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1. INTRODUCCION



1.1. OPIACEOS.

Aspectos histéricos.

Histéricamente, el médico ha tenido en el opio (jugo de Papaver somniferum)
una base de actuacién a la que recurrir contra ei dolor. Aunque los efectos psicologicos
del opio ya eran conocidos por los antiguos sumerios, la primera referencia escrita se
encuentra en los documentos de Teofrasto en el siglo Il a.C.

Los médicos arabes conocian bien las propiedades del opio y fueron los que
introdujeron su uso en oriente para combatir la disenteria.

Paracelso (1493-1541) popularizdé su uso en Europa, donde esiaba muy
desacreditado debido a su toxicidad, y llegé a denominarlo "piedra de la inmortalidad".
Fue el primero que utilizé el opio en forma de tintura (laudano).

Thomas Sydenham, ya en pleno siglo XVII, escribié: "entre los remedios puestos
por Dios al servicio de la humanidad, no hay ninguno tan eficaz como el opic para
aliviar los sufrimientos de los hombres®. Como muestra de esta eclosion y fama del
producto, personajes célebres como Armand de Duplessis y el Cardenal Richelieu se
encontraban entre sus consumidores habituales.

En el siglo XIX se aislaron los primeros alcaloides del opio. En 1806 Sertirner
aisl6 la morfina (llamada asi por Morfeo, dios del suefo); en 1832 Robiguet lo hizo con
la codeina y en 1848 Merck con la papaverina. A partir de entonces el uso de los
alcaloides puros, en lugar de preparados de opio crudo comenzaron a difundirse por
todo el mundo médico.

Con la aparicién de la formas de administracion parenteral, se originé una nueva
y mas grave forma de adiccién.

El problema de la adiccidn a opidceos estimuld la bisqueda de otros
analgésicos, que fueran potentes y que carecieran de este efecto adverso. En 1951

Eckenhoff y colaboradores usaron la nalorfina como antidoto del envenenamiento
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producido por morfina. En 1953 Wikler y colaboradores demostraron que en adictos,
la nalorfina desencadenaba un sindrome de abstinencia; y en 1954 Lasagna y Beecher
informaron que fa nalorfina tenfa accién analgésica, a pesar de que producia ansiedad
y disforia, por lo que no era clinicamente Gtil como analgésico. Esto estimulé ain mas
los estudios sobre el tema, que condujeron a la aparicién de nuevos farmacos, como
el antagonista naloxona, o compuestos con acciones mixtas como la pentazocina, el
butorfanol o la buprencrfina.

Investigaciones ilevadas a cabo por W.R. MARTIN (1967) concluian que las
complejas interacciones entre los farmacos tipo morfina y los agonistas/antagonistas
mixtos se podian explicar por la existencia de un tipo de receptor para opiaceos y
farmacos afines.

Asi, en la década de los 70, diferentes grupos de investigadores (PERT y
SNYDER, 1973; SIMON, HILLER y EDELMAN, 1973, TERENIUS, 1973) describieron
independientemente lugares de union estereoespecificos y saturables para opiaceos en
mamifero (JAFFE y MARTIN, 1986).

Casi paralelamente, Hughes y Kosterlitz y sus colaboradores aislaron en el
encéfajo de cerdo dos pentapéptidos (Leu-encefalina y Met-encefalina) que mostraban
accion analoga a la de la morfina en fleon de cobayo (HUGHES y col,, 1975). En el
mismo ano, Goldstein y colaboradores aislaron a partir de la hipéfisis, sustancias de
caracteristicas similares (COX y col., 1975).

Posteriormente se ha comprobado que existen tres familias de péptidos opioides
y multiples tipos de receptores para ellos

(JAFFE y MARTIN, 1986).

Beceptores opioides.

Actualmente se considera la existencia de 5 tipos de receptores opioides: mu (i),

defta (8), kappa (), sigma (o) y epsilon (€) (W.R. MARTIN y col., 1976; WUSTER y col.,
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1979, AKIL y col, 1980). A través de estos receptores realizan sus acciones
farmacolégicas, tanto los opiaceos {morfina y derivados), como los péptidos opiocides
endégenos (encefalinas, endorfinas y dinorfinas). Todos ellos tienen como antagonista

comin, aungue con distintas afinidades, a la naloxona.

Los receptores u tienen altta afinidad por la morfina y por otras sustancias
analogas a la morfina y a fravés de ellos producen muchos de los efectos opidceos
clasicos. Se relacionan con la analgesia supraespinal, la depresién respiratoria, la euforia
y con la produccién de dependencia. Se localizan en nicleos de! tdlamo y del
hipotalamo, sustancia gris periacueductal, nacleos interpedunculares y nacleos del rafe.
Tienen una distribucion faminar en el cortex cerebral (capas | y IV) que es més densa
en el cortex limbico (LEWIS y col,, 1983a,b). Su ligando endégeno "prototipo” es la B-
endorfina.

Al comprobar que existia tolerancia cruzada en la analgesia entre la morfina y
las encefalinas, pero que ésta no existia en los modelos periféricos, se postuld y
posteriormente de demostrd, la existencia de dos subtipos de receptores u: Los
receptores u,, a los que se une la morfina y fas encefalinas con alta afinidad y los u,,
que serian selectivos para la morfina. Los u, median la analgesia supraespinal, pero no
la dependencia producida por la morfina, y los u, median la depresidén respiratoria
(PASTERNAK y WOOQOD, 1986).

El grupo de Kosterlitz (LORD y col., 1977) observé que en tejidos periféricos
aparecen diferencias entre la morfina y las encefalinas. Mientras que la morfina es mas
potente que las encefalinas en el ileon de cobayo, en el conducto deferente de raton
ocurria lo contrario. Luego se vio que no existia tolerancia cruzada entre la morfina y las
encefalinas en estas preparaciones (SCHULZ y col., 1982). Asi, se postularon los
receptores 8 por los que tendrian gran afinidad las encefalinas. Aunque inicialmente
descritas en el sistema nervioso periférico, las encefalinas también existen en el sistema

nervioso central (en el cuerpo estriado, amigdala, nacleo accumbens, tubérculo olfatorio
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y nucleo del puente (GOODMAN y col., 1980). Al contrario que los receptores i, que se
distribuyen sobre todo en el sistema limbico de forma laminar (LEWIS y col., 1983a,b),
los d tienen una distribucién més difusa (capas i, lil, V y V1) excepto en el nicleo
caudado-putamen (BOWEN, 1981). Se han relacionado con la produccién de depresién
respiratoria, integracién motora, sensacion olfatoria y funcién cognoscitiva (MANSOUR
y col.,, 1988)

En general los efectos mediados fisiologicamente (probablemente: analgesia
espinal, liberacion de hormona del crecimiento (GH)) por los receptores ¢ son muy
dificiles de definir ya que los ligandos hasta ahora disponibles son bastante
inespecificos (reaccionan también con receptores u) y al ser tan pequehos (cinco
amino4cidos), son muy inestables y por tanto inadecuados para la adminstracion
sistémica. Actuaimente hay ya otros ligandos sintéticos con mayor selectividad ({D-Pen?-
Pen%)-encefalina, (D-Pen?-D-Pen®)-encefalina (DPDPE), (D-Ser?Leu-encefalina-Thr)

(DAVID y col,, 1982; MOSBERG y col., 1983; AKIYAMA y col.,, 19885).

Los receptores x estan relacionados con la anaigesia espinal, ataxia, sedacion
y miosis. Sobre ellos actlan agonisias del tipo de la etilcetociclazocina. Son, ademas,
muy selectivos para la dineorfina (1-17) que seria su ligando endégeno natural. Es
clasica, a la hora de estudiar los receptores «, la preparacion del conducto deferente
de conejo, que es una fuente "pura” de ellos (OKA y col.,, 1982). En el cerebro de
cobayo se han visto concentrados en las laminas V y VI del cértex y en el nlicleo
caudado-putamen (GOODMAN y SNYDER, 1982a,b). En rata, se han encontrado en el
nucleo caudado-putamen, nicleo accumbens, amigdala, hipotalamo, eminencia media
y nacieo del tracto solitario (MANSOUR y col.,, 1988).

También se ha postulado la existencia en cobayo de dos tipos de receptores «
a nivel de la médula espinal, ios «, y los «, (ATTALl y col., 1982). Se ha sugerido que
la dinorfina es el ligando endbgeno natural para los receptores x, mientras que el

agonista sintético U-69593 es el que se une con alta afinidad a los «, (ZUKIN y col,,
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1988). E| papel de estos subtipos de receptor « todavia no esta aclarado, pues en
cerebelo de cobayo se ha encontrado que abunda mas un tipo que otro, y su estudio

dependeré dei desarrolio de ligandos mas selectivos (TIBERI y MAGNAN, 1980}.

A través de receptores o, farmacos como la N-alinormetazocina (SKF-10047) y
la ciclazocina producen efectos estimulantes en el sistema nervioso auténomo y efectos
psicotomiméticos. Se localizan en el hipocampo y también periféricamente (ileon de
cobayo). Estos receptores, que son los Gnicos que no antagoniza la naloxona, se han
considerado "opioides" con ciertas reservas, debido también a que se pensaba que la
fenciclidina (PCP) ejercia sus efectos psicotomiméticos a través de ellos (ZUKIN y
ZUKIN, 1979). Recientemente se ha demostrado con radioligandos la existencia de
receptores independientes. La PCP se une a un (nico receptor, mientras que la N-
alilnormetazocina presenta dos lugares de unidn: uno llamado receptor ¢ de alta
afinidad y otro de baja afinidad, que corresponde al lugar de unién de la PCP
(MANALLACKYy col., 1986). Queda por dilucidar silos efectos psicotomiméticos de cada

clase de farmaco estan mediados por el mismo o por distintos receptores.

Los receptores ¢ fueron caracterizados por la unién de una B-endorfina (1-31)
de cadena larga (WUSTER Yy col., 1979). Se conoce muy poco de los receptores epsifor
pero se piensa que median analgesia, ya que un acortamiento del extremo
carboxiterminal de la B-endorfina suponia pérdida de capacidad analgésica (HOLLT,
1986), y porgue la potencia de la amidorfina y metorfamida, que también se unen a
estos receptores, se correlaciona bien con su actividad analgésica. Su localizaciébn es

periférica y abundan en el conducto deferente de rata (SCHULZ y col.,, 1979)

Acciones farmacolégicas de los opiaceos.

Las acciones farmacolégicas que producen los opiaceos estan bien estudiadas
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y se pueden resumir en sedacién, anaigesia, depresién respiratoria y cambios en la
temperatura. La exposicion repetida a los opiaceos produce tolerancia a esas acciones
pudiendo darse una respuesta muy reducida o incluso no darse. Hoy se conoce que
la unién de los opidceos a sus receptores activa ciertos mecanismos bioquimicos que
se manifiestan por las acciones farmacolégicas descritas mas arriba y que inician los
pasos que llevan al desarrollo de los fenémenos de tolerancia y dependencia. La
naturaleza de los procesos bioquimicos que producen la tolerancia no se conoce aun
en profundidad aunque hay hipéteis que apuntan a que existe una adaptacion celular
(AXELROD, 1956; COCHIN y AXELROD, 1959). Dado que los resultados
farmacocinéticos no han sido capaces de explicar los fendmenos de tolerancia ni de
dependencia fisica, se ha buscado una aproximacion mas funcional, que considera que
los cambios que subyacen a la tolerancia y l1a dependencia son adaptaciones de tipo
neuroquimico.

Después de una ampia consulta de la literatrura sobre opiaceos, podemos decir
que existen frecuentes contradicciones e inconsistencias. Asi, l0os mecanismos de
adaptacion celular que se producen en el desarrollo de la tolerancia pueden depender
de cada célula y/o del procedimiento utilizado para inducir la tolerancia. Ademas, dichos
procesos adaptativos pueden ir acompanados de dependencia fisica, o no, y
frecuentemente se aplica el término tolerancia a dos © més fendémenos diferentes. Para
evitar confusiones vamos a definir los términos mas comunes que se van a emplear en

la presente Tesis Doctoral.

Desensibilizacion: También conocida como taquifilaxia. Representa una pérdida de
respuesta répida, que ocurre entre segundos y minutos (HARDEN, 1983).

La desensibilizacion puede ser homéloga si la pérdida de respuesta se debe sélo a un
tipo de receptor, mientras que puede ser heterdloga si la pérdida de respuesta esta

debida a alteraciones en varios sistemas de receptores (SU y col., 1976a,b).
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Procesos adaptativos: Se dan en forma de hiper- o subsensibilidad y representan
fenémenos que se desarrollan mas lentamente, pudiendo tardar su establecimiento de
dias a semanas.
Hipersensibilidad: Término propuesto por FLEMING y col. (1973) que representa un
desplazamiento a la izquierda la curva dosis-respuesta para un agonista.
Subsensibilidad: También denominada tolerancia, representa un desplazamineto a la
derecha de la curva dosis-respuesta para un agonista y se acompana generaimente de
una disminucién de ia pendiente o de la respuesfa maxima (FLEMING y col., 1973). La
tolerancia representa la pérdida en la capacidad de respuesta de un farmaco como
consecuencia de su uso continuado y se ha aplicado el término particularmente a las
drogas de abuso.

La tolerancia podria ser eniendida como la manifestacion de diferentes
mecanismos de adaptacion celular. Muchos de estos procesos adaptativos pueden
estar asociados con la dependencia pero otros no. La tolerancia y la dependencia
afectan amplias zonas del neuroeje con cambios en varios sistemas de
neurotransmisores y complejas interacciones entre circuitos neurcnales.

Es posible distinguir tres variedades de tolerancia farmacolégica adquirida:
disposicional o farmacocinética, farmacodinamica y de conducta. La tolerancia
disposicional a los farmacos resulta de cambios en las propiedades farmacocinéticas
del agente en el organismo, de tal modo que concentraciones reducidas estan
presentes en los sitios de accion del farmaco. El mecanismo méas comuan es el aumento
del indice metabdlico. La tolerancia disposicional tiene relativamente poco efecto sobre
la intensidad maxima de accién y no produce generalmente mas que una disminucién
de tres veces en la magnitud de la sensibilidad.

La tolerancia farmacodinamica resufta de cambios adaptativos dentro de los
sistemas afectados, en forma tal que la respuesta se reduce en presencia de la misma
concentracién de farmaco.

La tolerancia de conducta se ha definido como un cambio en la respuesta de
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un farmaco debido a los mecanismos de comportamiento. Cuando un efecto reducido
de un farmaco sobre la conducta se usa como medida de la tolerancia, es constante
el hallazgo de que la tolerancia se desarrolla mas rapidamente y en mayor grado
cuando el efecto del farmaco tiene un "costo" de conducta para el organismo (cuando
deteriora su capacidad para ganar una recompensa o evitar un castigo que cuando no
la deteriora). De este modo, las ratas estudiadas diariamente sobre una correa movible
bajo la influencia del alcohol, desarrollan mas tolerancia a los efectos ataxicos que las
ratas que reciben la misma dosis después de la prueba, y ambos grupos desarrollan
tolerancia més rapidamente que las ratas que reciben una dosis aun mayor de alcohol
sin las pruebas diarias. Relaciones similares entre condiciones de conductay desarrollo
de tolerancia se han observado con los opiaceos, la marihuana y las anfetaminas. La
tolerancia de conducta debe entenderse en Uultima instancia en términos
farmacodinamicos.

En cualquier situacion dada, varios tipos de tolerancia y mas de un mecanismo

pueden operar al mismo tiempo (SIEGEL, 1978).

Dependencia: Hace referencia a un estado en el que se requiere la presencia de la
droga para mantener una o varias funciones fisiolégicas. Si la droga se retira de su
receptor, se presentan signos y sintomas caracteristicos que se han denominado

sindrome de abstinencia.

Las distinciones entre términos como habituacién, adiccién y dependencia son
ambiguas y, a menudo, subjetivas. Por ello, un comité de [a Organizacién Mundial de
ia Salud (1969) adopté la siguiente definicion de dependencia: "Estado psiquico y fisico
que resulta de la interaccidn entre un organismo vivo y una droga y que se caracteriza
por respuestas comportamentales y de otro tipo que siempre incluyen compulsién por
latoma de la droga para experimentar sus efectos psiquicos y algunas veces para evitar

el malestar de su ausencia". La tolerancia puede presentarse o no,
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Sindrome de abstinencia.

Eltiempo requerido por cualquier farmaco para producir dependencia fisica esta
en funcion de varios factores, pero los mas relevantes parecen ser el grado de
alteracién dei sistema nervioso centrai por obra delf farmaco y la continuidad de esta
alteracién. Sin embargo el que un sindrome de abstinencia sea o no observable
clinicamente depende de:

- Los criterios de evaluacién de los signos de retirada del farmaco.

- La sensibilidad de las técnicas usadas para detectar los fenémenos de retirada.

- La velocidad a la que el farmaco se elimina de su lugar de accién.

