() (5) (5) (5)
*
AL AA
271,86121,6  1,19+0,29  283,05443,2  0,92+0,29
&) (5) (5) (5)

Los resultados obtenidos se expresan como XitDE. *p<0,05 valores ES
respecto a la serie de animales control (C). AAp<0,01 valores ES respecto a la

serie de animales lesionados (L).



600 -

50 [dc
0 A
2 400
[=})] *
£ 300 -
E
= 200 -
3
£
m 100
N
O [V D S
20 40
Tiempo (dias)
FIGURA 39

Valores de Bmax (fimol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor p en el

hipocampo en las series de animales control (C) y animales sometidos a aislamiento
(A) durante un periodo de 20 6 40 dias.
*p<0,05: valores ES respecto a la Serie Control (C).



TABLA XXIV

Valores obtenidos en los ensayos de fijacion al receptor p (binding) en el
niicleo estriado para la Bmax (fmol/mg prot) y KD (nM) en las series de
animales control (C), animales con lesién bilateral del haz noradrenérgico
ventral mediante la administracién de 6ng de 6OHDA (L), animales sometidos a
aislamiento durante un periodo de 20 6 40 dias (A) y animales lesionados y
sometidos a aislamiento (AL).

20 dias 40 dias
Bmax KD Bmax Kb
(fmol/mg prot) (nM) {fmol/mg prot) (nM)
C 394,77+40,5 1,29+0,72 414,26+48,65 1,22+0,60
(3) (3) (3) (%)

*

L 3656443626 1,71£0,53 508,73+£50,60  1,80+0,57
(5) (5) ®) (5)

A 390,4+40,25 2,88+1,23  467,87+44,3  0,94+0,62
&) (5) (5) (3)

*

AL 428964525 1,1840,62 522,82455,60 1 20+0,59
(5) (5) ©) ©

Los resultados obtenidos se expresan como XtDE. *p<0,05 valores ES respecto
a la serie de animales controf (C).
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FIGURA 40

Valores de Bmax (finol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor w1 en el
nticleo estrindo en las series de animales control (C) y animales sometidos a
aislamiento (A) durante un periodo de 20 & 40 dias,



Resultados

2.4, Bulbo raquideo

En los ensayos de fijacion al receptor 1 en el bulbo raquideo se obtuvo una
Bmax que fué en la serie de animales sometidos a aislamiento (A) ligeramente
menor a los 20 dias de evolucion y ligeramente mayor a los 40 dias respecto a los
valores obtenidos para la serie de animales control (C), sin que se dieran
diferencias ES entre eltos. (Tabla XXV; Figura 41)

Con respecto a la ofra variable analizada, la KD, no se encontraron
diferencias ES entre las series estudiadas. A los 20 dias de evolucion la serie de
animales sometidos a aislamiento (A) tenia un menor valor para la KD que el
obtenido en la serie de animales control, aunque como se ha sefialado antes, no se
encontraron diferencias ES. A 40 dias los valores para la KD en ambas series fué
muy similar (Tabla XXV)

2.5, Corteza cerebral

Para la Bmax obtenida en los ensayos de fijacién al receptor | en la corteza
cerebral, a los 20 dias de evolucidn se obtuvieron unos valores muy similares tanto
para la serie de animales control como la serie de animales sometidos a aislamiento;
a los 40 dias de evolucién ya se observa un mayor valor para la Bmax en la serie de
animales sometidos a aislamiento, ES (p<0,01), respecto al valor obtenido en la
serie de animales control. {Tabla XXVI; Figura 42)

En cuanto a la constante de disociacién, no se encontraron, ni a 20 ni a 40
dias de evolucion, diferencias ES entre ambas series, A 20 dias de evolucion el
mayor valor para la KD lo presentaba la serie de animales control (C), mientras que
a 40 dias los valores para la KD en ambas series fueron muy similares. (Tabla
XXVI)

2.6, Médula espinal

En la médula espinal no se encontraron apenas variaciones entre los
resultados obtenidos en Ja Bmax (fmol/mg proteina) entre las series de animales
control y animales sometidos a aislamiento, tanto a los 20 como a los 40 dias de
evolucion, (Tabla XXVII; Figura 43)

Respecto a la constante de disociacion, KD, no se encontfaron diferencias
ES entre ambas series. A los 20 dias de evolucidn, la serie que tenia una mayor KD
era la serie de animales sometidos a aislamiento (A), mientras que a 40 dias de
evolucion los valores de la KD en ambas series fueron muy similares. (Tabla

XXVII)
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TABLA XXV

Valores obtenidos en los ensayos de fijacion al receptor p (binding) en el
bulbo raquideo para la Bmax (fimol/mg prot) y KD (nM) en las series de
animales control (C), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico
ventral mediante la administracion de 6ng de 6OHDA (L), animales sometidos a
aislamiento durante un periodo de 20 ¢ 40 dias (A) y animales lesionados y
sometidos a aislamiento (AL).

20 dias 40 dias
Bmax Kb Bmax KD
{(fmol/mg prot) (nM) (fmol/mg prot) (nM)
C  230,54+30,80 3,18+0,91 210,00+36,90 1,1240,99
(3} (5) ) (5)
L 3 ]
L 2277743560 3,80+0,88 355,63+46,20 | 86+1 34
(5) (5) ©) (5)
AA
A 195002863 1,98+1,22 240,1114825 1 1640,77
() (5) () (&)
Ad
AL 2124543248 2,51%1,12 2442633460 1184087
©) 5) () ©)

Los resultados obtenidos se expresan como XtDE. **p<0,01 valores ES
respecto a la serie de animales control (C), AAp<0,01 valores ES respecto a la
serie de animales lesionados ().
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FIGURA 41

Valores de Bmax (finol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor p en el
bulbo raquideo en las series de animales control (C) y animales sometidos a
aislamiento {A) durante un periodo de 20 6 40 dias.



TABLA XXVI

Valores obtenidos en los ensayos de fijacion al receptor p (binding) en la
corteza cercbral para la Bmax (fmol/mg prot) y KD (nM) en las series de
animales control (C), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico
ventral mediante la administracion de 6ng de 6OHDA (L), animales sometidos a
aislamiento durante un periodo de 20 & 40 dias (A) y animales lesionados y
sometidos a aistamiento (AL).

20 dias 40 dias
Bmax Kp Bmax KD
(fimol/mg prot) {(nM) (fmol/mg prot) {nM)
C  252,86+20,61 1,8240,24 273,08+21,10 1,1440,26
&) (5 (5) (5)
Aokk
L 252,80£22,30 1174038 398,16+42,50 1234021
©) (5) ) (5)
*k
A 250,79+20,60 1264042 382,11+40,10 1 161042
(5 (5) (3 (5)
LB
AL : AAA
257,47424,50 1,14+0,37 347,08+35,60  0,9740,56
) 3 (5) (5)

Los resultados obtenidos se expresan como X+DE. *¥p<0,01; ***p<(,001
valores ES respecto a la serie de animales control (C). AAAp<0,001 valores ES
respecto a la serie de animales lesionados (L).

( ): nimero de experimentos realizados, para cada experimento se utilizan las
estructuras cerebrales de 4 animales,
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FIGURA 42

Valores de Bmax (finol/mg proteina) de los ensayos de fijacién al receptor p en la
corteza cerebral en las series de animales control (C) y animales sometidos a
aislamiento (A) durante un periodo de 20 6 40 dias,

*¥p<0,01: valores ES respecto a la serie de animales control (C).



TABLA XXVII

Valores obtenidos en los ensayos de fijacién al receptor it (binding) en la
médula espinal para la Bmax (fimol/mg prot) y KD (nM) en las series de
animales control (C), animales con lesion bilateral del haz noradrenérgico
ventral mediante la administracién de 6ng de 60HDA (1), animales sometidos &
aislamiento durante un periodo de 20 ¢ 40 dias (A) y animales lesionados v
sometidos a aislamiento (AL).

20 dias 40 dias
Bmax KD Bmax KD
(fmol/mg prot) (nM) (fmol/mg prot) (nM)
C 160,48+21,80 2,73%0,29  190,154+32,5 1,62+0,27
(%) (%) 3 )
L 171,63£23,20 2,59+0,33 243,47+35,90 1,88+0,33
(5) (5) ) )
A 168,33+20,50 3,24+0,42  200,23+32,6 1,60+0,28
(5) (5) () n (5)
AL  172,58423.90 3,0410,36 187.81+28,70 1 48+037
(5) ©)) (%) ©)

Los resultados obtenidos se expresan como X+tDE. Ap<0,05 valores ES
respecto a la serie de animales lesionados (L).

( ) nimero de experimentos , en cada uno se utilizan las estructuras cerebrales
de 4 animales.
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FIGURA 43

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor p en la
médula espinal en las series de animales control (C) y animales sometidos a
aislamiento (A} durante un periodo de 20 6 40 dias.



Resultados

3. EFECTO DE LA LESION CON 60HDA DEL HAZ
NORADRENERGICO VENTRAL ASOCIADO A AISLAMIENTO
SOBRE L.OS RECEPTORES 1 OPIOIDES

3.1. Hipotdlamo

En los ensayos de fijacién al receptor p en el hipotdlamo se obtuvo a los 20
dfas de evolucién, respecto a la Bmax (fmol/mg proteina), un ligero aumento
respecto al valor obtenido para la serie de animales control de las series de
animales lesionados (L), animales sometidos a aislamiento (A) y animales
lesionados y sometidos a aislamiento (AL), aunque no se encuentran diferencias
ES.

A los 40 dias se obtuvo un mayor valor para la Bmax en todas las series
estudiadas respecto al obtenido en la seriec de animales control, siendo este
aumento ES para las series de animales lesionados (L) y animales sometidos a
aislamiento (A). (Tabla XXII; Figura 44)

Respecto a la constante de disociacion, no se encontraron diferencias ES
entre las series estudiadas obteniéndose para todas ellas unos valores muy similares
tanto a los 20 como a los 40 dias de evolucién. (Tabla XXII)

3.2. Hipocampo

Con respecto a la Bmax a los 20 dias la serie de animales lesionados (L)
presenta un valor ligeramente menor que el obtenido para la serie de animales
control (C); las series de animales sometidos a aislmiento (A) y de animales
lesionados y sometidos a aislamiento (AL) tenian por el contrario un mayor valor,
mostrando diferencias ES (p<0,05) respecto al obtenido para la serie de animales
control (C); también las citadas series (A y AL) presentaban diferencias ES
(p<0,01) respecto a la serie de animales lesionados (L). (Tabla XXIII; Figura 45)

Al analizar la otra variable estudiada, la constante de disociacién, KD, no se
obtuvieron diferencias ES enire las distintas series realizadas. A los 20 dias de
evolucion la serie que mostraba un valor menor era la de animales lesionados y
sometidos a aislamiento (AL) mientras que el resto de las series presentaban unos
valores muy similares; a 40 dias de evolucién el mayor valor lo tenia la serie de
animales control (C), mientras que el resto de las series tenian unos valores
ligeramentes menores y muy similares entre ellos. (Tabla XXIII)

3.3. Niicleo estriado

Si se analizan los resultados obtenidos para la Bmax en el ndcleo estriado
en los ensayos de fijaci6n al receptor p. se observa, a los 20 dias de evolucién, para
la serie de animales lesionados (L) un ligero descenso con respecto al valor
obtenido para la serie de animales control (C), la serie de animales sometidos a
aislamiento (A) presentaba un valor muy similar al obtenido en la serie de animales

1A
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FIGURA 44

Valores de Bmax (fimol/mg proteina) de los ensayos de fijacién al receptor p en el
hipotilanto en las series de animales control (C), animales con lesién bilateral (L) del
haz noradrenérgico ventral mediante la administracion de éng de 60HDA, animales
sometidos a aislamiento durante un periodo de 20 ¢ 40 dias (A) y animales lesionados y
sometidos a aislamiento (AL).

*p<0,05; **p<0,01: valores ES respecto de la serie de animales control (C).
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FIGURA 45

Valores de Bmax (fimol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor p en ol
hipocampo en las series de animales control (C), animales con lesion bilateral (L) del
haz noradrenérgico ventral mediante la administracion de 6ng de 60HDA, animales
sometidos a aislamiento durante un periodo de 20 6 40 dias (A) y animales lesionados y
sometidos a aislamiento (AL).

*p<0,05: valores ES respecto a la serie control (C). AAp<0,01: valores ES respecto a la
serie de animales lesionados (L),



Resultados

control, mientras que en la serie de animales lesionados y sometidos a aislamiento
se observd un ligero aumento respecto a dicha serie control (C).

A 40 dias de evolucion, se observa un aumento respecto al valor obtenido en la
serie de animales controf, de las series de animales lesionados (L), animales
sometidos a aislamiento (A) y animales lesionados y sometidos a aislamiento (AL);
dicho aumento fué ES (p<0,05) para las series L y AL respecto a la serie de
animales control (C). (Tabla XXIV; Figura 46)

En cuanto a la Kb, constante de disociacién, no se encuentran diferencias
ES entre las diferentes series realizadas. A los 20 dias de evolucidn el mayor valor
para la KD la presentaba la serie de animales sometidos a aislamiento (A), mientras
que el menor valor lo tiene la serie de animales lesionados y sometidos a
aislamiento (AL). A los 40 dias de evolucién el mayor valor obtenido para la KD
fué el de al serie de animales lesionados (L), y el menor fué para la serie de
animales sometidos a aislamiento (A), las otras dos series restantes (C y AL)
presentaban unos valores muy similares. (Tabla XXIV)

3.4, Bulbo raquideo

En el bulbo raquideo la Bmax obtenida en los ensayos de fijacion al
receptor |, a los 20 dias de evolucion era muy similar en todas las series realizadas,
siendo su valor ligeramente menor en la serie de animales sometidos a aislamiento
(A) con respecto & la serie de animales control (C).