El caracter de severidad del sindrome de abstinencia que aparece al suspender
la administracion de un opiaceo depende de muchos factores, entre otros estan: el
farmaco en si, la dosis diaria total utifizada, el intervalo entre dosis, la duracién del uso
y la salud y personalidad del adicto. Por el contrario, otros trabajos demuestran que el
sindrome de abstinencia a la morfina con administacion de dosis variables de la misma
en espacios variables de tiempo no varian sus caracteristicas (MARTIN, 1966). Los
signos del sindrome de abstinencia, que ya estudid HIMMSELBACH (1939), pueden ser
deliberados y no deliberados. Los primeros pretenden conseguir un objetivo (mas
farmaco) y dependen mucho del observador y del medio ambiente, por ejemplo, en
medio hospitalario son muy poco frecuentes porque el sujeto sabe que,
independientemente de su conducta, se le administrara el farmaco.

Los signos no deliberados, con morfina y heroina varian en funcién del tiempo
que pase desde la Gltima dosis:

- B-12 horas: lagrimeo, bostezos y sudoracién

- 12-14 h: suefo agitado con despertar triste y agitado.

- 14-48 h: midriasis, anorexia, pilo-ereccion, inquietud, irritabilidad y temblor.

- 48-72 h: apex del sindrome. Aparece mayor irritabilidad, insomnio, mayor

anorexia, bostezos violentos, estornudos, lagrimeo y coriza con gran debilidad y
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depresion; ademas aparecen afteraciones gastrointestinales (natseas, vomitos, diarreas,
espasmos), alteraciones cardiovasculares (taquicardia, hipertensién arterial), escalofrios
que se alternan con rubor e hiperhidrosis, artralgias y mialgias generalizadas, alteracion
de la actividad pilomotora ('piel de galiina"). Se citan también signos de
hiperexcitabilidad del SNC (eyaculacién en varones y orgasmo en mujeres), leucocitosis
y aumentos relativos de las tasa de 17-cetosteroides en orina (que disminuyen durante

la adiccién) (EISENMAN vy col.,, 1958).

Teoria del receptor.

Para la compieta comprension de los cambios que ocurren en las curvas dosis-
efecto para agonistas que desarrollan tolerancia se requiere un conocimiento de la
moderna teoria del receptor. La posicién y la pendiente de una curva dosis-efecto
puede estar afectada por factores disposicionales tales como la captacién del agonista
por la neurona o su velocidad de metabolizacion (FLEMING y col, 1973,
TRENDELENBURG, 1986). Si tales factores estan controlados o ausentes entonces la
posicion, pendiente y efecto maximo estan controladas por tres parametros. Estos
pardmetros son:

(a) La afinidad del agonista por su receptor.

(b) La densidad de receptores en el tejido.

(c) La eficacia intrinseca o cantidad de respuesta generada por unidad de receptor
ocupado.

El término eficacia intrinseca representa la cantidad de respuesta que se genera
por unidad de receptor ocupado. Asi la eficacia se define como la eficacia intrinseca
multiplicada por la concentracién de receptores presentes en el tejido. Un corolario del
concepto de eficacia es el concepto de reserva de receptores. STEPHENSON (1956)

propuso gque un agonista con alta eficacia podria producir un efecto maximo en un
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tejido sin ocupar todos los receptores disponibles. Esta hipotesis ha sido
suficientemente demostrada ya que existe un gran nomero de agonistas que tienen
concentraciones eficaces cincuenta (CE,) mucho mas bajas que sus respectivas
constantes de disociacién. Las ecuaciones desarrofiadas por la teoria del receptor
permiten predecir los cambios que ocurriran en una curva dosis-efecto subsecuentes
a una variacién en la densidad de receptores (FLEMING y WESTFALL, 1988). Esto es
importante porque hay cierta tendencia en la literatura a explicar grandes cambios en
la sensibilidad como consecuencia de pequenos cambios en la densidad de receptores
sin considerar la relacién cuantitativa. Asi por ejemplo los célculos realizados por
FLEMING y WESTFALL (1988) indican que un aumento del 50 % en la densidad de
receptores para un agonista s6lo se manifiesta en un aumento de sensibilidad de 1.5
veces. Es por esto, que aumentos de sensibilidad de 5 a 10 veces deben estar
provocados por otros cambios celulares ademas de Jos que se produzcan en la

densidad de receptores.

Mecanismos de los cambios de sensibilidad celular.

o Desonsibilizacion.

En muchos sistemas celulares existe una pérdida rapida de respuesta frente a
los opiaceos. Concretamente en cuitivos celulares esta pérdida de respuesta parece ser
una desensibilizacién. A efectos comparativos, se conoce el mismo fenémeno en
algunos sistemas de receptores no opioides, el receptor nicotinico (KATZ y THESLEFF,
1957, CHANGEUX, 1981) y el B8-adrenoceptor (HARDEN, 1983, SIBLEY y LEFKOWITZ,
1985; LEFKOWITZ y CARON, 1986).

La recuperacion de la sensibilidad original es muy rapida cuando se retira el

agonista.

Los cuatro procesos por fos que se puede producir la desensibilizacién de los
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B-adrenoceptores son:
(a) desacoplamiento del receptor de la proteina G,.
(b} internalizacién del receptor.
(c) disminucion de la densidad de receptores.
(d} pérdida de actividad de ia adenilato ciclasa.

Los tres primeros procesos son de tipo homédlogo, mientras que el dltimo es
heter6logo. LEFKOWITZ y CARON (1986) presentaron un modelo para explicar los
pasos comprendidos en la desensibilizacién homoéloga. En primer lugar ocurre un
desacoplamiento y fosforilacién dei receptor. En segundo lugar, el receptor todavia
funcionaimente normal, es internalizado en la célula.

Dado que la desensibilizacion heterbioga no sélo se produce por los agonistas
de los B-adrenoceptores sino también por nucledtidos de guanina, fluoruro sédico y
forskolina (agentes que activan procesos de transduccién a niveles intracelulares mas
alia del receptor) (LEFKOWITZ y CARON, 1986), se puede decir, por tanto, que es
probable que exista mas de un mecanismo en la desensibilizacidn heteréloga (HARDEN,
1983). Y posiblemente algunos de estos mecanismos también esten implicados en los

primeros momentos del desarrollo de la tolerancia y la dependencia opicide.

¢ Cambios crénicos adaptativos en la sensibilidad celular.

La diferencia que separa la desensibilizacién de la adaptacién crénica es el
tiempo de su establecimiento. La mayoria de los procesos de desensibilizacion se
desarrollan en segundos o minutos, con 1a excepcidn de la disminucion de la densidad
de receptores y la desensibilizacién heteréloga. Por el contrario, los cambios lentos de
la sensibilidad celular no aparecen hasta pasados varios dia ¢ inclusoc semanas Yy
desaparecen también de forma lenta (FLEMING y col., 1973; FLEMING, 1976, 1984;
FLEMING y WESTFALL, 1988). Dichos cambios ocurren algunos dias después de que

se hayan alcanzado los cambios maximos en los neurotransmisores (FLEMING y col.,
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1973).

Dentro de los factores que regulan la sensibilidad celular se puede citar: (a) el
nivel de actividad de la céiula efectora, en cuyo caso el papel de la neurona seria
secundario, comportandose como un modulador fisiolégico. Un dato para apoyar esta
teoria de la actividad de la célula efectora, es que en musculo liso y glandulas, la
hipersensibilidad inducida por la interrupcion de una via nerviosa activadora se puede
prevenir o revertir con la administracién crénica de una sustancia activadora diferente
al neurotransmisor en cuestion. Los opiodes inhiben determinadas neuronas por una
salida de K* que hiperpolariza la membrana. Si la sensibilidad esta regulada por la
propia célula, la hiperpolarizacién crénica producida por un opicide podria inducir
hipersensibilidad paraagonistas excitatoriosy subsensibilidad paraagonistasinhibitorios
incluyendoc los mismos opioides.

{b) Si el factor desencadenante de la sensibilidad fuera ja célula diana, se
deberia saber cual es la atividad celular critica. Por ejemplo, en una célula muscular,
habria que definir si es la frecuencia de la contraccion, la frecuencia de los potenciales
de accidn, la frecuencia de los potenciales subumbrales de unidén o los movimientos
idnicos a través de la membrana, por considerar sélo unas cuantas posibilidades.

{c) Por otra parte la sensibilidad podria estar regulada por una sustancia tréfica
especifica liberada por la neurona. Tal sustancia podria ser el neurotransmisor
propiamente dicho u oftra sustancia. En este Oltimo caso esta podria liberarse
conjuntamente con el neurotransmisor o independientemente (FLEMING y WESTFALL,
1988).

Cualquier procedimiento que reduzca la neurotransmisién induce
hipersensibilidad, pero es dificil comprender como los siguientes hechos: depleccién del
neurotransmisor, inhibicién de su liberacién, antagonistas especificos de receptores
postsinapticos, etc., estan relacionados con la liberacién de la sustancia tréfica o con
su efecto.

Por el contrario el reforzamiento crénico de la neurotransmisidn produce
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subsensibilidad en los sistemas efectores. Desafortunadamente tanto la hiper- como la
subsensibilidad han sido estudiadas en sistemas separados. Ambas (hiper- y
subsensibilidad) son expresiones de mecanismos homeostaticos celulares enrespuesta
a los cambios que producen los tratamientos crénicos (FLEMING, 1976; FLEMING vy
WESTFALL, 1988).

Subsensibilidad: La subsensibilidad (tolerancia) ocurre en un gran nimero de tejidos
inducida por un aumento crénico de la neurotransmision. La investigacion de los
mecanismos celulares de la subsensibilidad se ha centrado principaimente en la unién
del agonista a su receptor y ain no existen muchos trabajos que aborden
conjuntamente los cambios de sensibilidad y la unién de radioligandos. El ejemplo méas
ampliamente estudiado es el de la inhibicién de la colinesterasa. Normalmente los
cambios en el ndmero de sitios de uniébn para la enzima ocurren sin grandes
modificaciones en la afinidad de los receptores. Dos factores hacen dificil el asegurar
la importancia de los cambios receptoriaies en la subsensibilidad, uno es que los
cambios en el nimero de sitios de unibén son pequefios y los investigadores han
mostrade poco empehio en relacionar la magnitud de los cambios en el nimero de
receptores con los cambios de sensibilidad de los mismos. Y el segundo es, que
existen pocos estudios que reflejen variaciones de la sensibilidad y el nOmero de sitios
de union simultaneamente (FLEMING y col.,, 1973}

UCHIDA y col. (1979) llegaron a la conclusion de que la disminucién de namero

de receptores (down-regulation} no es el Gnico mecanismo que interviene en el

fenédmeno de la tolerancia.

Hipersensibilidad: Histéricamente, el reconocimiento de la hipersensibilidad adaptativa
comenzo con elfendmeno de hipersensibilidad por denervacion, observado por primera
vez a mediados de 1900. TRENDELENBURG (1963) establecié que la denervacion

noradrenérgica producia dos tipos distintos de hipersensibilidad en un tejido dado: una
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hipersensibilidad presinaptica y otra postsinaptica.

La hipersensibilidad presinaptica es especifica para la noradrenalina y algunas
aminas relacionadas y no estid relacionada con los fenbmenos de tolerancia y
dependencia. Sin embargo la hipersensibilidad postsinaptica, que no muestra
especificidad por ningun tipo de neurotransmisor, se desarrolla mas lentamente. Gracias
a la técnica de radioligandos se demostré que existia un aumento en la densidad de
receptores postsinapticos después de la denervacion (COLQUHOUN, 1974).

La hipersensibilidad adaptativa produce cambios que son compensatorios. Esto
es, si se interrumpe una via estimulatoria, el resultado es hipersensibilidad para
sustancias estimuladoras. Pero si lo que se interrumpe es una via inhibitoria, la
hipersensibilidad se desarrolia para sustancias inhibidoras.

Se han propuesto alteraciones en cuatro caracteristicas celulares como posibles
mecanismos de la hipersensibilidad: (a) aumento de la densidad de receptores, (b)
cambios en la bomba Na*/K*, (¢) cambios en la adenilato ciclasa o en las proteinas G

y (d) cambios en la dinédmica del calcio.

Célculos basados en la teoria de receptores determinan que los pequefios
cambios que ocurren en la densidad de receptores no pueden servir de explicacién
para los cambios en sensibilidad que ocurren. En numerosas preparaciones de misculo
liso, la hipersensibilidad se desarrolla sin ningln cambio aparente en los receptores
(FLEMING y WESTFALL, 1988) lo que esta en concordancia con la inespecificidad de
la hipersensibilidad en ese tipo de tejido (FLEMING y col., 1973; FLEMING y WESTFALL,
1988). También se ha descrito un aumento del nimero de sitios de unién para
receptores de neurotransmisores y moduladores asociados con el fenémeno de
hipersensibilidad en neurcnas (FLEMING, 1976).

Una depolarizacion parcial de la membrana celular contribuye al desarrollo de
hipersensibilidad en deferente de cobayo {(FLEMING y WESTFALL, 1988) y en arteria

salena de conejo (ABEL y col, 1981), Esta depolarizaciéon se ha relacionado con la
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actividad de la bomba Na*/K*, encontrdndose una disminucién del bombeo
electrogénico.

Se ha encontrado también una alteracién en el acoplamiento de los receptores
con la adenilato ciclasa durante la hipersensibilidad, que lleva a un aumento de actividad
de la enzima (CHIU, 1978; TORPHY y col.,, 1982, HAWTHORN y col., 1987)

Otros investigadores han sugerido la intervencién del calcio en el proceso de
hipersensibilidad en misculo esquelético, masculo cardiaco y neuronas (FLEMING y
WESTFALL, 1988), pero las bases moleculares de las alteraciones del calcio son ain
desconocidas, aunque algunos estudios implican a la calmodulina.

Los mecanismos vistos probablemente representen la expresion o represion
génica de las proteinas implicadas. El que alguna de estas proteinas sea mas
susceptible en modificar la expresién o represion génica podria determinar las bases
celulares para el desarrollo de hipersensibilidad en cada tipo celular (JOHNSON vy

FLEMING, 1989).

Medida de la tolerancia v la dependencia gpioide.

Aunque a primera vista estos conceptos parecen sencillos, su identificacion y
medida han resultado siempre tareas dificiles.

Para 1a medida de ia tolerancia se emplean dos criterios: (a) disminucién de la
respuesta para la misma dosis de agonista, (b) aumento de la dosis para obtener la
misma respuesta.

En un tipico experimento, los efectos de una dosis de morfina sobre una
respuesta fisioldgica se comparan en animales control y tratados crénicamente con
morfina. Si la magnitud de la respuesta disminuye en los animales pretratados con
morfina se considera que estos son tolerantes. Pero esta conclusién es vélida sblo si

no hay morfina en cirulacién al mismo tiempo que damos la dosis de prueba, ya que
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de lo contrario los receptores opioides podrian estar ocupados y no observarse la
misma respuesta por este motivo.

Lo que se necesita cuantificar en aquellos experimentos en los que cantidades
grandes de morfina estan presentes en la circulacién, no es el efecto de una dosis de
prueba de morfina, sino el pardmetro fisioldgico que resulta de la acciéon opioide.

La tolerancia empieza a decaer cuando la morfina se libera de los receptores,
por ello los tejidos aislados de animales tolerantes a morfina se deben incubar en
morfina para mantener los receptores ocupados durante las experiencias in vitro.
Debemos considerar también que el mantenimiento de la tolerancia introduce
dificultades en la medida de la misma ya que no se puede evaluar el efecto de la

concentracion de mantenimiento de la tolerancia.

Para la medida de la dependencia los criterios establecidos son: (a) aparicion
de alteraciones fisiolégicas cuando se elimina la morfina de sus receptores, bien por
discontinuidad en su administracién o mediante el emplec de antagonistas.

(b) hipersensibilidad a los efectos excitatorios de estimulos externos después del
sindrome de retirada.

En la mayoria de los casos el antagonista opiaceo naloxona simplemente
reestablece el nivel normal de actividad de una funcién fisiolégica (presién, frecuencia
respiratoria, reflejos espinales, actividad enzimética, descarga de potenciales de accién
neuronales). Pero sélamente pueden ser considerados signos de abstinencia aquellos
que aparecen después del tratamiento con naloxona y que no se daban antes en
animaies control. Son estos signos los que determinan la existencia de dependencia.
Por ejemplo, cuando se administra naloxona a ratones tratados crénicamente con
morfina aparece un signo tipico de abstinencia que son los saltos y que no aparece en
animales control (WAY y col,, 1969). Una dificultad se presenta cuando el parametro a
estudiar no es susceptible de cuantificar. Por ejemplo, en estudios electrofisiolégicos en

los que los registros se hacen en neuronas individualizadas, la frecuencia de disparo
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de potenciales de accibn es bastante diferente de unas a otras, por lo que no resulta
posible calcular una frecuencia media de disparo; una excepcion se presenta en el
locus coeruleus, donde las neuronas tienen una frecuencia de disparo de potenciales

de accitn relativamente constante.