A los 40 dias de evolucidn se obtuvo un mayor valor de la Bmax (fmol/mg
proteina) en las series de animales lesionados (L), animales lesionados y sometidos
a aislamiento (AL), con respecto a la serie de animales control (C), siendo este
aumento ES (p<0,01) para la serie de animales lesionados con respecto a la serie
de animales control;, la serie L. presentaba asimismo diferencias ES (p<0,01)
respecto a ls series de animales sometidos a aislamiento (A) y animales lesionados
y sometidos a aislamiento (AL). (Tabla XXV; Figura 47),

Respecto a la KD, no se encontraron diferencias ES entre las distintas series
analizadas,

A los 20 dis de evolucion, el mayor valor para la KD lo presentaba la serie
de animales lesionados (L), mientras que el menor valor era el de la serie de
animales sometidos a aislamiento (A). A los 40 dias de evolucién, el mayor valor
para la Kb lo presentaba la serie de animales lesionados, mientras que el resto de
las series presentaban unos valores similares para dicha variable. (Tabla XXV)

3.5. Corteza cerebral

A los 20 dias de evolucion Ia Bmax obtenida para las distintas series
realizadas en los ensayos de fijaci6n al receptor { , fué muy similar en todas ellas,

no habiendo diferencias ES.
A los 40 dias de evolucion la Bmax presentaba un valor mayor y ES
(p<0,01) para las series de animales lesionados (L), animales sometidos a
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FIGURA 46

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacién al receptor p en el
nficleo estriado en las series de animales control (C), animales con lesién bilateral (L)
del haz noradrenérgico ventral mediante la administracion de 6ng de 60HDA, animales
sometidos a aislamiento durante un periodo de 20 6 40 dias (A) y animales lesionados y
sometidos a aislamiento (AL).

*<0,05: valores ES respecto a la serie de animales control (C).
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FIGURA 47

Valores de Bmax (finol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor p en el
bulbo raquideo en las series de animales control (C), animales con lesién bilateral
(L) del haz noradrenérgico ventral mediante la administracion de 6ng de 60HDA,
animales sometidos a aislamiento de 20 6 40 dias (A) y animales lesionados y sometidos
a aislamiento (AL),

*¥p<0,01: valores ES respecto a la serie de animales controt (C). AAp<0,01: valores ES

respecto a la serie de animales lesionados (L}.
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aislamiento (A) y animales lesionados y sometidos a aislamiento (AL) respecto de
la serie de animales control (C). La serie de animales lesionados y sometidos 2
aislamiento también presentaba diferencias ES respecto a la serie de animales
lesionados (L). (Tabla XXVI; Figura 48)

Con respecto a la otra varable analizada, la KD, no se encontraron
diferencias ES entre las series realizadas.

A los 20 dias de evolucién el mayor valor para la KD lo presenté la serie de
animales control (C), mientras que el resto de las series tenian unos valores algo
inferiores y muy similares. A los 40 dias de evolucion los valores de todas las series
eran muy parecidos presentando el mayor valor la serie de animales lesionados (L).
(Tabla XXVI)

3.6. Médula espinal

En la médula espinal, en los ensayos de fijacion al receptor |\ para la Bmax
se obtuvieron a los 20 dias de evolucién unos valores muy similares para todas las
series realizadas, sin que se encontraran diferencias ES entre ellas.

A los 40 dias se observa un ligero aumento de la Bmax en la serie de
animales lesionados (L) respecto a la serie de animales control (C), no siendo ES,
mientras que las series de animales sometidos a aislamiento (A) y animales
lesionados y sometidos a aislamiento (AL) presentaban unos valores muy similares
a los de la serie control (C). La serie AL presentd diferncias ES (p<0,05) respecto
a la serie de animales lesionados (L), {Tabla XXVII, Figura 49)

Para la constante de disociacion, KD, no se encontraron diferencias ES
entre las series realizadas, Alos 20 dias de evolucion el mayor valor para la KD se
obtuvo en la serie de animales sometidos a aislamiento (A), mientras que el menor
fué para la serie de animales lesionados (L). A los 40 dias de evolucion el mayor
valor para la KD se obtuvo para la serie de animales lesionados (L) y el menor para
la serie de animales lesionados y sometidos a aislamiento (AL), mientras que las
dos restantes series (C y A) presentaron valores muy similares. (Tabla XXVII).
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FIGURA 48

Valores de Bmax (fmol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor p en la
corteza cerebral en las series de animales control (C), animales con lesién bilateral
(L) del haz noradrenérgico ventral mediante la administracién de 6ng de 60HDA,
animales sometidos a aislamiento de 20 6 40 dias (A) y animales lesionados y sometidos
a aislamiento (AL).

*¥p<0,01; ***p<0,001; valores ES respecto a la serie de animales control (C).

AAAp<0,001: valores ES respecto a Ia serie de animales lesionados {L.).
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FIGURA 49

Valores de Bmax (fimol/mg proteina) de los ensayos de fijacion al receptor p en la
médula espinal en las series de animales contro!l (C), animales con lesién bilateral (L)
del haz noradrenérgico ventral mediante la administracion de 6ng de 60HDA, animales
sometidos a aislamiento de 20 6 40 dias (A) y animales lesionados y sometidos a
aislamiento (AL).

Ap<0,05; valores ES respecto a la serie de animales lesionados (L).
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I. CARACTERIZACION DE 1.A RESPUESTA HIPERTENSIVA AL ESTRES
PRODUCIDO POR DEPRIVACION SOCIAL.

La caracterizacion del modelo experimental utilizado en este trabajo habia sido
llevada a cabo previamente en nuestro laboratorio (Jiménez,1990; Montero,1992;
Parra, 1993). No obstante, y para comprobar la respuesta hipertensiva inducida por
deprivacién social y su modificacién por la lesion del HNV, se procedié a valorar las

PA sistélica y diastolica en todos los grupos de animales utilizados, obteniéndose un
aumento estadisticamente significativo a partir de los 12 dias de aislamiento,
incremento que alcanzé cifras méximas hacia la tercera semana, sin modificaciones de
la FC. Esto Gltimo no concuerda con resultados previos obtenidos por Naranjo y
Fuentes (1985) que encontraron variaciones en la FC, y que puede ser debido a las
variaciones genéticas que presenta cada estirpe de ratas (Trippodo y Frohlich,1981).

El aumento de la PA es reversible por Naloxona y/o resocializacién de los
animales en las 3 primeras semanas de aislamiento, A partir de ese tiempo ya no se
consigue revertir ¢l aumento de ia presion arterial ni con Naloxona ni mediante la
resocializacion,

Para validar el estrés producido en estas ratas por el aislamiento nos hemos
basado en determinaciones anteriores de glucocorticoides y beta-endorfinas circulantes,
El eje HHA es uno de los principales componentes de la respuesta al estrés y se
manifiesta por un aumento de ambas sustancias en plasma, considerdndose que el
incremento de los niveles de glucocorticoides circulantes es uno de los pardmetros que
se repite mas frecuentemente en los distintos tipos de estrés (Selye, 1976).

Se ha demostrado (Iglesias y cols,1991) que los niveles de corticosterona se
encuentran aumentados de manera significativa a partir de los 20 dfas de aislamiento, lo
que coincide con los resultados obtenidos por Bennet y Gardiner (1978), a pesar de
que estos autores encuentran niveles mas elevados, aunque la proporcién del
incremento sea la misma, lo que puede ser debido a la edad de las ratas empleadas o a
la hora del dia en que se sacrificaron los animales ya que este ultimo factor puede
modificar los resultados a causa de los ritmos circadianos de los glucocorticoides .
(Shimoda y cols,1988)

Los niveles plasmaticos de beta-endorfinas, tambien se encontraron elevados en
ambas fases del aislamiento (datos no mostrados), asi como el RNA de
preproencefalina en el hipotilamo de ratas en los primeros dias del aislamiento, y los
péptidos derivados de Met-encefalina. No se observaron incrementos de este RNA ni
en otros niicleos cerebrales estudiados {estriado, hipocampo y bulbo raquideo) ni en el
" hipotalamo en periodos de aislamiento mas prolongados (Iglesias y cols,, 1992). Estas
diferencias indican que la produccién y el mantenimiento de la HTA son procesos
diferentes,
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IL EFECTO DE LA LESION DEL HNV SOBRE LA PRESION ARTERIAEL..