Mecanismos celulares de la tolerancia y la dependencia.

Se han propuesto muchas hipétesis referentes al posible mecanismo de la
tolerancia y/o dependencia a los opioides. Estas incluyen: (a) alteraciones en el
acoplamiento con la adenilato ciclasa o en la propia enzima, (b) cambios cualitativos o

cuantitativos en los receptores y () depolarizaciéon parcial de la membrana.

{(a) COLLIERy ROY (1974) en homogeneizados de cerebro de rata demostraron
que algunos agonistas opiadceos inhibian la formacién de AMPc. La inhibicién era
concentracion-dependiente y ademés resultaba revertida por naloxona.

En apoyo de la hipdtesis de que la adenilato ciclasa juega un papel en la
dependencia, se descubrié un fendmeno denominado "pseudosindrome de abstinencia”,
que se producia cuando se administraban sustancias que elevaban el AMPc tales como
la 5-hidroxitriptamina (5-HT) e inhibidores de la fosfodiesterasa, y que era indistinguible
del sindrome desencadenado por naloxona (COLLIER, 1974, COLLIER y col., 1974,
1975; FRANCIS y col., 1975). La naloxona incrementa los niveles de AMPc plasmaticos
de ratones morfino-dependientes (MURAK! y col., 1981).

NAKAK! y col. (1981) encontraron que el tratamiento agudo con morfina
incrementaba los niveles de AMPc y estos iban disminuyendo con la exposicion
prolongada. Pero adn no se puede generalizar que los cambios en el AMPc se

producen en las mismas céluias sobre las que los opioides actuan.
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Para estudiar méas concretamente el efecto de la morfina sobre la actividad de
la adenilato ciclasa, se ha desarrollado una metodologia que utiliza lineas celulares
hibridas de neurobiastoma x glioma (células NG108-15). Las membranas de dichas
células continen una poblacién homogénea de receptores opioides de tipo d (LAW y
col., 1983a) y la enzima adenilato ciclasa. En este tipo de células se ha encontrado que
los opioides inhiben de forma dosis-dependiente la actividad de la adenilato ciclasa y
que el efecto es revertido por la naloxona (KLEE y NIRENBERG, 1974; SHARMA y col.,
1975, 1977).

SHARMA y col (1975) y LAMPERT y col. (1976} demostraron que la
administracién crénica de opioides producia un aumento en la actividad de la adenilato
ciclasa de caracter compensatorio. Y dicho aumento es una consecuencia del cambio
en la proporcién de las formas activa e inactiva de la enzima mas que en la cantidad
total de la misma (WILKENING y NIRENBERG, 1980).

La administracién de naloxona a células tratadas crénicamente con morfina
produce un aumento rebote de la actividad de la adenilato ciclasa que ha sido
observado por varios autores (LAW y col., 1983a; GRIFFIN y col.,, 1983), pero no por
otros (WUSTER y col, 1983). Este efecto rebote en la respuesta, se debe
probablemente al grado de disociacion del agonista empleado, ya que la etorfina, que
se libera lentamente de los receptores, no produce este efecto cuando se anade
naloxona al medio (JOHNSON y FLEMING, 1989).

La adenilato ciclasa es activada e inactivada por dos proteinas fijadoras de GTP
conocidas como G, y G, (GRIFFINy col., 1985). Ambas proteinas son activadas por GTP
y por su analogo estable Gpp(NH)p.

El uso de la toxina pertasica ha permitido establecer que la inhibicién de la
adenilato ciclasa en las células NG108-15 ocurre a través de la proteina G; inhibitoria
(BURNS y col, 1983; COSTA y col, 1983; KUROSE y col, 1983). La actividad
guanosina-5-trifosfatasa (GTPasa) de la membrana de las células NG108-15 se ve

disminuida por el tratamiento prolongado con opicides (VACHON Yy col., 1885, 1987a,b).



21
También se ha observado tolerancia a los opioides en ofras lineas celulares
tumorales. En las células de neuroblastoma SHSYS5Y diferenciadas en neuronas, los
opiodes inhiben el efecto activador que tienen la prostaglandina PGE, y la forskolina
sobre ia actividad de la adenilato ciclasa (YU y SADEE, 1988). PUTTFARCCKEN vy col.
(1988) encontraron en las membranas de las células tumorales de pituitaria 7315¢ que
la inhibicién de la actividad de la adenilato ciclasa estaba mediada por receptores

opioides de tipo .

(b) Mas atencién se ha prestado a la posibiidad de que la tolerancia esté
asociada con la pérdida de receptores o con cambios en la afinidad de los mismos.
Aunque aun existiendo una amplia literatura sobre este aspecto no existe un modelo
claro.

Las primeras experiencias que postulaban la posibilidad de que cambios
cualitativos estuvieran asociados con fa tolerancia o la dependencia fueron hechas por
TAKEMOR! y col. (1973). Dichos autores calcularon la afinidad de la naloxona
comparandoia con la de la morfina y otros agonistas parciales in vivo mediante
determinaciones del pA,. Los célculos del pA, (-log de la concentracién de antagonista
que hace necesario multiplicar por dos la dosis de agonista para obtener un efecto
similar al que se iograria en ausencia de antagonista) fueron desarroliados por SCHILD
(1947). Sus célculos permiten asociar los valores del pA, con -log K, donde K; es la
constante de disociacion del antagonista. Es interesante destacar que, en las
condiciones en las gue el valor del pA, de la naloxona in vivo fue cambiado por
pretratamiento con morfina, no hubo induccién de tolerancia (TAKEMORI y col., 1973).
No obstante, TULANAY y TAKEMORI (1974a) sugirieron gue el aumento de eficacia de
la naloxona debida al pretratamiento con morfina podria ser un indicador del inicio y
desarrollo de la tolerancia a los narcéticos.

Mas tarde KITANO y TAKEMORI (1977), en cortes de estriado de ratdn,

encontraron que la exposicidn previa a la morfina producia un aumento de la afinidad
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de los receptores opioides por la naloxona. Se puede concluir, por tanto, que el
pretratamiento con morfina lleva a una disminucién en la afinidad de los receptores por
la morfina y a un aumento en la afinidad por la naloxona.

La exposicién crénica a la morfina indujo tolerancia y una disminucién de la
afinidad en los sitios de unién especifica de morfina-{*H] y etorfina-[*H] en cortes del
tronco cerebral (DAVIS y col,, 1975, 1979). La unién era gradualmente reversible con la
retirada del depésito de morfina. OISHI y col. (1983) identificaron dos sitios de union
para fa naloxona en cerebro de ratén. Y la implantacion de un depoésito de morfina
produjo una disminucién de afinidad del 50% para el sitio de baja afinidad sin cambios
en la unidon maxima.

Por el contrario SIVAM y col. (1982) no encontraron cambios en la afinidad
después de tratamientos agudos o crénicos con morfina, pero si un aumento en los
sitios de alta y baja afinidad. Otros autores han encontrado disminucién de la unién
maxima de radicligandos asociada con el tratamiento crénico sin modificaciones en la
afinidad {ROGERS y EL-FAKAHANY, 1986; STEECE y col, 1986).

TAQ y col. (1987) en un estudio exhaustivo concluyeron que aunque la
exposicion crénica a opioides produce pérdida de receptores no hay una relacion
directa entre el cambio en los receptores y la magnitud de la tolerancia.

Existe un gran nOmero de autores gue no han encontrado cambios en la unién
de ligandos marcados a consecuencia del tratamiento crénico con opioides (HOLLT y
col., 1975; RUBINI y col, 1982, PERRY y col, 1982; MATSUl y YAMAMOTO, 1984;
GEARY y WOOTEN, 1985).

Pero para complicar més la cuestion, también existen trabajos que postulan que
el tratamiento crénico con opicides produce un aumento de receptores (up-regulation)
(MOUDY y col., 1885, TEMPEL vy col., 1985; TEMPEL y col.,, 1986).

PORRECA y BURKS (1983) sugirieron que la tolerancia estd probablemente
relacionada con cambios en la cadena de efectos que acoplan el receptor con la

respuesta final. La disminucidn en la sensibilidad a sustancias inhibitorias (TAYLOR y
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col., 1988), el aumento de sensibilidad a sustancias excitatorias (JOHNSON y col., 1978}
y la falta de modificaciéon en la unién de la etorfina tritiada en ileon de cobayos
tolerantes a la morfina (COX y PADHYA, 1977) nos lleva a la conclusién de que la
tolerancia es el resultado de una adaptacion celular que debe ocurrir més allé del
receptor opioide, es decir, a nivel intraceiular.

Como conclusién podemos decir que los receptores opicides pueden sufrir tanto
up- como down-regulation, pero la falta de acuerdo en los estudios de unién de
radioligandos hacen pensar que la tolerancia y la dependencia no sélo se pueden

expliicar por cambios en la afinidad o densidad de los receptores.

(c) La hipbtesis de que los cambios adaptativos que aparecen en el potencial
de membrana podrian ser las bases de la tolerancia y la dependencia son una nueva
aproximacion al problema.

Eitratamiento cronico con morfina produce una depolarizacion parcial adaptativa
en células del plexc mientérico de cobayo, acercando el potencial de membrana al
umbral de excitacién (JOHNSON y col.,, 1978). La capacidad de los opiaceos para
inhibir las contracciones del musculo liso intestinal puede ser debido, al menos en parte,
a la hiperpolarizacion que producen en las neuronas de tipo S. Estudios
electrofisiologicos demuestran que la morfina inhibe la descarga de potenciales de
accién en las neuronas del plexo mientérico (SATO y col., 1973; DINGLEDINE vy col,,
1974, NORTH y WILLIAMS, 1877; KARRAS y NORTH, 1981). Aunque el tratamiento
agudo con opioides produce una hiperpolarizacidon de las células ganglionares, el
tratamiento crénico no modifica significativamente el potencial de membrana con
respecto a animailes controles. La adicién de naloxona a células tolerantes reduce el
potencial de membrana a valores mas bajos que los encontrados en situacion control
(JOHNSON y NORTH, 1980).

Se puede entender que el estado de excitabilidad celular es, en cada momento,

funcién del potencial de membrana y este es la suma de el potencial de reposo mas
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cualquier cambio inducido por un farmaceo o agente quimico (JOHNSON y NORTH,
19860). |

Sistema nervioso periférico.

La tolerancia y la dependencia inducida en animales de experimentacién por
tratamiento crénico con morfina son prevenidas por la administracion simultanea de
antagonistas opioides como la nalorfina, naltrexona o naloxona (ORAHOVATS y col,,
1953; YANO y TAKEMORI, 1977; BHARGAVA, 1978). Esto implica que la ocupacion del
receptor es un requisito imprescindible para el desarrollo de los fenbmenos de
tolerancia y dependencia. Para el estudio de estos fendmenos se han utilizado dos

tejidos fundamentaimente: el ileon de cobayo y el conducto deferente de ratén.

® Preparaciones de ileon de cobayo.

Probablemente el primer efecto opicide in vitro fue observado en el ileon de
cobayo. TRENDELENBURG (1917) observé que la morfina inhibia el reflejo peristattico
debido a que esta poseia receptores opioides. Los agonistas activos sobre receptores
1 ¥ &, que incluyen a los péeptidos naturales Met-encefalina y dinorfina, son capaces de
inhibir el reflejo peristaltico (VAN NUETEN y col., 1977, KROMER y col., 1982, DONERER
y LEMBECK, 1985}. Dicha inhibicion se debe producir en las neuronas mas que en las
céluias musculares, dado que las contracciones inducidas por la acetilcolina en el
musculo no son afectadas por la morfina (KOSTERLITZ y ROBINSON, 1958), mientras
gque son inhibidas las contracciones colinérgicas inducidas indirectamente por nicotina
(KOSTERLITZ y ROBINSON, 1958; GADDUM y PICARELLI, 1957; SCHAUMANN, 1955),
5-hidroxitriptamina (5-HT) (KOSTERLITZ y ROBINSON, 1958; GADDUM y PICARELLI,
1957) y neurotensina (HUIDOBRO-TORO y col., 1984).

Dado que eireflejo peristaltico era dificil de evaluar, se describié una preparacién
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de fibra longitudinal que respondia a diferentes estimulos contrayéndose como
consecuencia de la liberacién de acetilcolina provocada por las neuronas dei plexo
mientérico de Auerbach (PATON, 1957). Los agonistas opioides activos en receptores
de tipo p y « son eficaces en ia inhibicién de la transmisién colinérgica (HUTCHINSON
y col., 1975; LORD y col.,, 1977; GOLDSTEIN y col.,, 1979; KOSTERLITZ y col., 1980,
YOSHIMURA y col,, 1982; WARD y col., 1986).

Aungue se han demostrado la presencia de receptores de tipo 4 mediante el
estudio con radioligandos (LESLIE y col., 1980), estos no parecen importantes en el
efecto inhibitoric en preparaciones en bafio de érganos (GINTZLER y HYDE, 1984).

La transmisién de tipo no colinérgico también es inhibida por los opioides. Se
sabe ademé&s, que la estimulacién eléctrica de alta frecuencia (10 Hz) provoca
contracciones que probablemente estén mediadas por la liberacién de la sustancia P
(FRANCO vy col., 1979). Los opioides también inhiben la liberacién de la sustancia P
{(HOLZER, 1984) y reducen las contracciones inducidas por dicho péptido (GINTZLER
y SCALISI, 1982; BARTHO y col., 1982).

El plexo mientérico esta formado por una compleja red neuronal que controla
tanto las actividades del musculo longitudinal como del circular (FURNESS y COSTA,
1987). Los receptores opioides podrian estar localizados en diversos sitios: neuronas
sensoriales, interneuronas y neuronas motoras, o bien el las prolongaciones de las
neuronas externas a los ganglios mientéricos. Existen muchas evidencias de que los
receptores involucrados en la inhibicién de la contracciones colinérgicas del misculo
longitudinal estan localizados en las neuronas motoras. Un dato que apoya esta
hipétesis es que dichas contracciones no son afectadas por el bioqueante ganglionar
hexametonio, ni por 1a 5-HT que disminuye la transmisién excitatoria a las neuronas
mientéricas (DINGLEDINE y GOLDSTEIN, 1976; GALLIGAN y col., 1988). En segundo
lugar, la inhibicién producida por la morfina no se anula por el tratamiento con

hexametonio o 5-HT, lo que indica que la morfina no actia inhibiendo la liberacién de
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un neurotransmisor de forma intraganglionar. Y en tercer lugar, la inhibicion no es
afectada por antagonistas de receptores a- o B-adrenérgicos (KOSTERLITZ y WATT,
1968} o por tratamiento con 6-hidroxidopamina (WARD y TAKEMORI, 1976b, FERRI y
col., 1977), lo que deja claro que la morfina no actoa liberando la noradrenalina presente

en los nervios extrinsecos que inervan los ganglios mientéricos.

® Mecanismos celulares de la inhibicién opioide en el ileon.

Los opioides pueden inhibir la liberacién de neurotransmisores excitatorios por
dos mecanismos bésicamente. Pueden actuar en el mecanismo de liberacion
propiamente dicho, disminuyendo la liberacion de acetilcolina que ocurre en cada
potencial de accidn (PATON, 1957, SCHAUMANN, 1957, PATON y ZAR, 1968) y

pueden, en segundo lugar, reducir la excitabilidad de las neuronas motoras.

Utilizando la técnica de registro con electrodos extracelulares, se ha llegado a
conocer que la morfina inhibe la descarga de potenciales de accién en neuronas
mientéricas {SATO y col.,, 1973; DINGLEDINE y col., 1974; NORTH y WILLIAMS, 1977,
KARRAS y NORTH, 1981). Dado que la inhibicién persiste ain cuando la transmision
ganglionar ha sido bloqueada, DIGLENDINE y GOLDSTEIN (1975, 1976) han postulado
una accidn directa de la morfina sobre la excitabilidad neuronal. Los agonistas que
actlan sobre receptores u hiperpolarizan la membrana celular y producen un aumento
de la conductancia para el K* (MORITA y NORTH, 1982, SUPRENANT y NORTH, 1985).
Dicha hiperpolarizacién se da fundamentalmente en las neuronas de tipe S (NORTH y
TONiINI, 1977; NORTH y col., 1979; MORITA y NORTH, 1982; JOHNSON y col., 1987¢).

El mecanismo por el que los agonistas de tipo « inhiben las contracciones
mediadas por los nervios colineérgicos es mas oscuro. Dichos agonistas no afectan el
potencial de reposo, pero disminuyen la corriente de entrada de calcio en las neuronas

de tipo AH (CHERUBINI y NORTH, 1985).
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Los mecanismos bioquimicos intracelulares que regulan la accién inhibitoria de
los agonistas u y « en las neuronas mientéricas y la de los agonistas del receptor é en
las neuronas submucosas estan aln por conocerse. Muchas receptares hormonales y
de neurotransmisores estan acoplados a las proteinas G como un primer paso en la
transduccion del efecto farmacolégico (RODBELL, 1980; GRAZIANO y GILMAN, 1987,
GILMAN, 1987; CASEY y GIlLMAN, 1988),

Para el estudio del acoplamiento con las proteinas G se han mostrado eficaces
dos toxinas: la pertisica y la colérica. La toxina pertisica ha sido empleada
frecuentemente para estudiar el papel de las proteinas G en la transduccién (Ul, 1984).
Esta toxina cataliza el paso de ADP-ribosa a diversos tipos de proteinas G. Después de
la ribosilacién, las proteinas G son inactivas como fransductoras de sefales
intracelulares.