En nuestro trabajo, cuando se lesiond el HNV con 60HDA en animales
jovenes, se encontrd una disminucion de las presiones arteriales que se mantuvo a
todos los tiempos estudiados. Si los animales eran sometidos a deprivacion social
inmediatamente después de la lesion, las hipertensiones arteriales no se producian, lo
que indica un claro predominio de los efectos de la lesion del HNV sobre los efectos
producidos por el aislamiento prolongado. Montero (1992) demostréd que le lesion no
disminuia la presion arterial elevada cuando las ratas habian estado aisladas durante
periodos de tiempo de 20 dias o mas.

La importancia de la 60HDA como agente citotoxico radica en que €S
recaptada selectivamente por las neuronas catecolaminérgicas, donde se oxida
rapidamente a compuestos que causan la degeneracién de las mismas (Jonsson,1980;
Kostrzeva,1989), lo que ha hecho que sea una herramienta muy 1til en el estudio de la
funcion de los sistemas de neurotrasmisién monoaminérgica en la regulacién
cardiovascular, comportamental y neuroendocrina (Van den Buuse y cols,1984; Cole y
Robins, 1987, Haas y George,1989). Ha sido empleads en diversos modelos de
hipertension experimental para estudiar los mecanismos patogénicos que originan el
aumento de la PA, tanto en ratas con hipertensién renovascular (Dargie y cols.1976)
como en SHR (Van den Buuse y cols, 1986). En todos estos casos la lesién atennia el
desarrollo de la hipertension,

La relevancia cardiovascular de las vias noradrenérgicas ascendentes estd
basada en la inervacion que reciben estructuras tales como el hipotdlamo o la corteza
cerebral desde neuronas noradrenérgicas situadas en regiones pontine-bulbares
(Ungersted,1971; Lindvall y Bjbrklund,1974). Del mismo modo nucleos hipotalimicos
proyectan densamente al nucleo del tracto solitario, donde tiene lugar la primera
sinapsis de las aferencias baromeceptoras (Palkovits,1980). Dichos tractos
noradrenérgicos parecen mediar diversas respuestas cardiovasculares (Lightman y cols.,
1983,19844,1984b) y debido a esto hemos elegido ¢l HNV como lugar de
administracién de la 6OHDA.

La disminucién de la presion arterial ya habia sido descrita por otros autores
(Komer y cols., 1978; Van den Buuse y cols.,1991) estudiando los efectos circulatorios
agudos de la inyeccién central de 60HDA en conejos. Encontraron una elevacidn
transitoria de la PA. acompafiada por una caida gradual de la FC que podria estar
ocasionada por la recaptacién de la neurotoxina en neuronas noradrenérgicas y el
desplazamiento subsiguiente del neurotrasmisor que se producirfa antes de sus efectos
neurodegenerativos. Este mismo resultado fue obtenido en nuestro modelo
experimental por Montero (1992) que demostr6 una respuesta hipertensiva transitoria a
las 24 horas de la administracidn de la neurotoxina, recuperindose las lecturas basales
de PA sistolica y diastolica tras un periodo breve de tiempo (2-3 dias). Dicho
incremento de PA. era efecto directo de la lesion, ya que no se producia en los animales
sometidos a operacion ficticia.

Esto podria estar en relacién con cambios en el sistema noradrenérgico, pues la
misma autora encontré un aumento en los niveles de MHPG en bulbo raquideo y
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médqla espinal 24 horas después de la lesion con 60HDA lo que podrfa estar
refacionado con la elevacién de la presion arterial que acontecia en ese momento,

IIT. VALORACION DE CATECOIAMINAS FN ARFAS CEREBRALES

1. CATECOLAMINAS EN RATAS SOMETIDAS A AISLAMIENTO.

Teniendo en cuenta la regulacidn de la presién arterial mediada por diversas
areas del SNC y la implicacién de las catecolaminas, se estudiaron sus concentraciones
en hipotilamo, bulbo raquideo y médula espinal, no encontrindose variaciones
significativas en ninguna de ellas a los tiempos estudiados,

Esto que concuerda con los resultados de Thou y cols (1976) quienes
solamente encontraron incremento de las concentraciones de NA en nucleos de la
corteza cerebral a las 28 semanas de aislamiento pero no en periodos mas cortos de
tiempo.

Un incremento en los niveles de neurotrasmisores puede ser debido a un
incremento en la sintesis, disminucién del metabolismo o variaciones en la velocidad de
renovacion,

Hay evidencias de un mecanismo compensatorio por disminucion de la
velocidad de renovacién demostrado por Montero (1990) que obtuvo una disminucién
del principal metabolito cerebral de NA (MHPG) en hipotalamo, transcurridos 20 dias
de nislamiento y que coincide con los resultados obtenidos en otros modelos
experimentales de HTA. Sautel y cols.(1988) encontraron una disminucién de la
actividad de este sistema de neurotrasmision en distintos nucleos hipotalémicos de ratas
geneticamente hipertensas de la raza Lyon, resultados que son coincidentes con los de
Wijnen y cols, (1980) en SHR.

Numerosos estudios sefialan que Ia concentracién de MHPG en el SNC es el
indicador mas sensible de la velocidad de renovacién de NA y de este modo, la
formacion del mismo refleja Ia actividad funcional de las neuronas noradrenérgicas
centrales (Tanaka y cols., 1982; Elsworth y cols., 1983; Artigas y cols., 1986).

Si la mencionada variacién en el tono noradrenérgico durante el aislamiento
estd correlacionada con el aumento de la presion arterial, por el momento es solo una
hipétesis, puesto que tambien es posible que dicha variacion sea reflejo de otros efeqtos
fisiologicos que acompafian al estreés (Weiss y cols,, 1989) y que tambien han sido
asociados con modificaciones del tono catecolaminérgico central.
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Esta consideracion alcanza mayor relevancia al tratarse del hipotélamo, region
cerebral que juega un papel fundamental en la coordinacion de las respuestas
neuroendocrinas y de comportamiento (Swanson y Swachenko,1983; Yang y cols,
1990, Bachelard y cols.,1992).

Por el contrario, el bulbo raquideo y la médula espinal son zonas que
desempefian, casi exclusivamente, funciones auténomas como el control
cardiovascular, sin aparentes implicaciones directas en el funcionalismo endocrino.

En nuestras condiciones experimentales la hipertension se manifestaba a los 10-
15 dias de iniciado el aislamiento, mientras que la disminucién en los niveles
hipotalmicos de MEHPG aparece con posterioridad a la alteracion cardiovascular (20
dias de aislamiento).

Esto indica que la modificacién noradrenérgica hipotalamica es secundaria al
aumento de la presion arterial y puede ser que dicha modificacion sea resultado de un
reflejo fisioldgico compensatorio desencadenado con objeto de reducir la presion
arterial en estos animales, lo que seria concordante con los resultados de Saavedra
(1981) en el caso de ratas SHR.