En el ileon los resultados obtenidos con la toxina son contradictorios. Por una
parte COLLIER y col. (1983) y LUX y SCHULZ (1986) pusieron de manifiesto que el
pretratamiento de los cobayos con ia toxina pertisica no afteraba el efecto depresor de
la normorfina sobre la contraccién del masculo longitudinal. Pero por otra parte TUCKER
(1984) y LUJAN y col. (1984) encontraron que los efectos inhibitorios eran prevenidos
después de tratamiento con la toxina.

Aln asi, se han obtenido experiencias mas concluyentes que ponen de
manifiesto la relacién de las proteinas G con la accidn de los opioides en el ileon
mediante registros electrofisioloégicaos de las neuronas del plexa submucoso. La
hiperpolarizacién de esas neuronas por agonistas d se prolongaba por la inyeccién
intracelular de un anélogo no hidrolizable del GTP (NORTH y col., 1987) y dicha
hiperpolarizacion era prevenida por fa inyeccidén intracelular de la toxina o por el
tratamiento de los tejidos con ia misma

El AMPc se ha considerado como un mensajero intracelular de las respuestas
mediadas por la unién de los opioides a sus receptores (COLLIER y ROY, 19874,
COLLIER, 1980; SCHRAMM y SELINGER, 1984; WORLEY y col., 1987; NEHER, 1988).
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JEITNER y COSTA (1989) han demostrado que la morfina inhibe la actividad de la
adenilato ciclasa que se encuentra presente en el ileon. La hiperpolarizacién de las
neuronas mientéricas producida por el agonistau {D-Ala? N-Me-Phe*, Gly®-ol)-encefalina
(DAMGO) no es afectada por la forskolina, dibutiri AMPc o isobutilmetilxantina
(JOHNSON y col, 1989a). Aunque la teofilina y la isobutilmetilxantina (inhibidores de la
fosfodiesterasa) previenen los efectos inhibitorios de la morfina sobre la contracciéon
inducida por acetilcolina (SAWYNOK y JHAMADANDAS, 1976, 1979), los inhibidores de
la fosfodiesterasa diferentes de las xantinas no los previenen. Estos mismos autores
sugirieron que las acciones de la teofilina y de la isobutiimetilxantina no estaban
relacionadas con la inhibicién de la fosfodiesterasa pero posiblemente lo estuvieran con
la mobilizacién de Ca**.

Ninguno de los experimentos anteriores apoya laidea de que los efectos agudos
de los opicides sobre la neurotransmision y la excitabilidad en el ileon estan mediados

por la disminucion intracelular de AMPc.

En la preparaciones FL-PM procedentes de cobayos tratados con morfina y
mantenidas en solucién conteniendo opioides, la naloxona provoca una fuerte
contraccion del miasculo que no se observa en las preparaciones de los animales
control (SCHULZ y HERZ, 1976).

La contraccién es debida a una liberacidn brusca del agonista de su receptor y es
empleada como un indice de dependencia. Dicha contraccion es bloqueada por
tetrodotoxina (FREDERICKSON y col,, 1976), indicando que la excitacién de! musculo
es una consecuencia indirecta de la descarga de potenciales en las neuronas
mientéricas. La contraccén también es disminuida o abolida por atropina (SCHULZ y
HERZ, 1976), lo que indica que es debida a la liberacion de acetilcolina procedente de
las neuronas motoras que inervan el muscuio longitudinal. Tampoco se ve afectada la
contraccion por el hexametonio. Asi pues, se puede decir gue la transmisién colinérgica

intraganglionica, no interviene en la expresiéon de la dependencia.
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Ademas de la acetilcolina, también la sustancia P se ha implicado en esta
respuesta contractil. Parte de la respuesta contractil inducida por naloxona es resistente
a la hioscina y es reducida o abolida después de la de la desensibilizacién del masculo
liso a la sustancia P (GINTZLER, 1980; TSOU y col,, 1982), o después del tratamiento
con un antagonista de la sustancia P (TSOU y col,, 1985). Un trabajo reciente ha
mostrado que por inmunoreactividad la sustancia P esta implicada en la contraccién que
ocurre en el plexo durante el sindrome de abstinencia (WANG y TSOU, 1989). Las
neuronas mientéricas que inervan el mosculo circular también se activan durante la
respuesta de abstinencia (JOHNSON y col., 1989b). Esta respuesta, tal y como ocurre
en el muasculo longitudinal, es disminuida o abolida por tetrodotoxina y hioscina. Tal
hecho demuestra que la acetilcolina esta implicada en la excitacion de la musculatura
circular del ileon.

Las preparaciones de plexo submucoso tratadas durante cinco dias con el
agonista 6 DADLE no muestran ninguna contraccién después de la administraciéon de
naloxona (VINAYEK y col,, 1985). En ofras especies, como ocurre en la rata, la
mucosa esté impilicada en el sindrome de abstinencia (COUPAR, 1987). No sélo se
observan signos de dependencia en el ileon cuando se trata éste con naloxona, sino
cuando se elimina el opioide de sus receptores de forma gradual por lavados repetidos
de los tejidos con una solucién libre de opiocides. Ocurren contracciones fasicas muy
marcadas tanto en el masculo longitudinal como en el circular. Después de que la
morfina ha sido eliminada las contracciones que siguen son bien aparentes, lo que
indica que ios cambios celulares asociados con la dependencia persisten in vitro
durante al menos varias horas (JOHNSON y col,, 1987a). Bajo esas condiciones, el ileon
muesira hipersensibilidd a cualquier agente o procedimiento que produzca
contracciones colinérgicas del mosculo longitudinal. También las contracciones
neurogénicas producidas por el aumento de la concentracion de K* extracelular
(JOHNSON y col., 1978) o por estimulacién eléctrica (SCHULZ y CARTWRIGHT, 1974;
JOHNSON vy col, 1978, COX, 1979) de las neuronas mientéricas estan
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significativamente aumentadas. Las contraccioes producidas por la administracion
directa de acetilcolina sobre el muscuio no cambian, fo que indica que los mecanismos
de la subsensibilidad inespecifica estan localizados en las neuronas del plexo
mientérico.

Se ha podido inducir dependencia en el ileon incubando las prepraciones
procedentes de cobayos control con opioides i vitro. LUJAN y RODRIGUEZ (1981) han
demostrado que la incubacién durante 30 minutos con normorfina es suficiente para
gue la naloxona induzca una contraccion en el fleon. Como esa contraccion no se ha
visto afectada por atropina, pero se ha reducido con antagonistas de la sustancia P, se
ha propuesto a dicha sustancia como el mediador principa! de la respuesta contractil

de abstinencia.

Podemos concluir, que los experimentos in vitro aportan dos avances en la
comprension del fenomeno de la dependencia. Por un lado, que los mecanismos
celulares capaces de desarrollar dependencia residen en el plexo mientérico,
independientemente del SNGC, y por otro, que estos se inician muy rapidamente
después de la ocupacién de los receptores opiodes. Esto estd de acuerdo con la
observacién de que la naloxona produce contracciones en el ileon extraido a las dos
horas de una sdla inyeccion de morfina (CHAHL y THORNTON, 1987, CHAHL, 1988).

Los estudios que han abordado los mecanimsos celulares de la dependencia
en el ileon, muestran que después del sindrome de abstinencia hay una
hipersensibilidad a los efectos excitatorios de la 5-HT. Se ha propuesto que la
hipersensibilidad en el ileon resulta de un incremento adaptativo en el nimero de
receptores de 5-HT. Pero no sélo la 5-HT es capaz de desarrollar hipersensibilidad en
las neuronas entéricas. También se han encontrado hipersensibilidad para la PGE,
(SCHULZ y HERZ, 1976), la nicotina (JOHNSON y col., 1978), la estimulacién eléctrica
(SCHULZ y CARTWRIGHT, 1974, JOHNSON y col, 1978, COX, 1979) y el K*
(JOHNSON vy col., 1978).
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Mediante registros intracelulares de las neuronas entéricas se ha demostrado
que existe una depolarizacion durante el sindrome de abstinencia desencadenado por
naloxona (JOHNSON y col., 1987¢). De los dos tipos de neuronas mientéricas definidas
electrofisiolégicamente (S y AH) (HIRST y col., 1974), sélo las S son afectadas por el
sindrome de abstinencia, siendo algunas de ellas interneuronas y otras neuronas
motoras. Pero el mecanismo que dirige este proceso no esta aclarado. En muchas
neuronas la magnitud de la depolarizacidbn disminuye cuando la transmision es
bloqueada por disminucién de la concentracién extracelular de Ca** (JOHNSON y col,,
1987b). Esto sugiere que la depolarizacién se deberia en parte a la liberacién de
neurotransmisores excitatorios que producen depolarizaciones lentas en las neuronas
S (JOHNSON y col,, 1980; BORNSTEIN y col., 1984). Una explicacion alternativa seria
que la depolarizaciéon podria estar producida por un proceso dependiente de Ca**
intrinseco a la neurona empalada. La depolarizacién que ocurre no estd asociada a
cambios en la conductancia de la membrana, por i0 que se puede deducir que se
genera en lugares distantes al soma. Es posible que la depolarizacién ocurra como
consecuencia del funcionamiento de bombas idnicas dependientes de energia pero la
importancia de estas en el control del potencial de membrana en el plexo mientérico no

se ha estudiado en detalle.

Oftra de las "herramientas" quimicas que se han empleado para el estudio de los
mecanismos celulares de la dependencia han sido las toxinas colérica y pertasica. La
toxina pertisica administrada a los cobayos evita la contraccién inducida por naloxona
en las preparaciones FL-PM procedentes de animales tratados crénicamente con el
agonista y fentanilo y por tanto impide el desarrolio de dependencia (LUX y SCHULZ,
1986). Los mismos resultados se han obtenido cuando se anade la toxina pertusica in
vitro a preparaciones FL-PM icubadas con normorfina (COLLIER y col., 1983).

Desafortunadamente, estas observaciones son dificiles de interpretar debido a

la falta de acuerdo de los efectos de la toxina pertisica en las acciones agudas de los
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opioides.

Las preparaciones FL-PM procedentes de cobayos tratados crénicamente con
fentanilo e incubadas con la toxina colérica, presentan una disminucion en la respuesta
contractil inducida por naloxona. También resulta reducida la contraccién inducida en
prepatraciones control por la 5-HT, la neurotensina y la PGE,.

También las prostaglandinas (PG) parecen jugar un papel en el fenémeno de la
dependencia ya que la indometacina, un inhibidor de la sintesis de PG, redujo la

contraccién caracteristica de abstinencia en el ileon (M.A. JOHNSON y col., 1988).

La tolerancia que se observa después del tratamiento prolongado de los
cobayos con morfina consta, al menos, de dos componentes. Un componente gue se
manifiesta antes de la induccién de abstinencia, que es importante en cuanto a grado
de tolerancia y que se pierde en minutos u horas después de la retirada del opioide del
receptor. El segundo componente de la tolerancia es mas modesto en su grado y
desaparece mas lentamente al cabo de unos dias, siendo inespecifico. Dado que los
intervalos de la desaparicion de ia tolerancia especifica e inespecifica son diferentes, se
puede pensar que el desarrollo de ambas también tenga periodos diferentes. De hecho
algunos estudios han demostrado tolerancia en la prepracién FL-PM después de una
anica inyeccién de morfina (WARD y TAKEMORI, 1976a) o después de la incubacién de
las preparaciones FL-PM procedentes de cobayos control con morfina (SCHAUMANN,
1955, SHOHAM y WEINSTOCK, 1974; ALDUNATE y col., 1975; HAMMOND y col., 1976;
OPMEER y VAN REE, 1978; REZVANI y col., 1983; ALGUACIL y col., 1987). REZVANI
y col. (1983), que estudiaron el desarrollo y especificidad de la tolerancia con cierto
detalle, llegaron a la conclusién de que un periodo de exposicién de 4 horas era
suficiente para promover los cambios que llevan a la tolerancia especifica pero no para
la toleranca inespecifica.

La tolerancia se ha estudiado siguiendo los mismos métodos empleados para

el estudio de Ia dependencia. Este fenémeno decae rapidamente (2-3 horas) despues
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de la comprobacién de dependencia en el tejido (SCHULZ y HERZ, 1976; COX, 1978)
y es ademas relativamente selectivo para el opioide empleado. Aun asi, se mantiene un
grado bajo de tolerancia que tarda en desaparecer algunos dias (COX, 1978, SCHULZ
y col., 1974). Mientras que la tolerancia que se observa antes de la induccitn de la
respuesta de abstinencia es relativamente especifica, después del mismo, dicha
tolerancia no s6lo se manifiesta para ia morfina y otros agonistas p sino también para
sustancias como la adrenalina (GOLDSTEIN y SCHULZ, 1973; GILLAN y col.,, 1879),
noradrenalina (WARD y TAKEMORI, 1976b), clonidina (GILLAN y col., 1979; TAYLORy
col., 1988a), dopamina (GOLDSTEIN y SCHULZ, 1973), 2-cloroadenosina (TAYLOR y
col., 1988a), ATP (GILLAN y col., 1979), e incluso para el etanol (MAYER y col., 1980).
Estos hallazgos son explicables en términos de eficacia intrinseca de cada agonista y
de densidad de receptores. La no especificidad de la tolerancia sugiere una adaptacion
celular méas alla del receptor. CHAVKIN y GOLDSTEIN (1984) y PORRECA y BURKS
(1983), estudiaron la tolerancia en preparaciones FL-PM aisladas de cobayos tratados
crénicamente con morfina e incubadas en solucion libre de morfina y ademas sometida
a varios lavados. Al cabo de una hora el agente alquilante irreversible de los receptores
opioides B-clornaltrexamina, se mostré mas potente en reducir el efecto inhibitoric
maximo en las preparaciones tolerantes que en las controles. Esto implica que ocurre
bien una disminucién en la fraccién de receptores de reserva o una disminucién en la
efectividad del mecanismo intracelular que une el receptor opioide con la accién
inhibitoria de la morfina.

En las preparaciones de ileon no se han encontrade cambios en el nimero o
afinidad de los sitios de union para los opicides (RUBINI y col., 1982). Una dificultad
para este tipo de estudios es que la unién se determina después de que el agonista
que induce la tolerancia haya sido desaiojado de su receptor. Debido a que la tolerancia
selectiva desaparece réapidamente después del sindrome de abstinencia, los receptores
deberian reverir rapidamente a su estado normal. Como quiera que séa, esto no ocurre

y se piensa que la tolerancia se debe a un desacopiamiento entre el receptor opiodie
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y su sistema efector intracelular {RUBINI y col., 1982). Hasta el momento esos sistemas
no han sido descubiertos.

Agonistas que actian en diferentes receptores pueden tener mensajeros
intracelulares comunes (NEHER, 1988; NICOLL, 1988). Por ello una alteracion en el
efector intracelular unido al receptor ¢ puede dar lugar a tolerancia cruzada con otros
agonistas. El agonista a,-adrenérgico clonidina, por ejemplo, tiene similares efectos
sobre las neuronas S que la morfina. Produce una hiperpolarizacién asociada con un
aumento de la conductancia para el K* (SUPRENANT y NORT, 1985). Si los receptores
Uy a, estan unidos a los mismos canales de K* a través de un efector comidn, una
alteracién en la via coman podria resultar en tolerancia para las dos sustancias.

Un mecanismo alternativo para la tolerancia inespecifica asume que el sitio de
reconocimiento del opioide y su efecto intracelular no se aiteran en el ileon tolerante.
Aun asi, las neuronas son hiperexcitables después del sindrome de abstinencia, en

parte debido a una depolarizacion de la membrana (JOHNSON y col.,, 1987b).

e Conducto deferenie de raton.

El conducto deferente de ratdn es otra de las preparaciones mas utilizadas para
el estudio de los opioides. En él existen receptores opicides de tipo u, ¢ y x a través
de los cuales se inhiben las contracciones inducidas por noradrenalina. Mediante
estimulo eléctrico se desencadenan contracciones que son inhibidas por fentolamina
y bretilio pero no por hioscina, lo que demuestra que el neurotransmisor implicado es
la noradrenalina. La constante de disociacion para la naloxona es similar ala encontrada
en la preparacién de ileon, lo que apoya ia idea de que los receptores implicados son
del mismo tipo (HENDERSON y col., 1972; WATERFIELD y col., 1977).

Al contrario de lo que ocurre en la prepracion de ileon, en el conducto deferente
de ratones tratados crénicamente con morfina, la naloxona no desencadena contractura

muscular en la preparacion (VARGAS y col., 1987).
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Sistema nerviosg centrai.

En el SNC las acciones mas importantes de los opidceos estan producidas
fundamentalmente por inhibicion de ciertas neuronas (NORTH, 1979; NICOLLL, 1882,
FRENCH y WILLIAMS, 1989). Existen pocos autores que hayan investigado las acciones
crénicas de los opioides en la excitacién de neuronas aisladas. Las estructuras méas
estudiadas han sido la médula espinal, las células del ganglio dorsal cervical, el focus

coeruleus, el hipocampo, el estriado y Ia corteza.

® Médula espinal.

En experiencias in vivo en las células del asta dorsal de la médula se ha
enconirado tolerancia al efecto de la morfina en registros extracelulares de los
potenciales de accién en gatos (JOHNSON y DUGGAN, 1881a). En Ja médula, los
receptores opiocides estan mas concentrados en la sustancia gelatinosa, resultando
disminuida la excitabilidad de las fibras amielinicas preferentemente por la
administracién de morfina.

HENDRY y col. (1887) han identificado un factor neurotréfico en la médula de
ratas morfino-dependientes y han sugerido que podria estar producido como una
respuesta a la interrupcién cronica de la neurotransmisién por la moifina.

También se produce el fendmeno de dependencia en la médula espinal,
manifestado por un aumento de la respuesta a la estimulacion eléctrica después de la
administracion de naloxona (JOHNSON y DUGGAN, 1984).

Se han hecho estudios in vitro en cultivos de médula fetal de ratén y ganglio
dorsal. En los mismos la estimulaciéon eléctrica genera una respuesta debida a un
conjunto de neuronas. La morfina y los péptidos opioides causan una disminucion
estereoselectiva y antagonizada por la naloxona de la respuesta de dichas neuronas

(CRAIN y col., 1877, 1978). Registros de la actividad eléctrica intracelular han mostrado
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que los opioides disminuyen la duracién de los potenciales de accién calcio
dependientes en los somas neuronales del ganglio dorsal (CHALAZONITIS y CRAIN,
1986; CRAIN, 1988} y que los receptores implicados estan acoplados a una proteina G
inhibitoria. Este Gltimo hecho se ha comprobado porque el tratamiento con la toxina
pertlsica disminuia el efecto depresor de la morfina (CRAIN y col., 1987).

GREGA y col. (1987) han demostrado que diferentes mecanismos efectores
intracelulares pueden converger en el mismo canal idnico. La inhibicién de la adenilato
ciclasa que produce la morfina en el ganglio dorsal estd mediada por receptores de tipo
x, resultando ineficaces los agonistas de tipo p (ATTALI y col., 1989). Cuando los
cultivos se mantienen en presencia de morfina durante varios dias se desarrolla
tolerancia y dependencia. El pretratamiento concomitante con naloxona impide la
aparicién las acciones crénicas de la morfina, lo que demuestra que Ja ocupacién de
receptor es un requisito imprescindible para el desarrollo de los cambios adaptativos
(CRAIN y col., 1979). Ademas de los opioides, otras sustancias que incluyen la 5-HT,
noradrenalina, carbacol, anestésicos locales y alcohol también inhiben la respuesta de
los cultivos de ganglio dorsal, lo que implicaria que otros receptores no opicides
podrian estar relacionados con la tolerancia (CRAIN y col.,, 1982).

Existe otra preparacion del ganglio dorsal con células disociadas,; en elia los
agonistas opioides u y ¢ disminuyen la duracién del potencial de accién de Ca** por
activacion de la conductancia para el K* (WERZ y MACDONALD, 1985), mientras que
los agonistas « inhiben directamente la corriente de entrada de Ca** (GROSS y
MACDONALD, 1987).

También se ha encontrado toleranciay dependencia en cortes de médula espinal

(YOSHIMURA y NORTH, 1983).

® jocus coeruleus.

Es un nuacleo compacto que tiene mas de la mitad del contenido de
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noradrenalina de cerebro y que emite proyecciones a otras muchas areas cerebrales
(SWANSON y HARTMAN, 1975; FOOTE Yy col., 1983). Se le ha relacionado con muchas
de las manifestaciones del sindrome de abstinencia (REDMOND y KRISTAL, 1984,
GRANT y col., 1988).

PEPPER y HENDERSON (1980) encontraron que la aplicacién aguda de opioides
causaba una hiperpolarizacién dependiente de la concentracién en cortes de cerebro,
que corttenian el Jocus coeruleus. Esto ha permitido la realizacion de curvas dosis-
respuesta para diferentes agonistas, llegandose a la conclusién de que el receptor
implicado en esta hiperpolarizacion es el p (WILLIAMS y NORTH, 1984).
Simultaneamente a la hiperpolarizacién aumenta la conductancia para el K*, resultado
que se ha visto para agonistas de tipo 4 mediante la técnica de parches de membrana
(patch clamp) (MIYAKE y col,, 1989),

CHRISTIE y col. (1987) han encontrado que la tolerancia en cortes del locus
coeruleus es especifica para los agonistas y y que la misma permanece sin alterar
varias horas después del sindrome de abstinencia.

También se desarrolla tolerancia al efecto inhibidor de la morfina sobre la
frecuencia de disparo de los potenciales de accidén neuronales (AGHAJANIAN, 1978).
La administracién de naloxona produce un aumento de la frecuencia de disparo en las
neuronas del locus coerufeus después de un tratamiento crénico con morfina tanto in

vivo como in vitro, y esto se ha tomado como un indicative de dependencia.

Los experimentos in vivo no indican si la hiperexcitabilidad que ocurre durante
la abstinencia se inicia en {as neurcnas del focus coerufeus o se produce indirectamente
como resuitado de una excitaciéon de las aferencias de entrada. Gracias a los
experimentos de ANDRADE y col. (1983), que emplearon la técnica de disrupcién de
aferencia al focus coeruleus in vitro, se puede concluir que este no es la diana para los
cambios que ocurren en la dependencia, ya que la naloxona no es capaz de generar

el aumento de la frecuencia de disparo de las neuronas que se habia visto en las



experiencias in vivo.

¢ Hipocampo.

Se encuentra en esta estructura una excepcién a la regla general de que los
opicides inhiben el disparo de las neuronas (NORTH, 1979; DUGGAN y NORTH, 1983).
Los opioides excitan las células piramidales del hipocampo mediante una inhibicién de
vias inhibitorias que contactan con las células piramidales (MASUKAWA y PRINCE,
1982; NICOLL, 1982), Dicha excitacién es revertida por naloxona y esta mediada por
receptores 1 y 3 (DUNWIDDIE y col.,, 1987).

Se han demostrado fendémenos de tolerancia y dependencia en el hipocampo
(GAHWILER, 1981; ROBINSON y col., 1982; ZIEGLGANSBERGER y col., 1982).

CORRIGALL y col. (1981) encontraron que la magnitud de la tolerancia era
similar en cories tolerantes a ia morfina e incubados con 0.2 uM de morfina o en

solucién libre de morfina durante al menos una hora.

@ Estriado.

Como en muchas otras areas cerebrales, los opioides también disminuyen la
descarga de potenciales de accion registrados extraceluiarmente en neuronas de
estriado (ZIEGLGANSBERGER y FRY, 1976; FREDERICKSON y NORRIS, 1976; FRY y
col., 1980a) pero la naloxona no antagoniza ese efecto (PERKINS y STONE, 1980).

Los mecanismos que determinan esa disminucién de disparo neuronal no han
sido determinados, pero se ha encontrado que los opioides son capaces de disminuir
la actividad de la adenilato ciclasa, o la produccion de AMPc, en el estriado (LAW y col.,
1981); KELLY y NAHORSKI, 1986; CHILDERS, 1988). La inhibicién de la enzima
depende de GTP y se puede impedir por el tratamiento con la toxina pertasica (ABOOD

y col., 1985, CHILDERS, 1988), lo que sugiere que la inhibicién de la adenilato ciclasa
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se produce por el acoplamiento de los receptores opioides con la proteina G; inhibitoria.

Resulta dificil medir la tolerancia y la dependencia en estudios electrofisioldgicos.
Asi, en el estriado, la aplicacién de morfina produce una disminucién de la frecuencia
de disparo en la mitad de las neuronas procedentes de ratas control, mientras que en
las que proceden de ratas tratadas con morfina, la mayoria de las neuronas no
responden alamortfina (ZIEGLGANSBERGERY FRY, 1976). La proporcién de neuronas
que se excitan por la aplicacion microelectroforética de naloxona es mayor en las ratas
tratadas con morfina que en las ratas control (FRY y col., 1980b). Esta excitacion se

considera como un signo de abstinencia.
® Corteza.

La mayoria de los estudios de los efectos de los opioides sobre las neuronas
corticales se han hecho con electrodos exiracelulares en animales anestesiados. La
administracién microelectroforética de motfina o encefalinas produce una disminucién
de la frecuencia de disparo de las neuronas de la corteza que es antagonizada por
naloxona (SATOH y col.,, 1974, 1975, 19763; FFIEDEFHKSON y NORRIS, 1976; PALMER
y col., 1978).

Los registros eléctricos intracelulares en cortes de corteza revelan que el DADLE
no altera el potencial de membrana pero disminuye el potencial postsinaptico excitatorio
inducido por estimulacién eléctrica o por aferencias neuronales (SUTOR y
ZIEGLGANSBERGER, 1984).

El tratamiento crénico con morfina evita su efecto inhibitorio sobre el disparo
neuronal, io que representa un signo de tolerancia (SATOH y col., 1974, 1975, 1976b).
Pero existen dificultades para interpretar estos resulftados, pues el esquema del
tratamiento crénico mantiene unos niveles de morfina circulantes qu'e podrian evitar la

accioén de la morfina aplicada electroforéticamente.
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Para investigar si el tratamiento crénico con morfina inducia signos de
abstinencia, FRY y col. (1978, 1980a,b) compararon el efecto de la naloxona en ratas
control y tratadas crénicamente con morfina. En las ratas pretratadas, la administracion
microelectroforética de naloxona causé un aumerto en la excitacion producida por el
I-glutamato en 6 de 17 neuronas estudiadas. En los animales controles, la excitacién por
naloxona se observé s6lo en una de las doce células estudiadas.

La hiperexcitabilidad de las neuronas corticales se ha demostrado por la
aplicacion de |-glutamato a neuronas procedentes de animales control y pretratados
crénicamente con morfina; resultando en las segundas una hipersensibilidad al i-
glutamato. Esta hipersensibilidad era inespecifica ya que la acetilcolina producia los
mismos efectos de aumento de la frecuencia de disparo neuronal. Por ello estos autores
han propuesto que los cambios adaptativos deben ocurrir mas alld del nivel del
receptor, resultando un mecanismo similar al ya visto para el caso de las neuronas del

plexo mientérico procedentes de cobayos tolerantes ala morfina (SATOH y col., 1976b).

Alteraciones en los sistemas de neurotransmisores.

¢ Encefalinas.

Durante ia administracion crénica de opiocides se pueden producir déficits de
opioides endégenos por un mecanismo de autorregulacién. Dichos déficits pueden
contribuir a los signos agudos o prolongados de abstinencia. Si la tolerancia se
produjera en los autorreceptores, deberia aumentar la liberacién de encefalinas después
de la interrupcién de ia administracién de opiocides.

SIMANTOV y SNYDER (1976) demostraron que la administracién aguda de
morfina aumentaba las encefalinas en un 25 % y la administracién durante 5 dias
doblaba el porcentaje. De cualquier manera, no se encontraron modificaciones de los

niveles de encefalinas en estudios posteriores (CHILDERS y col., 1977; SHANI y col.,
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1979).

Efectos similares a los producidos por los agonistas opiaceos se encuentran al
disminuir la actividad encefalinasa (SIMMONS y RITZMANN, 1980; MILLER y col., 1977,
ROQUES y col. 1980; MARTIN y VOIGHT, 1982; DE LA BAUME y col 1982). La
administracién crénica de morfina aumenta la afinidad de las encefalinasas en un 59 %
(MALFROY vy col,, 1978).

La aprotinina, un inhibidor de peptidasas, disminuye los signos que se desencadenan
por la naloxona en ratas tratadas crénicamente con morfina. Y una mezcia de aprotinina
y bacitracina {otro inhibidor de peptidasas) anula por completo el sindrome de

abstinencia (PINSKY y col,, 1982).

e Acetilcolina.

El tratamiento con opicides aumenta los niveles de ACh cerebrales mostrando
tolerancia al tratamiento crénico (GIARMAN y PEPEU, 1962; HANO y col,, 1964; HOWES
y col, 1970; LARGE y MILTON, 1970; SHARKAW), 1972; DOMINO y WILSON, 1973,
JHAMANDAS y SUTAK, 1980). Durante el sindrome de abstinancia aumenta el recambio
de ACh. Los antagonistas colinérgicos aumentan la severidad de! sindrome de
abstinencia, mientras que los antagonistas muscarinicos y nicotinicos atendan algunos
aspectos de sindrome (MARTIN y EADES, 1967; BHARGAVA y WAY, 1972, VAZQUEZ
y col., 1974).

¢ Acido y-aminobutirico (GABA).

Tanto la administracién de 8-endorfina como de morfina aumentan los niveles de
GABA en el globus pallidus (MORONI y col., 1978). La tolerancia a la morfina esta
asociada con un aumento del nimero de sitios de union para el GABA en la médula
espinal, diencéfaio, estriado y cerebelo, pero el sihdrome de abstinencia

desencadenado por naloxona no modifica fos sifios de unién (SIVAM y col., 1981, 1982).
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La bicucuiina no previene el sindrome de abstinencia, pero si lo hace la
picrotoxina y el diazepam a dosis sedativas (HYNES y col., 1980). Clinicamente ambos,
el diazepam y el baclofen, un anélogo del GABA que tiene efectos agonistas y
antagonistas GABA, disminuyen la severidad del sindrome de abstinencia en humanos
{LITT y col,, 1971, JAFFE y col.,, 1882),

Las interacciones GABA-opioides son complicadas y mas si se tiene en cuenta
que la naloxona a dosis altas actia como antagonista gabaérgico (GUMULKA y col,

1979: DINGLEDINE y col., 1978).

e S-hidroxitriptamina.

El aumento de la velocidad de recambio (turnover) y de la sintesis de 5-HT en
animales tratados de forma aguda y crénica con morfina determina una relacién entre
el sistema y las acciones de los opioides, aungque en relacion con la tolerancia y la
dependencia, los resultados no son definitivos.

La administracion intraventricular de 5,6-dihidroxitriptamina (DHT) {destructor de
las neuronas serotoninérgicas), disminuye los signos de tolerancia y dependencia (HO
y col., 1973).

La para-clorofenilamina {inhibidor de la sintesis de serotonina) junto con otros
antagonistas de serotonina produce similares efectos en algunos (HO y col., 1972,
CERVO y col. 1981) pero no en todos los estudios (CHENEY y GOLDSTEIN, 1971a;
CHENEY y col, 1971).

Las alteraciones que ocurren en el sistema serotoninérgico pueden estar
asociadas con las que acontecen en el sistema noradrenérgico por las uniones
anatdmicas y fisiolbgicas que existen entre los nicleos del rafe (serotoninérgicos) y el
locus coeruleus (noradrenérgico) (SVENSSON y col.,, 1975; GALLAGER y AGHAJANIAN,
1976, PICKEL y col., 1977, SEGAL, 1979, BARABAN y AGHAJANIAN, 1980, 1981,
McRAE-DEGUERCE y col., 1982).
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¢ Dopamina.

Los opioides actGan sobre las neuronas dopaminérgicas a través de receptores
opioides (SCHWARTZ y col. 1978). Pero estas no responden de forma homogénea a
la administracién de opioides. Resuttando aumentado el recambio de dopamina en los
sistemas mesolimbico y nigro-estriatal y disminuido en los sistemas tuberoinfundibular
y cortical (CLOUET y RATNER, 1970; KUSCHINSKY y HORNYKIEWICZ, 1974;
MOLEMAN y BRUINELS, 1976; BIGGIO y col., 1978; PERSSON, 1979; DEYO y col.
1979).

La L-DOPA, la apomorfina, y la anfetamina, que aumentan la actividad
dopaminérgica, incremantan el sindrome de abstinencia opioide. Y los antagonistas,
como el haloperidol, lo disminuyen (LAL y col. 1978; GIANUTSOS y col.,, 1974; HYNES
y col. 1978). Los signos que son disminuidos en ratén por estos antagonistas son el
salto, la rumia, el retorcimiento y la agresion.

El hecho de que sdlo algunos signos de comportamiento se vean afectados
sugiere que la dopamina tiene el papel modulador pero no primario en el sindrome de
abstinencia.

Muchos de los métodos que habian implicado a mecanismos dopaminérgicos
no fueron capaces de distinguir entre los sistemas de dopamina, GABA, noradrenalina
y opioides.