Puede existir tambien una relacién con las CA plasméticas, pues en ratas
aisladas durante 35-40 dias (Parra,1993) encontré un aumento de la concentracion de
catecolantinas plasmiticas sin que se hayan encontrado variaciones en los primeros dias
de aislamiento. Existe una hiperactividad de la glindula adrenal que provoca un
aumento de corticosterona plasmética en ese periodo de tiempo de aislamiento, que
inducirta la sintesis del enzima FNMT y por lo tanto de AD lo cual explica los
aumentados niveles de AD plasmatica en estas ratas (Parra,1993).

Seria interesante conocer que ocurre con las CA plasmiticas inmediatamente
despues del aislamiento, porque podria producirse una elevacion rapida que
desapareceria al desencadenarse el reflejo barorreceptor que se produce en la
hipertension (Komer y cols. 1974), Este aumento se deberia a la hiperactividad de los -
nervios simpéticos periféricos que tiene como reflejo una elevacion de los niveles
plasmaticos de NA.

Una clara elevacién de NA aparece en el plasma de jovenes pacientes con HTA
esencial (Goldstein,1983). Tambien en pacientes con hipertension secundaria existe un
aumento significativo en los niveles plasméticos de NA (Masuyama y cols. 1979; Shiff
y cols. 1981; Weidmann y cols, 1982), La alteracion de los niveles plasmaticos de NA
tambien ha sido demostrada en diferentes modelos experimentates de HTA (Rascher y
cols. 1980; Siri y Kaner,1985).

Esto podria demostrar que el efecto del estrés agudo podria activar el sistema
noradrenérgico en distintas regiones cerebrales para responder a las demandas mas
inmediatas del organismo en esa situacion (Dunn, 1988; Tanaka y cols, 1988; Nakata y
cols,1991). El efecto serfa diferente cuando el estrés es persistente y tiene un cardcter
crénico o semicronico (Anisman y cols., 1987; Adell y cols., 1988).
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En nuestros resultados no se encontraron variaciones en las concentraciones de
AD y DA, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Fuxe y cols(1975) en
ratas SHR.

Esto no excluye totalmente su participacion en el desarrollo de la hipertension.
Las terminaciones dopaminérgicas en el hipotélamo no solo desempefian finciones
cardiovasculares, sino tambien las conocidas funciones neuroendocrinas de la DA
(Hokfelt y cols., 1973) que aparecen durante el estrés, y que podrian contrarrestar el
efecto cardiovascular.

Los resultados obtenidos en bulbo raquideo y médula espinal pueden
interpretarse como consecuencia de la disposicion de los neurotrasmisores en los
distintos nucleos que componen ambas estructuras, y que la ausencia aparente de
efectos representase el resultado neto de la activacién o inhibicién simultdnea de
distintas poblaciones (noradrenérgicas Al enla CVLBy A2 en el NTS o adrenérgicas
Cly C2), cuyo efectos en lo que se refiere al control cardiovascular, son contrapuestos
(Patel y Schmid, 1987; Louis y cols.,1987; Reis y cols.,1987).

Tampoco se puede descartar una interaccion con sistermas peptidérgicos.

Para el sistema opioide se ha descrito en el SNC la existencia de un receptor
presinaptico opioide situado en ¢l terminal noradrenérgico, regulando la actividad de
este sistema de neurotrasmision a través de una accidén moduladora inhibitoria (Mulder
y cols., 1987)

2. CATECOLAMINAS EN RATAS CON LESION DEL HNV

Cuando lesionamos animales jovenes en el HNV y analizamos las variaciones
en la neurotrasmision noradrenérgica, encontramos algunos cambios en el hipotalamo
tanto de NA como de AD que se podrian correlacionar con la modificacion en la
presion arterial, _

La disminucién de los niveles de AD hipotaldmica podria deberse al deterioro
simultdneo ocasionado en la regién CI buibar cuyas proyecciones ascienden hacia el

hipotalamo (Fuller,1982).

La 60HDA ha sido ampliamente utilizada en el estudio de los mecanismos
patogénicos que originan un aumento de la PA en diferentes modelos de hipertension
experimental, Dargie y cols, (1976) demostraron que la administracion intracisternal de
60HDA en ratas con HTA renovascular previene [a elevacién de [a PA y el incremento
de los niveles de NA plasméticos caracteristicos de este modelo de hipertension, Del
mismo modo, Van den Buuse y cols. (1986) observaron que la lesion con esta
neurotoxina atenuaba el desarrollo de Ja HTA en ratas SHR.

La lesion del HNV produce una alteracion de las vias NA originadas en el locus
ceruleus, el principal nucleo noradrenérgico cerebral, afectando al nucleo
paraventricular del hipotalamo y a los axones que se originari en las areas A1/C1 y
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A2/C2 produciendo deplecion de CA fundamentalmente AD en el grupo celular Cl,
mientras que las lesiones del grupo C2 no la afectan (Guillet y cols.,1993). Tambien las
lesiones del haz nradrenérgico dorsal producen una deplecion de NA. hipotalamica de
entre el 30 y el 60% como demostraron Cole y cols.(1988).

En otros modelos experimentales de HT'A como las ratas SHR se ha puesto de
manifiesto que la lesién icv. con 6OHDA previene el desarrollo de la hipertension
(Erinoff' y cols., 1975; Kubo y Hashimoto,1978). Contrariamente, cuando la lesidn se
efectiia por microinyeccion de la neurotoxina en las principales bandas noradrenérgicas
ascendentes ventral y dorsal, el desarrollo de la hipertensién no se ve afectado por la
lesion (Van den Buuse y cols.,1984),

En relacion a nuestros resultados, las diferencias podrian deberse al efecto de la
neurotoxina sobre los distintos sistemas catecolaminérgicos segin la via de
administracién utilizada en cada caso. Mientras que Ia administracidn local de 60HDA
produce la destruccion de NA, en el caso de la administracion i.c.v. tambien se afectan
los sistemas DA y AD.

3. CATECOLAMINAS EN RATAS SOMETIDAS A AISLAMIENTO Y CON
LESION DEL HNV.

Nuestros resultados muestran que la lesibn en el HNV mediante Ia
administracion de 60HDA previene la respuesta hipertensiva producida por el
aislamiento, Encontramos que tras 20 dias de realizada la lesién se obtuvo un descenso
en los niveles de NA y AD, pero no en los de DA, en el hipotdlamo de las ratas
lesionadas. Sin embargo no se observaron cambios en los niveles de CA en el bulbo
raquideo. Se demuestra claramente que hay un predominio del efecto de la lesidn del
HNV sobre el del aislamiento, a semejanza de lo que ocurria con las presiones
arteriales.

Todos estos datos sugieren que ¢l HNV podria jugar un papel en el disparo de
la respuesta hipertensiva inducida por deprivacidn social en ratas jovenes,

El papel del sistema noradrenérgico central en el desarrollo de la respuesta
hipertensiva al estrés por deprivacién social se puso de manifiesto mediante la lesion del
HNYV por la administracion de 60HDA. previa al aislamiento, no encontréndose este
efecto cuando la lesion se llevd a cabo despues del desarrollo de la respuesta
hipertensiva durante 20 dias de aislamiento (Montero,1992). Los animales lesionados y
aislados no desarrotlaron la respuesta hipertensiva caracteristica, en contraposicion a lo
que ocurria en la rata con su SNC intacto, que registraba lecturas elevadas de PA
sistolica y diastélica a partir de los 12 dias de aislamiento continuado.