Las butirofenonas, cuyos efectos se han relacionado con el sistema
dopaminérgico en el sindrome de abstinencia, se unen a los receptores opioides con
una afinidad comparable a la de la meperidina (CREESE y col, 1976, CLAY y
BROUGHAM, 1975).

Elhaloperidol previene el sindrome de abstinencia y su efecto es bloqueado por
la naloxona {LAL y HYNES, 1978). Varios agonistas y antagonistas a, y ¢, adrenérgicos
afectan la funcion dopaminérgica (ANDEN y GRABOWSKA, 1976, SVENSSON vy
AHLENIUS, 1982).
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¢ Noradrenalina.

El primero en describir una relaciéon entre opioides y noradrenalina fue VOGT
(1954), quién encontré una disminucién de NA en cerebro de gato como consecuencia
de la administracion de altas dosis de morfina. Los estudios posteriores que utilizaron
técnicas bioquimicas fueron a menudo contradictorios (CLOUET, 1975; EIDELBERG,
1976).

Las compactas y homogéneas células del locus coerulous hacen de élun buen
modelo representante de nlcleo ceniral noradrenérgico para ser esiudiado
neurofisioldgica y neurofarmacolégicamente.

Los opicides inhiben la frecuencia de disparo de las neuronas del /ocus
coeruleus (KORF y col. 1974; SASA y col. 1975; YOUNG y col., 1977; BIRD y KUHAR,
1977, AGHAJANIAN, 1978). Paraddjicamente, dosis agudas de morfina incrementan
rapidamente las concentraciones de los principales metabolitos de la NA, 3-metoxi-4-
hidroxifenetilenglicol (MHPG) y dihidroxifeniletienglicol (DHPG).

La estimulacidn del focus coeruleus produce muchos de los signos de
comportamiento y fisioldgicos que se encuentran en el sindrome de abstinencia en
monos (REDMOND y col. 1976; REDMOND y HUANG, 1979, REDMOND y col., 1978;
REDMOND, 1981).

GUNNE (1959, 1963) encontré una disminucién de NA en su cerebro durante el
sindrome de abstinencia que ahora parece explicarse por un aumento de la liberacion.

El sindrome de abstinencia produce hiperactividad en el Jocus coeruleus de
animales tolerantes como ha sido demostrado por actividad de célula unitaria
(AGHAJANIAN, 1978) o por medida del turnover de NA (CRAWLEY vy col, 1979,
LAVERTY y ROTH, 1980; ROTH y col.,, 1982). Estos resultados estan de acuerdo con
otros anteriores en que la «-metil-paratirosina (inhibidor sintesis NA) suprimia el
sindrome de abstinencia en animales (CLOUET, 1975).

La clonidina, a dosis bajas, disminuye la actividad de las neuronas del focus

coeruleus (SVENSSON y col., 1975). También inhibe la hiperactividad inducida por
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naloxona en ratas tolerantes a morfina (AGHAJANIAN, 1978). Aungue tanto la clonidina
como la morfina inhiben el locus coeruleus, ambas lo hacen en receptores
independientes.

Otros antagonistas «,, tales como la lofexidina y la guanfacina también inhiben
la hiperactividad que se encuentra en el Jocus coeruleusy l0s signos de abstinencia en
ratas (ZIGUN y col.,, 1981).

La extensa distribucién de receptores opicides apoya la idea de que no sélo el
sistema noradrenérgico influye en el sindrome de abstinencia (REDMOND y KRISTAL,
1984).

1.2. CALCIO.

El calcio como modulador de Ia funcién celufar.

El primer investigador que observé la importancia det Ca** en la regulacion de
la actividad celular fue Ringer en 1883, aunque no se describié su funcionamiento
intracelular hasta setenta afios después (KAMADA y KINOSITA, 1943; HEILBRUNN y
WIERCINSKI, 1947).

Las investigaciones farmacoldgicas sobre el papel del Ca** en el metabolismo
celular comenzaron hace 20-25 anos, y se ha avanzado considerablemente en su
conocimiento como demuestran algunas revisiones realizadas posteriormente (EBASH;,
1980; GODFRAIND y col.,, 1986; CARAFOLI, 1987, MCBURNEY y NEERING, 1987,
TRIGGLE, 1990; TSIEN y TSIEN, 1990).

En virtud de la obligada relacién del calcio con los nuciedtidos ciclicos
(RASMUSSEN, 1970; RASMUSSEN y col, 1972) y con los sistemas de
neurotransmisores, PHILLIS (1974) ha sugerido que el Ca** puedé actuar como un

mensajero primario y secundario en el sistema nervioso central. El calcio activa la
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triptéfano hidroxilasa y la tirosina hidroxilasa, asi como la adenilciclasa, guanilciclasa y
fosfodiesterasa (KNAPP y col., 1975). El calcio es ademas un elemento imprescindible
en los procesos de excitacidn-contraccion (SOMLYO y SOMLYQ, 1968), en los
mecanismos de secrecibn (DOUGLAS, 1968) y en las interacciones entre los
neurotransmisores y sus receptores (TRIGGLE, 1971, 1972). Su papel en la
estabilizacién de la membrana, activacién de la liberacién de neurotransmisores, y su
asociacién con la regulacién de la sintesis macromolecular (SEEMAN, 1972) lleva a
reforzar ia idea de su importancia en la adaptacion celular. Ademas de que desempena

un importante papel en {a constitucién de la matriz ésea.

Tanto en muisculo esquelético como en masculo liso el proceso contractil es
activado por iones Ca**. Sin embargo, la fuente de estos es diferente segin sea uno
u otro tipo de musculo. El misculo esquelético posee un reticulo sarcoplasmico muy
extenso y desarrollado y de é! procede practicamente el 100% del Ca** necesario para
la contraccion. Por el contrario, se puede admitir, en general, que la musculatura lisa
tiene un reticulo sarcoplasmico menos desarrollado que la esquelética; de ahi, que la
mayor parte de los iones Ca** empleados en su proceso contractil procedan del liquido
extracelular y penetren en la célula en el momento de la contraccion, Asi, estudios
realizados por KATZ y MILEDI (1970) ponen de manifiesto, mediante técnicas de registro
intracelufar, que al disminuir la concentracion de Ca** exiracelular, se obtiene un claro
descenso de la amplitud del potenciat de accién postsinaptico provocado
eléctricamente. Este efecto se revierte de forma préacticamente completa al incrementar
los valores de Ca** extracelular hasta los niveles iniciales del experimento.

VAN BREEMEN y col. (1880) explican la actividad contractil del masculo liso
como consecuencia de las variaciones de concentracion del Ca** intracitoplasmético.
En reposo, la concentracion de Ca** libre extracelular es, aproximadamente, de 1.5 x
10°® M; en este estado no existe corriente de Ca** porque la pérmeabilidad de la

membrana para este cation es muy baja. Cuando la diferencia entre las concentraciones
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intra y extracelular es mayor de 10, se provoca un gradiente eléctrico de
aproximadamente 60 mV, lo que produce un paso de Ca** al interior de la célula. Los
micfilamentos de mulsculo liso se activan con concentraciones de Ca‘*
intracitoplasmaético que oscilan entre 107 y 10° M. La fibra muscular lisa, en contraste
con la esquelética, posee dimensiones reducidas, por lo que los iones pueden difundir
a todas las partes de la misma para desencadenar el proceso contractil. El tiempo
necesario para la difusion se denomina periodo latente y oscila normalmente entre 200
y 300 milésimas de segundo (GUYTON, 1887),

DETH y VAN BREEMEN (1977) han sugerido la posibilidad de que existan en el
citoplasma celular puntos de unién con alta afinidad para el Ca**, cuya activacién
podria estar mediada por receptores.

En resumen, la contraccién muscular depende de la concentracién de Ca**
intracelular libre, ya entre en el momento de la contraccion (msculo fiso) o se libere del
reticulo sarcoplasmico (musculo estriado).

La concentracién de Ca** intracelular en el misulo liso depende del buen
funcionamiento de la membrana celuar. Asi, en la iniciacién del proceso contractil se
permite la entrada masiva de Ca** y, por tanto, existe una elevacién transitoria de la
concentracién intracelular. Existen eficaces mecanismos transportadores de membrana

gue extraen el Ca** continuamente del interior celular.

Los mecanismos de expulsion de Ca** intracelular que permiten e!

mantenimiento de sus niveles dentro de los limites fisiclégicos son (Figura 1):

¢ Sistema de intercambio Na*/Ca**: La safida de Ca** se encuentra ligada a la entrada
de Na* gracias a la existencia de un gradiente electroquimico favorable. El intercambio
se produce en proporcion 3/1 a favor del Na*. La eficacia de este sistema se encuentra
ligada a la integridad de la bomba Na*/K* de la membrana y se puede considerar que

es menos eficaz que la bomba de Ca** (MOREL y GODFRAIND, 1882, 1984).



48
e Bomba de Ca**: Es el sistema mas importante de expulsién de Ca** que tiene ia
célula (GODFRAIND y col., 1976) consiste en el fransporte de Ca** mediado por una
ATPasa dependiente de Ca**y Mg**. Extrae el Ca** mediante un sistema dependiente
de energia (ATP} pero electroneutro, intercambiandose 2 H* por 1 Ca** (WUYTACKy
col., 1978; WIBO y col, 1980). Su actividad se ve estimulada por la existencia del
complejo Ca**/caimodulina, por la proteina quinasa dependiente de AMPc y por la

proteina quinasa C (MOREL y col., 1981).

En reposo, la membrana celular es practicamente impermeable al Ca**

(ARTALEJO y GARCIA, 1986).

l.os mecanismos de entrada de Ca** alinterior celular se resume en (Figura 1):

® Liberacién de Ca** por Ca**: Este mecanismo se da sobre todo en mdculo liso y
consiste en un trasiego inicial de Ca** extracelular al interior, donde puede movilizar los
depdsitos de Ca** intracelular que sirven para mantener el proceso de acoplamiento
excitacién-contraccion.

® Difusién pasiva: Este mecanismo de entrada se basa en la existencia de un gradiente
electroquimico favorable que permite en paso de Ca** al interior celular a través de la
membrana utilizando canales de Na*.

e Canales de calcio: Se considera que el movimiento de Ca** mas importante desde
el exterior al interior celular tiene lugar a través de canales especificos denominados

canales de caicio (FLOREZ, 1980).



49

02+ COZ'I'

C02+C
” ROC yoc
=
REC
c02+

!
Ca“t

Ca?t Na*

Figura 1. Representacion gréfica de los procesos que controlan los movimientos
celulares del calcio. La entrada de calcio puede tener lugar a través de canales iGnicos,
incluyendo el canal rapido de sodio (un componente de menor importancia) y a través
de canales de calcio dependientes de voitaje (VOC) y operados por receptor {(ROC).
Ademas, la entrada de calcio puede darse como un componente del proceso de
intercambio plasmalémico sodio-calcio que puede operar en ambas direcciones. El
bombeo de caicio estd mediado por una ATPasa de calcio; el secuestro de calcio (y su
liberacién) puede tener lugar en varios organuios, incluyendo las mitocondrias (M), e!
reticulo sarcoplasmico (RS) y la superficie interna de la membrana plasmética. Un

proceso de entrada no fisiologico esta representado por el transporte ionéforo (lon-

Ca?").

La capacidad del Ca** para servir como mensajero intracelular depende de que

el incremento de Ca** citosélico libre sea reconocido como una senal para iniciar la
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funcién celular. La alta afinidad de la troponina C, calmodulina y miosina, por ¢l Ca**
sirven para esta funcién. Una vez consumada la unién Ca**-proteina especffica, el
complejo formado activa la respuesta celular especifica, ya sea contraccion, en células
musculares, secrecién y exocitosis en células ecrinas o conduccién de impulsos en

células nerviosas.

Canales de calcio.

Los canales de calcio son estructuras proteicas transmembranares que tras
diferentes estimulos permiten el paso de Ca** al interior de la célula a través de un poro
que dejan en su interior (HAGIWARA, 1973; REUTER, 1973; BAKER y GLITISCH, 1975).

SANGUINETT! y KASS (1984) propusieron, por analogia con los canales de Na*,

que el canal de Ca** puede encontrarse en tres estados diferentes:

- Reposo: La conductancia de canal es minima porque la compuerta de activacién esta
cerrada.

- Activo: La activacion se produce por el potencial de accién que provoca un aumento
breve de la permeabilidad por apertura rapida de las compuertas.

- Inactivo: Aparece inmediatamente después de estado activo y se produce por el

cierre de la compuerta de inactivacion.

Una vez inactivado, el canal debe pasar al estado de reposo para poder ser
activado de nuevo, lo que se denomina reactivacion del canal (TAMARGO vy

VALENZUELA, 1987) (Figura 2).
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Figura 2. Representacién esquematica del canal de Ca?* en los tres estados que puede
presentar: reposo, activo e inactivo; d: compuerta de activacion; . compuerta de

inactivacién; 0: cerrado,; 1: abierto. (Tomado de TAMARGO y VALENZUELA, 1987).

El Ca** puede entrar en la célula a través de dos tipos de canales especificos

(BOLTON, 1979):

e canales de Ca** voltaje-dependientes (VOC).

e canales de Ca** receptor-dependientes (ROC).

Los canales tipo VOC funcionan por un sensor de voltaje qué es modulado por

las variaciones del potencial transmembrana (Figura 3). Ademas del Ca**, otros
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cationes (Ba**, Sr**, Mg**, Na*) pueden atravesarlos o unirse a ellos aungue existe un
fitro de selectividad que determina diferentes grados de permeabilidad segun la
especie, siendo el orden de permeabilidad para cobayo Mg**< Ba**< Sr**< Ca*t<
Cd** (LANSMAN y col.,, 1986); y para masculo esquelético de rana Mg**< Mn**<
Ca**< Sr**< Ba** (RUFF, 1986).

E! lugar de unién de ios cationes divalentes no permeables (Cd** y Ba**) se
encuentra en la cara externa deil canal, impidiendo la entrada de otros cationes cuando
estos ocupan el canal (ARTALEJO y GARCIA, 1986).

Los iones Ni?*, Co?* y La®* actian bloqueando el canal de calcio. De todos ellos

el mas potente y de accién méas duradera es el La®** (STANFIELD, 1986; RUFF, 1986).

Fillro de
Selectividad

Figura 3. Representacion esquematica de un canal de calcio tipo VOC. Las zonas
cargadas negativamente sobre la superficie externa (1) e interna (5) de la membrana
sirven de sitio de unién a cationes divalentes fundamentalmente; 2: filtro de selectividad;
3: sensor de voltaje; 4. compuertas que determinan el estado de'reposo, abierto o

cerrado del canal.
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Se han encontrado diterentes corrientes de calcio segin el tipo de célula
estudiada, lo que ha dado lugar a varias conformaciones de los canales VOC:
e HESS y col. (1984) y KOKUBUN y REUTER (1984) describieron los siguientes:
- Tipo 0. Permanece cerrado y no presenta aperturas.
- Tipo 1. Se caracteriza por permanecer cerrado la mayor parte del tiempo con
presentacion de aperturas de breve duracién

- Tipo 2. Permanece abierto con presentacién de cierres de breve duracion.

e NOWYCKY y col. (1985), NILIUS y col. (1985) y SIEKEVITZ y col. (1985)

propuganron este otro tipo de subclasificacién de los VOC:

- Tipo L. Debe su nombre a la expresién Jong lasting por producir una corriente de
larga duraciéon. Se ha aislado en corazén, misculo liso y neuronas. Esté
compuesto por cinco polipéptidos (a,, a,, B, ¥, 6).

- Tipo T. Debe su nombre a la expresion transient Se activa por depolarizaciones lentas
y suaves y se inactiva rapidamente. Se aisié primeramente en células de
ganglios de raiz dorsal. Tiene una estructura similar al canal L, pero con minimas
alteraciones en la secuencia de aminoécidos de la subunidad «, (SHEARMAM,
1989).

- Tipo N. Inicialmente significaba “no L, no T", aunque actuaimente debe su
nomenclatura a su localizacién neuronal. Para su activacién requieren un
potencial de membrana muy negativo y una gran depolarizacién presinaptica.
Se inactivan de manera relativamente répida (YAARY y col,, 1987; SPEDDING,
1987).

Enia Tabla 1 se muestra un resumen de las caracteristicas de cada uno de los
subtipos de canal VOC. Los distintos tipos de canales tienen un comportamiento

diferente como respuesta a las diversas toxinas con que se pueden tratar, lo cual sirve
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para su diferenciacion. Gracias a la toxina FTX procedente del veneno de una arafa
(funnel web spider), se ha conseguido determinar la existencia de un nuevo canal de

calcio denominado tipo P {LLINAS y col., 1989).

Los canales tipo ROC estan constituidos por un poro delimitado por proteinas
transmembrana insertadas en la bicapa lipidica de 1a membrana celular. Sin embargo,
no esta claro si el canal forma parte de la estructura de cada receptor o si existe un sélo
tipo de canal que se activaria por varios receptores acoplados al mismo (ARTALEJO y
GARCIA, 1986).

El concepto general sobre el funcionamiento de los canaies de calcio tipo ROC
es que la estimulacion de un receptor, tras el acoplamiento de un ligando provoca una
respuesta que depende de la concentracion de Ca** extracelular y que consiste en
activar el canal (GODFRAIND y col., 1986).

Diversos autores han descrito mas de un neurotransmisor capaz de activar los
canales tipo ROC, asi por ejemplo y entre otros, se demuestra la existencia de unos
canales activados por 5-hidroxitriptamina y otros por acetilcolina en arteria coronaria

bovina (RATZ y FLAIM, 1985) y en aorta de conejo (FLAIM y col., 1885).
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TABLA 1. Caracteristicas de los subtipos de canales de Ca** VOC.

L T N P
conductancia 20-25 pS 7-8 pS 13 pS 10-12 pS
activacion -10 mVv -50 mV - -
pico +20 mV -10 mV - -
inactivaciéon lenta rapida répida incompleta

incompleta completa
permeabilidad Ba**>Sr*t> Ca**=5r** Ba**> -
Ca++ =Ba++ Ca++
estabilidad labil estable - -
agonista BAY K 8644 - - -
CGP 28392
antagonistas 1,4-DHP w-CgTx w-CgTx FTX
organicos w-CgTx
antagonistas Cd (20pM) Cd>200uM Cd -
inorgéanicos Ni 0.1mM 20uM

w-CgTx: w-conotoxina; FTX: toxina de veneno de araia.
(Disefiada a partir de NOWYCKY y col.,, 1985; McCLESKEY y col., 1986; HOFMANN y
col., 1987, WAGNER y col., 1987; SHEARMAN y col., 1989; TSIEN y TSIEN, 1990.

Farmacos antagonistas del calcio.

Definicién.

El término antagonista de calcio fue introducido simultaneamente por dos
autores al final de la década de los 60. Godfraind (GODFRAIND y KABA, 1969a,b)
introdujo este concepto trabajando en musculo liso vascular, y Fleckenstein
(FLECKENSTEINy col., 1967, 1969) lo hizo trabajando en misculo cardiaco. Este Gltimo

autor establecié que un farmaco antagonista de Ca** es aquel que inhibe la corriente
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lenta de entrada de Ca** al interior celular de una manera dosis-dependiente y cuyo
efecto deber ser reversible por iones Ca**. Posteriormente VAN ZWIETEN (1985)
propuso la siguiente definicién: "Los bloqueadores de la entrada de Ca** son
compuestos cuyo mayor efecto es la inhibicion selectiva del fiujo lento de entrada de
Ca** que atraviesa la membrana celular por un canal apropiado en condiciones
fisiolégicas. El efecto debe ser reversible por Ca**",

Sin embargo, etimolégicamente el término antagonista de calcio no era el méas
preciso para los farmacos que cumplian estos requisitos, y a lo largo de la década de
los 70 se introducen nuevas denominaciones como la de: bloqueantes de la entrada de
calcio (GODFRAIND, 1981); bloqueantes de los canales lentos de calcio (NAYLER y
POOLEWILSON, 1981; BOUy col., 1983), aunque, tal vez, la denominacioén que mas se
ha generalizado ha sido fa de antagonistas de calcio (ACa). Por este motivo la OMS
recomends en 1985 el uso de este Gftimo término (VANHOUTTE y PAOLETTI, 1987,
PAOLETTI y GOVONI, 1987).

Clasificacién.

Desde un punto de vista quimico, los antagonistas de calcio forman un grupo
muy heterogéneo, hasta el punto de que no ha sido posible realizar una clasificacién
satisfactoria basandose en su estructura quimica. Existen actualmente muchas
clasificaciones
segun los diferentes autores que se basan en la estructura quimica de los ACa o en
su selectividad (FLECKENSTE!N, 1981; KAUFMANN y col, 1982; SPEDDING, 1982,
SPEDDING y CAVEROQO, 1984; GODFRAIND y col., 1986; GODFRAIND, 1987). En 1987,
la OMS ha clasificado los ACa en dos grupos (Tabla 2).



57

TABLA 2. Clasificacion de los antagonistas de calcio.

Antagonistas del calcio selectivos

GUPO |, Eenilalguilaminas: verapamilo, galopamilo (D 600); en investigacion: anipamilo,
desmetoxiverapamilo (D 888), emopamilo, falipamilo (AQ-A-39), ronipamiio.

GRUPO I, Dihidropiridinas: nicardipino, nifedipino, nilodipino, nimodipino, nisoldipino,
nitrendipino, ryosidino; en investigacién: amlodipino, azodipino, dazodipino, felodipino,
flordipino, iodipino, isradipino, mesudipino, ni(1)vadipino, oxidipino, riodipino, FR 7534,
FR 34235, PN 200-110.

GRUPOQ lll, Benzotiazepinas: diltiazem; en investigacion: fostedilo (KB-944).

Antagonistas de calcio no selectivos
GRUPO 1V, Difenilpiperazinas: cinarizino, flunarizino.
GRUPOQ V. prenilamina, fendilina, terodilina.

GRUPQ VI (otros): bepridil, caroverina, etafenona, perhexilina.

(Tomada de VANHOUTTE, 1987).

En esta Tesis Doctoral se han utilizado dos antagonistas de calcio de diferentes
grupos quimicos: El nimodipino (BAY E 9736, 1,4-dihidro-2,6-dimetil-4-(3-nitrofenil)-3,5-
piridina-acido dicarboxilico-isopropil-(2-metoxi-etil)-éster) (Figura 5), del grupo de las
dihidropiridinas (DHP) y el diltiazem (d-cis-3-acetoxi-5-(2-(dimetilamino)-etil)-2,3-dihidro-2-

(4-metoxifenil)-1,5-benzotiazepin-4(5H)) (Figura 6), del grupo de las benzotiazepinas.

Mscanismo de accién.

Ciertos derivados del difeniimetilo, de los que la flunarizina es el representante

mejor conocido, poseen una débil actividad antagonista de Ca** en condiciones
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fisiologicas (WAUQUIER, 1982; TRIGGLE y SWAMY, 1983), mientras que son muy
eficaces y potentes inhibidores de la sobrecarga masiva de Ca** que se produce en
determinadas situaciones patolégicas, tales como es el caso de la isquemia.

Sabemos que los antagonistas de calcio dihidropiridinicos actUan sobre canales
de tipo L (NILIUS y col., 1985; NOWYCKY y col., 1985; HIRNING y col., 1988). También
sabemos que la inactivacion de los canales VOC sucede por dos mecanismos,
depolarizacién y/o acumulacién de Ca** en el extremo citoplasméatico del canal
(ECKERT y CHAD. 1884, GREENBERG y col., 1985).

Ya se ha descrito anteriormente, que el canai de Ca** puede encontrarse en tres
estados diferentes: reposo (R), activado (A) e inactivado (l) (SANGUINETTI y KAS,
1984). Tanto las DHP como el diltiazem tienen mayor afinidad por el estado (I) del canal
(KANAYA y col.,, 1983; HESS y col., 1984).

Las DHP tardan un tiempo en unirse al canal de Ca**, por ello en aquellos
tejidos donde el canal tiene un ciclo mas breve, permaneciendo menos tiempo en
estado inactivo, las DHP no se pueden unir. Es por esto que, dicho grupo de
antagonistas de cailcio tiene un efecto cardiace menos marcado que el efecto vascular
(BEAN y col., 1987). El nimodipino tiene acciones preferentemente cerebrovasculares
(KAZDA y TOWART, 1982) asi como neuro y psicofarmacolégicas (HOFFMEISTER y
col.,, 1982).

Empleando la técnica del parche de membrana y analizando registros de canal
unico, que permite conocer el tipo de modulacién que estos fa&rmacos ejercen sobre la
cinética del canal de calcio, se ha demostrado que todos los antagonistas de calcio
inhiben la corriente de Ca**, lo cual podria atribuirse a que disminuyen el nimero de
canales de caicio de la membrana o la amplitud de la de la corriente de calcio (I,) y/o
a que reducen la probabilidad de apertura del canal. Hasta la fecha no se ha
demostrado que los antagonisias de calcio modifiquen el m’:merb de canales o la

amplitud de la ls,. Sin embargo, si acortan el tiempo de apertura y prolongan el tiempo
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que los canales permacenen en estado inactivo, es decir, que los antagonistas de calcio
reducen la probabilidad de que el canal se abra (TRAUTWEIN y CAVALIE, 1985).

Sin embargo, existen importantes diferencias en laforma en que los antagonsitas
inhiben la corriente de calcio. Verapamilo y diltiazem estan ionizados a pH fisiologico,
por lo que para alcanzar su receptor en la superficie citosolica del canal deben atravesar
la membrana en su forma no cargada, y una vez en el citoplama la forma cargada al
canzaria su receptor. Por el contrario, las DHP, que no estan cargadas a pH fisiolégico,
alcanzan su supuesto receptor en la superficie externan del canal directamente

(HONDEGHEM y KATZUNG, 1984; HESS y col., 1984)

Las DHP se unen en un punto de la membrana asociado a los canales de Ca**.
Esta unién es saturable y se puede interferir de manera competitiva por otras DHP,
difenilaiquilaminas y por inhibidores de la caimodulina (GLOSSMANN y col., 1982). E!
estudio de los puntos de unién de alta afinidad se mejoré con la realizacién de
experimentos con DHP marcadas (DHP-[*H]). Se ha descrito también un lugar de unidn
de baja afinidad para el nitrendipino-[*H], concretamente en corazén {BELLEMANy col,,
1981; VAGHY y col., 1984a,b) arterias (C.R. TRIGGLE y col., 1982) y cultivos de miocitos
cardiacos (MARSCH y col, 1983).

Trabajos mas recientes recogen la existencia de un punto de unién para
nimodipino-[*H] en giébulo rojo humano con unas caracteristicas muy particulares
{relativamente baja afinidad y estéreoselectividad inversa al punto de union clasico de
las DHP (STRIESSNIG y col., 1985a, b). El punto de unién de las DHP difiere en su
localizacion en funcion del tipo de célula del que se trate. Asi, en células de misculo liso
la localizacién de los puntos de unién especificos para estos farmacos se encuentran
intimamente ligados a la membrana plasméatica (GROVER y col., 1984; GODFRAIND y
WIBO, 1985). En células de misculo esquelético, se encuentran en los tibulos T
(FOSSET y coi., 1983; BRANDT, 1985). Y en tejido cardiaco en el sarrcolema (BRANDT,
1985).
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También se ha estudiado el punto de unién para diltiazem utilizando d-cis-
ditiazem tritiado (SCHOEMAKER y LANGER, 1985).

Mediante estudios autorradiograficos se ha encontrado que los puntos de unién
en SNC para los antagonistas de calcio tienen una distribucion preferenciai por las
sinapsis (MURPHY y col., 1982).

MARANGOS y col. (1982) han descrito la distribuciéon regional de los puntos de
unién de DHP en el cerebro, de forma, que, hipocampao, nicleo caudado y corteza
presentan una densidad de dos a cinco veces mayor gue hipotalamo, cerebelo y tronco

cerebral.

Mas recientemente, se ha descrito que el punto de unién de las DHP esta
relacionado con un lugar clave del canal de Ca** tipo L, probablemente, un sensor de
voltaje (BRUM y RIOS, 1986).

El acoplamiento de las DHP en su punto de unién depende de la presencia de
cationes divalentes, incluyendo el Ca** (GOULD y col.,, 1982; TRIGGLE y JANIS, 1984,
GLOSMANN y FERRY, 1985), lo que puede sugerir que dicho punto de unidén esté
engarzado a un lugar de interacién catiénica asociada con la funcién del canal
(TRIGGLE, 1988). Una vez que la DHP se acopla en su punto de unién induce la
fosforilacién de una proteina de 32000 Da que forma parte del mismo punto de unién
(HORNE y col., 1984).

El punto de unidén parece estar constituido por una glicoproteina (CURTIS y
CATERALL, 1984), que probablemente estd engarzada alostéricamente a puntos de
union para otras clases estructurales de ligandos de canales de Ca** (TRIGGLE, 1988).

esta idea concuerda con el modelo propuesto por GLOSSMANN y col. (1985) (Figura
4).
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Figura 4. Modelo de los puntos de unidn para 1,4-dihidropiridinas, verapamilo y

diltiazem. Las flechas simbolizan las interacciones alostéricas.

Farmacocinética.

¢ NIMODIPINO.,

La absorcién de las DHP es muy rapida tras su administracién oral cuando se
administran en solucién con agua y disolventes organicos (polietilenglicol, etanol o
cremophor), llegando a alcanzar cifras del 90% (RAMSCH y col., 1986; AHR y col.,
1987). Alcanza la concentracion plasmética méxima al cabo de 20-45 minutos.

Se une a proteinas en un 98%, principalmente a la albumina y a la a-
glucoproteina acida.

Los antagonistas de calcio sufren un intenso metabolismo hepético dando
metabolitos inactivos en el caso de las DHP (BAARNHEILM y HANSSON, 1986:
SCHERLING y col., 1987) (Figura 5). Dicho metabolismo hace que tengan vidas medias
muy cortas, siendo la del nimodipino de 2.7 horas. La biodisponibilidad es en general
muy baja (5-10 %), probablemente debido a que sufre un intenso efecto de primer paso

hepatico (KLEINBLOESEM y col., 1984; RAMSCH y col., 1986; VAN HARTEM y col.,
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1987). El volumen de distribucién de los antagonistas de caicio es muy alto, lo que
revela una amplia distribucién histica. Para el nimodipino el valor del volumen de
distribucién es de 1.9 l/kg.

El caracter lipofilico de las DHP les confiere relativa facilidad a la hora de
atravesar barreras organicas; es notable la facilidad y rapidez con que el nimodipino
atraviesa la barrera hematoenceféalica (VAN DER KERKHOFF y DREWES, 1989), lo que
le confiere una proyeccién clinica diferente del resto de las dihidropiridinas.

La eliminacién ocurre principalmente por via renal. En la orina no se detectan
DHP en forma activa, © si se detectan, es en cantidades despreciables (MEYER y col,
1983a,b; RAMSCHy col., 1986; AHR y col., 1987; SCHERLING y col., 1987). La cantidad
de metabolitos que aparecen en la orina depende de cada DHP, siendo para el caso

del nimodipino de un 15%.

e DILTIAZEM.

La absorcion oral es buena disuelto en agua. Se distribuye rapidamente a todos
los tejidos, incluso puede atravesar la barrera hematoencefalica. Sus efectos aparecen
al cabo de 15-30 minutos, obteniéndose los niveles plasmaticos méaximos al cabo de 1-2
horas. Se une a proteinas en un (80%), valor aigo inferior que el del nimodipino.

El diltiazem también sufre un efecto de primer paso importante y se metaboliza
por desacetilacion, N-demetilacion, O-demetilacion y conjugacion; dando metabolitos
activos, de entre los cuales, se puede destacar el desacetildiltiazem, que tiene mayor
potencia antagonista del calcio que el diltiazem (Figura 5).

La vida media del diltiazem es de 4-6 horas, siendo aigo mayor para el
desacetildiltiazem.

La eliminacion del ditiazem courre en un 65% por via biliar, y se produce
recirculacion enterohepatica.

Los metabolitos del diltiazem aparecen en la orina en un 35%; pero los valores

encontrados para el diltiazem son inferiores al 0.1 % (CHIBATA, |., 1988; OPIE, L., 1989).
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Relacion de los antagonistas de calcio con los alfa-adrenoceptores.

En cierto sentido podria entenderse que los antagonistas irreversibles affa-
adrenérgicos actuan reproduciendo los efectos de los antagonistas de calcio, ya que
son capaces de inhibir las contracciones provocadas por depolarizacion inducida por
K* en aorta de conejo (SHIBATA y CARRIER, 1967) y en taenia coli de cobayo
(SHIBATA y col.,, 1968}, lo que sugeriria que son capaces de inhibir la depolarizacién
provocada por entrada de Ca** extracelular en el masculo liso. La fenoxibenzamina
(antagonista «-adrenérgico irreversible) bloguea la unién de nitrendipino-[*H] con su
receptor por disminuir la K, sin afectar la B,,,,, probablemente por un efecto alostérico
(GENGO y col, 1984).

Por otra parte, algunos antagonistas de calcio (nicardipino y gallopamilo)
interactdan con receptores «,-adrenérgicos y desplazan a sus ligandos especificos
(PLOTER y ATLAS, 1983). Estos hechos han llevado a la hip6tesis de que puede existir
algun tipo de interaccion entre receptores a-adrenérgicos y canales de Ca**, y se ha
planteado la posibilidad de que ambas estructuras se solapen en la membrana celular
de tal forma que un cambio en la configuracién de una afecte a la otra (GODFRAIND

y col., 1986).