Despues de realizarse la lesion bilateral del HNV con 60HDA, el hecho de que
no se produzca el aumento de la presion arterial sistolica inducida por deprivacion
social sugiere que es critica la integridad de las principales rutas ascendentes
catecolaminérgicas para producir un nuevo inicio del reflejo barorreceptor
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En general existe una buena correlacidn entre la reduccion en el contenido de
CA y Ia accion degenerativa de la neurotoxina a nivel central y periférico (Kostrzewa y
Jacobowitz, 1974; Sudo,19835), de tal modo que los niveles de CA pueden ser
considerados un buen indice bioquimico del grado de la lesion ocasionada por 6SOHDA
(Jonsson, 1980).

Las lesiones en el HNV provocan una disminucion de los niveles de NA
hipotalamica, y posiblemente de los enzimas de sintesis de esta monoamina que se
acompafian de una disminucion del MHPG (Montero,1992). Se produce, por lo tanto,
una disminucién de la velocidad de renovacién de NA tras la administracion de
60HDA hecho descrito por Korstizewa y Jacobowitz (1974).

El hecho de que fa lesion del HNV no produzca efectos sobre PA ni CA
plasméticas una vez establecida la HTA, nos indica que los mecanismos que participan
en el mantenimiento de cifras tensionales altas son complejos y abarcan mas sistemas
que el puramente catecolaminérgico como podrian ser los glucocorticoides o el sistema
opioide (Gaillet y cols., 1993).

IV. VARIACIONES EN EL SISTEMA OPIOIDE CENTRAL

1. DEBIDAS AL AISLAMIENTO

Los resultados obtenidos en este trabajo refisren un aumento de la B, en los
ensayos de unién al receptor mu en el hipotalamo y en el hipocampo de animales
sometidos a deprivacion social a partir de 20 dias de aislamiento, siendo mayor ef
aumento transcurridos 40 dias, en tanto que no se encontraron variaciones en la
constante de disociacion (Kp). En otras areas cerebrales (nucleo estriado, bulbo
raquideo y corteza cerebral) tambien se observa un aumento en la By a los 40 dias de
deprivacion social, siendo unicamente significativo en la corteza cerebral.

Respecto de los ensayos de fijacion al receptor delta opioide realizados en
este trabajo en ratas sometidas a estrés por deprivacién social, destaca un incremento
en la Bnax €n el hipocampo, hipotélamo y bulbo raquideo tras 20 dias de aislamiento.
Cuando la deprivacion social se mantiene durante 40 dias, es mayor el incremento de
Buax €n hipotalamo, hipocampo y nucleo estriado, en tanto que en bulbo raquideo no se
observan diferencias ES respecto de la serie de animales control. _

Nuestros resultados estarian en consonancia con los obtenidos por Gulati
(1990) en ratas SHR en las cuales la densidad de receptores (Bma) y la constante de
disociacion (Kp) en ensayos en los que se empled *H-DAMGO unido a las membranas
del nucleo estriado, corteza cerebral y médula espinal de ratas SHR y WKY no diferian,
Por otro lado, en membranas del hipotalamo y cerebro medio de las SHR el valor de la
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B_m era significativamente mayor que en las WKY, aunque las Kp de ambas estirpes no
diferian, Ademas, la B en las membranas de amigdala de ratas SHR fue menor que el
de las ratas WKY, siendo similar ias Kp en ambos tipos de animales.

En otras situaciones de estrés, como el producido por dolor por estimulacion
de la sustancia gris periacueductal o la colocacion del animal repetidamente sobre una
placa caliente, se ha demostrado un incremento de los receptores opicides y niveles de
encefalina en neonatos (Mc Dowell y Kitchen, 1987). Los mismos autores encontraron
que ¢l estrés cronico durante el primer mes post-parto incrementa la sensibilidad de los
adultos a la analgesia por morfina. Deducen que el sistema opioide est4 involucrado en
las respuestas al estrés y que el estrés durante este importante estadio del desarrollo
puede afectarlo. Parece ser que el aumento de corticosterona tipico de las situaciones
de estrés esta ausente en las ratas en este precoz periodo postnatal y se produciria a
partir de los 45 dias del nacimiento.

Los receptores opioides han demostrado poseer una notable plasticidad, como
refleja su susceptibilidad a la modificacion por diversas manipulaciones farmacolégicas
y comportamentales. La exposicion croénica a antagonistas del receptor opioide
modifica su ndmero, tanto en homogeneizados de todo el cerebro como en areas
especificas del SNC (Stein,1992).

Al igual que los opioides son capaces de influenciar otros sistemas trasmisores
"in vitro", la liberacion de péptidos opioides estd controlada parcialmente por ofros
sistemas de neurotrasmisién, Asi, es posible que las alteraciones en los ensayos de
uni6n al receptor opioide que se asocian a estrés sean el reflejo de una alferacidn
alostérica del receptor debida al incremento de la liberacion de otros ligandos
enddgenos y de su subsecuente unién a sus receptores mas proximos (Jiang,1990),

En diferentes modelos experimentales de estrés se han detectado cambios en la
dindmica del receptor opioide o en los niveles de sus ligandos en la neurchipéfisis
(Zamir,1985; Jiménez,1990).

La evidencia directa de la activacion del sistema opioide en nuestro modelo
experimental de estrés por aislamiento es el hallazgo de un incremento en las
concentraciones de la encefalina inmunorreactiva y del mRNA de la encefalina en el

hipotalamo (Iglesias y cols.,1992)

Muchos trabajos han demostrado que en una variedad de situaciones
estresantes tiene Jugar la activacion del sistema opioide y que se producen diferentes

tipos de respuesta.

Los resultados de Gulati y cols. (1989) abogan por una participacién del
receptor mu opioide en el desarrollo de distintas formas de hipertensién experimental,
Estos autores han demostrado un aumento de receptores mu opioides en el hipotalamo
y una subsensibilizacion de los mismos en amigdala de ratas SHR respecto a WKY.
Estos datos estarian en consonancia con la apreciable correlacion anatémica que se ha
encontrado entre los receptores mu opioides y las areas del SNC con mayor relevancia

en el control cardiovascular (Mansour y cols., 1988).
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Los resultados son diferentes cuando el animal de experimentacién se somete a
un estrés agudo o a un estrés cronico.

El aislamiento, considerado como un modelo de estrés cronico, es
particularmente estresante para las ratas recien nacidas, como fo demuestra la
determinacion de las vocalizaciones ultrasonicas que emiten en esta situacion. Tanto el
DPEPE como el DAMGO reducen las vocalizaciones, si bien la accién del DAMGO es
mucho mas potente, y esto sugiere que los receptores mu deben ser los mediadores
primarios de esta respuesta (Barr,1992)

Diversos estudios han demostrado que el estrés minimo que acompafia ala
manipulacion de la rata, reduce el niimero de receptores mu y delta en varias regiones
cerebrales, especialmente en aquellas asociadas con el sistema limbico (Stein y
cols.,1992),

El estrés crénico, como el estrés recurrente inducido por descargas
electroconvulsivas repetitivas, se ha observado que causa disminucién de receptores
mu y delta en algunas estructuras del cerebro de rata (Nakata y cols,, 1985). Es
razonable asumir que este efecto debe ser una respuesta adaptativa al aumento de la
liberacion de los péptidos endégenos que ocurre durante el estrés.

Sin embargo, Holaday y cols.(1982) reseflaron un aumento de los receptores
delta opioides en respuestas a tratamientos con descargas electroconvulsivas
repetitivas, Igualmente, un estudio de Stein y cols. (1988) demostrd que los agentes
estresantes como la descarga eléctrica intermitente (20 minutos) en la extremidades y la
deprivacion de agua durante 4 dias inducen un incremento en los lugares de unién de
los receptores mu y delta en el sistema limbico de la rata. Por el contrario, Lewis y cols.
(1987) no consiguieron demostrar ningin cambio en el mimero y la afinidad de los
receptores mu, delta o kappa en varias regiones del encéfalo y la médula espinal
(Przewlocki y cols.,1991).

Desde el punto de vista bioquimico, Van Loon y cols.(1987) hallaron en ratas
sometidas a estrés agudo por inmovilizacion un incremento considerable de los niveles
plasméticos de Met-encefalina,

Los factores estresantes asociados con la falta de acceso a la comida o ta bebida
pueden activar el sistema opioide. La deprivacidn total de agua incrementa el nimero
de receptores mu en el septum y del receptor delta en los nucleos caudado y
accumbens. Esto implica una activacion opioide del sistema limbico que se producm'a
como resultado de la exposicion a un agente estresante.

En el estrés agudo inducido por temor condicionado en la rata, se ha observado
que se produce una disminucién de la unién de agonistas como *H-Leu-Enk a
receptores en el cerebro (Chance y cols.,1978).Resultados similares se han obtenido en
ratas sometidas a natacién forzada (Pert y Bowie, 1979, Christie y cols,, 1981),

Tambien se ha descrito que las descargas eléctricas intermitentes en las
extremidades o la natacidén forzada causan una reduccién significativa en la unién a
receptores de *H-diprenorfina, medido por autorradiografia, en el hipotalamo y otras
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estructuras cerebrales (Seegers y cols.,1984). Asi, el estrés agudo parece inhibir la
unién al receptor opicide de sus agonistas, sugiriendo que existe una activacién
persistente del receptor opioide que seria secundaria al incremento de la liberacién de
opioides endégenos.

El estrés producido por choque eléctrico moderado en las extremidades
incrementa la liberacion de encefalina en el area tegmental ventral, la cual parece
modular la liberacion de DA en la zona tegmental de Ia corteza prefrontal y en el nucleo
accumbens (Kalivas, 1987)

Ademas de las situaciones de estrés, diversos autores sugieren que el sistema
opioide se encuentra activado en numerosas formas de hipertensién experimental, Asi,
con datos estrictamente farmacoldgicos, se ha demostrado que Ia administracion i.v. de
Naloxona a ratas SHR. disminuye la presion arterial en ratas jovenes, sin que se observe
efecto alguno en sus controles WKY (Delbarre y cols.,1982). La efectividad de la
infusién continua de Naloxona para prevenir el desarrollo de HTA ha sido tambien
demostrada en ratas jovenes SHR en las cuales el tratamiento crdnico con dicho
antagonista retarda el desarrollo de la hipertension de manera dosis-dependiente
(Quock y cols., 1984),

En la SHR hay muchas evidencias de que el sistema opioide esta alterado. La
concentracion de Dinorfina (1-8) en el hipotalamo e hipocampo es menor en la SHR de
todas las edades, pero la concentracién de Dinorfina (1-13) en hipocampo cambia con
la edad, Previo al desarrollo de la hipertension la concentracién de Dinorfina es
superior en las SHR, pero cuando ya se ha producido la HTA sus concentraciones son
menores en las SHR. Aunque no existen diferencias en la afinidad para los receptores a
ninguna edad, estos resultados sugieren que los cambios en los receptores del
hipocampo deben desempefiar un importante papel en el control de la presion
sanguines. :

Existen tambien diferencias entre las SHR y las WKY en las concentraciones de
los péptidos opioides en otras areas cerebrales (Mc Connaughey v cols.,1992). La
prevencién de la HT A mediante la administracion de Hidralazing y Guanetidina en ratas
jovenes fue revertida por opiaceos, lo cual confirma la implicacion del sistema opioide
en la génesis de la HTA en las SHR (Li y cols,, 1992),

La naturaleza central de la elevacion de la PA se habia puesto de manifiesto
mediante el empleo del antagonistas cuaternarios del receptor opioide (Florentino y
cols., 1987). Algunos autores han sugerido que los opioides circulantes podrian
acceder al SNC a través de diversas areas donde la BHE es practicamente inexistente
(area postrema, region subfornical, Holaday,1983). El hecho de que el antagonista
seleccionado no atraviese la BHE cuando se administra por via i.v. 0 i.p. y no tenga
efecto sobre la PA indica que el efecto se produce en SNC y no periférico, donde los
opioides enddgenos liberados como consecuencias del estrés ejercen su accidn sobre el
receptor para desencadenar la respuesta hipertensiva, La utilizacion cronica de Morfina
impide que las ratas desarrollen HTA a lo largo del periodo de tiempo que estén
expuestas al efecto del farmaco (Jiménez y Fuentes,1993). Cuando se suprime la
administracion de Morfina, se produce un anmento brusco de la PA. .
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Para explicar las discrepancias en los resultados obtenidos por los diversos
autores hay que tener en cuenta la enorme complejidad del sistema opioide y sus
receptores.Por una parte, las diferencias en la distribucién de los receptores mu
opioides. Estas pueden explicar parcialmente el efecto distinto y en ocasiones opuesto
de los agonistas mu opioides sobre la presion arterial y la frecuencia cardiaca cuando se
administran en diferentes areas cerebrales (Feuerstein, 1985; Gulati,1990).

Por otra parte, los receptores mu y delta opioides pueden coexistir en la misma
neurona, por ejemplo en el neoestriado de la rata comparten la misma proteina G
inhibidora. En multiples estudios de unién al receptor se observa que los ligandos del
receptor mu inhiben el "binding" de los ligandos delta de forma competitiva y no
competitive. Este hallazgo constituyé la base para que Rothman y cols. (1988)
dividieran los receptores delta en dos subtipos: los que estéin asociados a receptores mu
(denominados deltas) y aquellos no asociados (deltay.) (Traynor y Elliot,1993). La
nomenclatura de los lugares delta asociados con el complejo receptor opioide mu-delta
(lugar deltaz) y los no asociados aparecen en una gran variedad de estudios
farmacolégicos realizados tanto "in vivo" como "in vitro". El clonaje reciente del
receptor delta apoya la idea generalizada de que los receptores opioides son miembros
de una familia de receptores unidos a protelnas G transmembranares (Xu y cols.,1993).

Los antagonistas y los agonistas de baja eficacia intrinseca provocan un
aumento o bien ningin cambio en la densidad de receptores, en tanto que los que
poseen alta eficacia intrinseca pueden disminuir los receptores si la dosis es
suficientemente elevada (Yoburn y cols.,1993).

El estrés aumenta la actividad de la adenilato ciclasa en la hipdfisis anterior,
Este aumento se asocia con un incremento en los niveles de mRNA de adenilato
ciclasa. El factor o factores liberados durante el estrés deben aumentar la sefial de
transduccion de la adenilato ciclasa vy asi conducen a una persistente elevacion de la
expresion del gen de la POMC, a pesar de la inhibicion producida por los
glucocorticoides (Morri y cols.,1993).

En condiciones fisiolégicas normales el sistema opioide estd quiescente, pero
cuando se produce una alteracion de fa homeostasis, los opioides se incluyen entre los
multiples sistemas inhibidores del dolor que se ponen en funcionamiento cuando el
organismo recibe una agresion (Watkins y Mayer, 1982),

Nuestros resultados sugieren que el aumento del nimero de receptores

opioides en las mencionadas regiones de! SNC puede contribuir al mantenimiento del
estado hipertensivo que presentan los animales aislados soctalmente.

2. EFECTO DE LA LESION DEL HNV

La administracion de 65OHDA en una importante via catecolaminérgica no solo
evita la respuesta hipertensiva que tiene lugar en el modelo de deprivacién social en la
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rata, ademéas en este trabajo se ha comprobado que tambien altera el sistema opioide
central.

Se ha comprobado que se produce una disminucion de la B, del receptor mu
opioide en nucleo estriado transcurridas 24 horas v un aumento en bulbo raquideo,
hipotalamo y médula espinal. Asimismo se encontrd un aumento en hipotalamo y
médula espinal transcurridos 20 dias de la lesion con la neurotoxina.

Con respecto a los ensayos de fijacion al receptor delta opioide la disminucidn
de la By, Se observd en hipotalamo transcurridos 1, 20 y 40 dias de la lesion y a los 20
dias en corteza cerebral frontal, Transcurridos 1, 20 y 40 dias de la administracién de la
neurotoxina se encontrd un aumento de la B en bulbo raquideo y médula espinal. En
ninguno de los casos se presentaron variaciones en la Kp,.

Pocos trabajos se han llevado a cabo para estudiar los efectos de las lesiones de
vias noradrenérgicas, como el HNV.
Smith y cols., (1991) han demostrado en la rata una disminucion de receptores mu de
aproximadamente el 30% en estriado, dos semanas despues de lesionar las vias
aferentes nigroestriadas con 60HDA. Estos datos sugieren que se encuentran
receptores mu localizados en terminaciones nigroestriadas. Estudios posteriores
demostraron que las lesiones con 60HDA. inducen pérdida de receptores mu en ratas
recien nacidas y adultas como resultado de la regulacién transindptica de sitios
postsinapticos, pero no presinipticos como demostraron Loughlin y cols, (1992)
haciendo andlisis cualitativo de cerebro entero, no detectando cambios en los
receptores mu estriatales marcados con *H-Naloxona en ratas sin lesioén cerebral. Tales
resultados son consistentes con la conclusibn de que los receptores mu no estin
localizados presinapticamente en terminaciones nigroestriadas y sugieren que la pérdida
de neuronas dopaminérgicas no produce necesariamente una subsensibilizacion del
receptor mu opioide.

Esto concuerda con nuestros resultados con respecto al receptor delta opioide
en que se ha encontrado una persistente disminucién de la By, en hipotalamo, que se
corresponde con una disminucion de la NA hipotaldmica tras la lesién con SOHDA,
Esto sugiere que un cierto nimero de receptores opioides pueden estar localizados en
la terminal noradrenérgica del hipotalamo de la rata y apoya el concepto del papel
modulatorio de los péptidos opioides sobre las vias noradrenérgicas cerebrales.

El incremento de receptores delta en bulbo raquideo y médula espinal podria
ser debido a que una interrupeitn del sistema de transmision noradrenérgica alteraria la
modulacion que las CA ejercen sobre los receptores opioides. Este efecto se demuestra
mas consistentemente sobre receptores mu en la médula espinal.

3. EFECTO DEL AISLAMIENTO ASOCIADO A LA LESION DEL HNV

Cuando se lesiona el HNV e inmediatamente se aislan las ratas, en los ensayos
con el receptor mu se produjo un aumento de la By en hipotdlamo e hipocampo
transcurridos 20 dias y en hipotalamo, hipocampo, nucleo estriado y corteza cerebral a

los 40 dias,
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Con respecto al receptor delta la lesion del HNV acompafiada de aislamiento
produjo una disminucién de la Bmax en hipotilamo y estriado a los 20 dias y en
hipotalamo transcurridos 40 dias.

Cuando la rata es unicamente sometida a lesion del HNV la afectacion del
sistema opioide esta protagonizada por un descenso en la poblacion de receptores delta
de localizacidn hipotalamica y esta alteracién persiste aun cuando los animales sean
sometidos a deprivacion social.

Los resultados obtenidos sobre las modificaciones de los receptores opioides en
las ratas a las que se les lesiond el HN'V con 60HDA muestran una serie de variaciones
que, en su conjunto, indican que la lesion de vias noradrenérgicas afecta de alguna
manera al sistema opioide.

El incremento o la disminucién en la densidad de dichos receptores nos indica
que la regulacion es compleja y que existen diferencias en cuanto a los mecanismos que
controlan ambos tipos de receptor en el SNC,

Jiménez y cols., (1993) demostraron por primera vez "in vivo" que en una
estructura cerebral concreta (bulbo raquideo) puede existir una inhibici6n selectiva de la
transmision noradrenérgica y adrenérgica debido a la ocupacién de distintos receptores

opioides.

El estudio de segundos mensajeros o de fosforilizacion de proteinas
posiblemente proporcionaria datos sobre los mecanismos implicados en Ja actividad de

los receptores opioides.

Los tratamientos crénicos con agonistas opioides sugieren que el acoplamiento
de los receptores con proteinas G y con efectores de segundos mensajeros ostentan un
importante papel en el desarrollo de la tolerancia a opioides (Childers,1991)

Es importante, con vistas a una posible aplicacién terapeutica de
nuestros datos, poner de manifiesto el papel del sistema opicide en la eticlogia,
desarrollo y/o mantenimiento de la HTA para el desarrollo de nuevos farmacos que
pudieran emplearse en la terapedtica de dicha alteracién cardiovascular, especialmente
cuando se debe a la exposicion continuada a situaciones de estres.
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Conclusiones

1.- Los resultados obtenidos en este trabajo permiten afirmar que la integridad del haz
noradrenérgico ventral es necesaria para la elevacién de la presién arterial inducida por
deprivacién social en la rata. La lesion del haz noradrenérgico ventral afecta
fundamentalmente al hipotélamo puesto que se ha demostrado una alteracién paraleta
de catecolaminas y receptores opioides en esta region cerebral que tiene una gran
implicacion en la regulacidn central simpatica,

2.- Los agonistas opioides endogenos, movilizados como  consecuencia del estrés
producido por deprivacion social en ratas jovenes, ejercen un papel critico en la
elevacion de la presion arterial a través de su accion sobre los  receptores opioides
centrales mu y delta, que es evidente tanto a los 20 como a los 40 dias de evolucidn,
Su activacién podria ser la causa de las alteraciones en la velocidad de renovacion de
las catecolaminas del SNC que tiene lugar en este modelo experimental.

3.- Asimismo se ha comprobado que la lesion del haz noradrenérgico ventral
secundaria a la administracién de 6-hidroxidopamina consigue abolir la respuesta
hipertensiva que produce la deprivacidn social, posiblemente como consecuencia de la
afectacion del receptor delta opioide hipotalimico, asi como del sistema
catecolaminérgico central. Esto nos permite concluir que la administracién de la
neurotoxina no solo afecta a vias catecolaminérgicas sino tambien del sistema opioide
puesto que se comprueban  variaciones tanto en la densidad de receptores mu como
delta opioides.
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