1.3. CALCIO Y OPIACEOS.

Calcio v acciones agudas de los opijéceos.

El calcio ha sido implicado en numerosas acciones de los opidceos (CHAPMAN
y WAY, 1980).
KAKUNAGA y col. (1966) encontraron que la inyeccion intracisternal de calcio,

pero no de otros iones divalentes, antagonizaba la analgesia inducida por opiaceos.
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Este hecho fue confirmado por HARRIS y col. (1975) quienes demostraron que el
antagonismo de la analgesia opiacea que presentaba el calcio era sensible al EGTA
(etilen-glicol-(8-aminoetileter)-tetraacetato) peroncal EDTA (etilen-diamino-tetraacetato).

El lantano, un conocide antagonista de calcio, parecia tener un sitio de accién
neuroanatémico similar al de la morfina en la produccion de anaigesia ya que de hecho
podia sustituir a la morfina porque presenta tolerancia cruzada (HARRIS y col,, 1975;
HARRIS y col,, 1978).

Fueron estos estudios los que dieron soporte a la idea de que la analgesia
producida por {a morfina podria deberse a la modificacién de los flujos de caicio por los

opioides (SHIKIMI y col., 1867).

SHIKIMI y col. (1971) demostraron que la administracién aguda de morfina
disminuia el contenide de calcio en cerebro de ratén, y los estudios de ROSS y col.
(1974}, pusieron de manifiesto que esta disminucion era dosis dependiente. L a medidas
del calcio han mostrado que no existe un area predominante en el cerebro donde la
disminucion de calcio sea mayor, es por esto que la relacién entre el calcio y los
opiaceos no sigue ningun patrén determinado y por ende, su relacién con los sistemas
de neurotransmisores no muestra especificidad alguna (CARDENAS y ROSS, 1975).
KUHARY col. (1973) encontraron también esta falta de correlacién produciendo lesiones
en determinadas zonas ricas en un heurotransmisor.

Aunque {a reserpina disminuye los niveles de calcio, siendo el efecto aditivo
cuando se emplea juntamente con morfina, el mecanismo por el que producen este
efecto es diferente, ya que el pretratamiento con reserpina no modifica el desarrollo de
tolerancia a la disminucién del caicio (ROSS, 1975; ROSS y LYNN, 1975). Ademas, e
hecho de que ia naloxona revierta la disminucién de calcio de forma especifica para la
mortfina y no para otro tipo de sustancias como la reserpina o el pentobaribital hace

pensar en una relacion mas directa entre el calcio y los efectos opidceos (ROSS y col,

1976).
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HUIDOBRO-TORO y col. (1981} encontraron una disminucién de la potencia de
la normorfina en ileon incubado con una concentracién elevada de Ca**. Por otro lado,
la disminucién de la concentracion externa de Ca** aumenté el efecto inhibitorio del
DAMGO (DOUGALL y LEFF, 1987).

l.a dinorfina A (agonista enddgeno del receptor x) produce una disminucién de
la entrada de Ca* en los sinaptosomas que es antagonizada por un antagonista
especifico de dichos receptores, la nor-binaltorfimina (WANG y col., 1990). El
descubrimiento de ligandos mas selectivos para el receptor « {U-50488H) ha dado
como resultado una disminucién de calcio intracelular de torma més pronunciada que
los la dinorfina A. Posiblemenete por un aumento de ia salida de Ca** (OLSON y

WELCH, 1991).

MORITAy NORTH (1982), mediante estudios electrofisiocidgicos, han encontrado
que la hiperpoiarizacion producida por agonistas ¢ en las neuronas mientéricas de tipo
S aumentaba con la disminucién del Ca** extracelular y ocurria lo contrario con el
aumento. Y muy recientemente SCHROEDER y col. (1991) han encontrado que la
activacién del receptor p bloquea canales de calcio en neuronas sensoriales de rata.
Suprimiendo las corrientes tanto de bajo umbral (relacionadas con los canales tipo T)
como las de ailto umbral.

SALTO y col. (1990) han encontrado que la inhibicién en la liberacién de ACh
y ATP producida por el tratamiento con morfina y encefalinas impide la reorganizacién
de las particulas intramembranares de la membrana presinaptica y la entrada de Ca**

en los sinaptosomas inducida por un estimulo depolarizante con K*.

Relacion entre tolerancia, dependencia y calcio,

Actualmente se estan empieando métodos de liberacién continua de opiaceos



68
mediante minibombas osméticas para estudiar los fendmenos de tolerancia. Segun esta
técnica, ratas tratadas con fentanilo durante siete dias desarrollan tolerancia al efecto
del opiaceo. Esta tolerancia es abolida por el empleo del antagonista de calcio
nimodipino (DIERSSEN y col., 19980).

Se ha descrito que varios factores que pueden modificar la tolerancia y la
dependencia a los opiocides. De entre ellos, hay que considerar los relacionados con los
acidos nuciéicos y con la sintesis de proteinas. La cicioheximida y la puromicina,
inhibidores de la sintesis de proteinas, alteran la tolerancia a la analgesia (COX vy
OSMAN, 1970). También encontraron tolerancia a la depleccidén de calcio SHIKIMI y col.
(1971) y ROSS (1975), quienes demostraron que la cicloheximida pero no el
cloramfenicol bloquea la tolerancia a la pérdida de calcio. La cicloheximida tiene un sitio
de accién directamente relacionado con la interrupcion de la sintesis de membranas
nerviosas (MORGAN y AUSTIN, 1968; BARONDES, 1974), mientras que el cloramfenicol
esta relacionado con la sintesis de mitocondrias. Segln estos resultados, la rapida
folerancia a la pérdida de calcio se puede explicar por cambios en la sintesis de las

proteinas de la membrana neuronal.

Estudios subcelulares.

Una vez demostrados los efectos depleccionantes del calcio por los opioides,
vamos a estudiar en que parte de la célula ocurre exactamente esta pérdida y si esta
relacionada con ia unidén de los agonistas opioides. Considerando la depleccién de
calcio como un efecto tipicamente opioide, se podria esperar que los niveles de caicio

se alteren preferentemente en aquellos lugares donde se unan los opioides.

PERT y SNYDER (1973b) encontraron que los opicides marcados con tritio se

unian predominantemente in vitro a la fraccién mitocondrial contenida en los terminales
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nerviosos.
Experiencias posteriores, en las que se administraron ligandos opioides
marcados radiactivamente, in vivo, han demostrado la asociacion de estos con la

fraccién sinaptica (CLOUET y WILLIAMS, 1973; MULE y col.,, 1974).

Pero siguen apareciendo resultados controvertidos que demuestrania existencia
de una nueva clase funcionat de receptores opioides acoplados a la estimulacién de la
adenilato ciclasa por un mecanismo de transduccién independiente de calcio (ONALI

y OLIANAS, 1991).

Ademas del calcio, se sabe que otros cationes juegan un papel en las
membranas celulares y son cofactores de varias enzimas (WILLIAMS, 1970; MADIERA
y ANTUNES-MADIERA, 1973). AOn asi, KAKUNAGA y col. (1966), no fueron capaces de
antagonizar la analgesia opioide con inyecciones intracisternales de magnesio.
Recientemente se ha demostrado que tanto €l calcio como el magnesio pueden inhibir
la unién de opioides a las fracciones de membrana. En esta linea, el sodio y el
manganeso $e han mostrado eficaces, in vitro, en la modulacién de la unién de opioides
(SIMON y col,, 1973; PERT y SNYDER, 1974; PASTERNAK y col,, 1975; SIMON y col.,
1975).

Es dificil por el momento decidir si algin catién, ademas de! calcio, estara
implicado en la reguiacion de la conformacién de los receptores opioides. LEE y col.
(1975) postularon que la existencia de una combinacién de cationes mono y divaientes
contribuye a la afinidad y accesibilidad de los sitios de unién para los opioides. La
hipdtesis de CARDENAS y ROSS (1976) postula que la unién de la morfina induce un
desplazamiento del calcio de la membrana como si el receptor estuviera asociado al
calcio en una conformacion especial. Efecto que es revertido por la naloxona (ROSS y
col., 1976).

La administracién conjunta de clonidina y el agonista selectivo del receptor « U-
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50488H, disminuyen la entrada de Ca* en sinaptosomas produciendo una disminucién
del AMPc intracelular. Cuando se administran previamente activadores de la adenilato
ciclasa, se impide el efecto inhibitorio tanto de la clonidina como del U-50488H, lo que
demuestra que la disminucion de AMPc es parte del mecanismo de acoplamiento de

los receptores con el sistema efector intracelular (XIANG y col., 1990).

Adaptacién a la pérdida subcelular de caicio.

Los iones calcio, magnesio, sodio y litio, pero no el potasio, tienen un papel en
la alteracién de la union especifica de los opioides a sus receptores de membrana. Si
la adaptacion celular que ocurre en la membrana esté relacionada con la tolerancia a
la depleccién de calcio, podria suceder que tras la administracién continuada de
opioides cambiara la concentracién de algunos de esos iones. Transcurridas 24 horas
de la adminsitracion de morfina, los niveles de calcio disminuyen por debajo del control,
sin ocurrir cambios en el Na*, K* ni Mg**. A las 72 horas, el calcio aumenta en mas del
100% y el magnesio aumenta en un 13%, efectos que son revertidos por la naloxona.

Mediante estudios de la relacién Ca*/Ca® tras diferentes tratamientos con
opioides podemos conciuir que la administracién aguda de morfina produce una
depleccidn de Ca* que permite la unién de mas Ca* a la membrana, mientras que el
tratamiento cronico causa una adaptacion en la membrana, que da como resultado el

aumento de sitios de unién para el caicio (ROSS y col,, 1977).

Implicaciones funcionales de la alteracién del metabolismo del Ca**.

El aumento del contenido de Ca** y la disminucién de la union de Ca* en la
fraccién sinaptica durante el tratamiento crénico con morfina sugiere la expresién de

repuestas adaptativas en la membrana. COLUIER (1966) presenté una teoria sobre la
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génesis de la tolerancia y la dependencia fisica que postulaba un aumento del nimero
de receptores opiocides durante la tolerancia. Estudios posteriores no han
encontrado tal aumento (KLEE y STREATY, 1974; HITZEMANN y col., 1974, PERT y
SNYDER, 1973a; HOLLT y col,, 1975) y se ha propuesto una hipétesis alternativa que
considera que aunque no haya alteracién en el nimero de receptores, la unién de ios
opidceos a sus receptores determinaria el inicio de una senal en la membrana que

estaria acoplada con otros procesos intracelulares.

Desde un aspecte funcional, el aumento de calcio sinaptosomal se podria
correlacionar con el aumento de la velocidad de recambio de neurotransmisores y con
ta induccién enzimética durante el desarrollo de la tolerancia. Este efecto se comprobé
que era dosis dependiente y esterecespecifico (SMITH y col., 1972, GESSA y col,
1973).

REIS y col. (1970) describieron ia induccién de la actividad de la tirosina
hidroxilasa en estriado e hipotalamo de rata. Dado que esta enzima controla el paso
limitante de la biosintesis de dopamina y noradrenalina, seria interesante conocer la
activacién de la enzima por determinadas concentraciones de calcio.

MORGENROTH y col. (1975) demostraron que concentraciones fisioldgicas de
Ca** en el rango de 50 uM estimulaban a la enzima en neuronas centrales
noradrenérgicas, mientras que el EGTA la activaba en neuronas dopaminérgicas
(MORGENROTH y col., 1976). Esta aparente modulacién de la actividad enziméatica por
la presencia o ausencia de calcio es de especial relevancia conociendo la capacidad
de la noradrenalina, la dopamina y el calcio para activar ia adenilato ciclasa. Es pues
probable que la accion de los opidceos pueda, indirectamente, por aumento del
recambio de neurotransmisores, estimular la adenilato ciclasa.

Otros autores han encontrado que los nucledtidos ciclicos pueden desempeiiar
un papel en la accioén de los opidceos (COLLIER y ROY, 1974). Los opidceos pueden

actuar directamente sobre la actividad de la adenilato ciclasa como han sugerido KLEE
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y col. (1975) y SHARMA y col. (1975b). La unidén de los opioides a sus receptores,
puede, por alteracion del calcio de la membrana, activar sistemas de mensajeros que
a su vez pueden activar mecanismos de transporte de cationes, neurotransmisores y
actividades enzimaticas; o mas importante, regular funciones celulares tan importantes
como la fosforilacién de proteinas nucleares y de la membrana sinaptica.

La administracién intratecal de agonistas de los receptores p y 4 junto con un
inhibidor de la proteina quinasa C (PKC), han demostrado que disminuye el efecto
antinociceptivo, junte con un aumento de AMPc, lo que sugiere la existencia de una
interrelacion entre el sistema de la PKC y los mecanismos de transduccion subyacentes

a la analgesia (ZHANG y col., 1990).

Los datos vistos anteriormente indican que existe una estrecha relacién entre la
concentracidbn de Ca®* y la accion de los opioides, pero el mecanismo de esta
interaccion, ya sea en el axopiasma o en los canales ibnicos de la membrana neuronal

aun esté por determinar,



2. OBJETIVOS
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El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto de dos antagonista del calcio de
familias quimicas diferentes: el nimodipino, una dihidropiridina y el diltiazem, una
benzotiazepina y compararlo con el de la clonidina sobre los signos de tolerancia y

abstinencia a la morfina.

Utilizando para ello:

1. El bioensayo de fibra longitudinal-plexo mientérico de ileon de cobayo. Donde
se estudiara el efecto de los farmacos, bien por tratamiento in vivo como administracién

en el bano de érganos, sobre la contraccién muscular inducida por estimulo eléctrico.

2. La rata como modelo de comportamiento para valorar los signos

caracteristicos del sindrome de abstinencia.

3. Las estructuras del SNC de rata para valorar la variacién en los niveles de:

5-hidroxitriptamina, acido 5-hidroxiindolacético y noradrenalina.



3. MATERIAL Y METODOS
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1.3.1. ESTUDIOS EN ILEON DE COBAYO.

La preparacion fibra longitudinal-plexo mientérico (FL-PM) se obtuvo a partir de
cobayos tricolor {(Alin S.A.) de ambos sexos segin la técnica descrita inicialmente por
AMBACHE (1954) para ileon de conejo. Los animales, de un peso comprendido entre
250-350 g, se mantuvieron en ayunas durante las 24 horas previas al sacrificio. Este se
flevd a cabo mediante un golpe en ia zona posterior de la cabeza y seccion del paquete
vasculo-nervioso del cuello y de la columna vertebral.

Mediante una incisidén en la piel y seguidamente en la pared muscular de la zona
abdominal se accedié al paquete intestinal, de donde se disecé un trozo del ileon distal
de 30 cm de longitud aproximadamente, despreciandose los 10 ¢cm mas cercanos ala
region ileo-cecal por tener una gran cantidad de receptores a-adrenérgicos excitadores
(MUNRO, 1953).

La porcién del ileon asi obtenida se mantuvo en un vaso de precipitado con
solucién de Krebs a temperatura ambiente,

La composicion de la solucion nutricia de Krebs fue la siguiente:

[mM]
- NaCi 118
- KCI 4.7
- CaCl, 25
- MgS0O, 1.18
- NaHCO, 25
- KH,PO, 1.2
- glucosa 11

A continuacion se tomaron segmentos de 5 cm de longitud aproximadamente
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a los que se les separ6 el mesenteric usando pinzas vy tijeras. Cada uno de dichos
segmentos se intubé en una pipeta de un didmetro pequeno (4.5 mm) para no inutilizar
la preparacién por una distensién excesiva, y se sujeté a la misma mediante un hilo.
Después se procedié a realizar dos cortes superficiales con un bisturi, sin seccionar
completamente la pared intestinal, uno longitudinal y ofro transversal, préximo af
extremo atado. Los bordes de las incisiones se separaron con una torunda de algodén
empapada en solucion de Krebs. A continuacién se até un hilo en la zona de la fibra
mas cercana al hilo de sujecion y se tird suavermnente en direccidn opuesta para separar la fibra
longitudinal que lleva unido el plexo mientérico. La fibra se corté aproximadamente a 2.5
cm del hilo de traccién y se até con un segundo hilo en el otro extremo. Todas las
operaciones descritas para obtener la preparacion (Figura 7) se hicieron humedeciendo el
segmento de ileon en solucion de Krebs. En cada experiencia del mismo tipo no se

emplearon méas de tres preparaciones de un mismo cobayo.

La preparacion FL-PM obtenida como se ha indicado, se montd en un bafo de
érganos (Figura 8) con copas de 40 m! llenas de solucién de Krebs a una temperatrura
constante de 34°C y burbujeadas con gas carbégeno: 95% O, y 5% COQ, (Sociedad
Espanola del Oxigeno).

La tensidén basal con que se montaron las preparaciones fue de un gramo, dejando
que se relajaran durante 15 minutos antes de estimularlas eléctricamente.

Para ia estimulacién eléctrica, se utilizaron electrodos de platino en forma de anillo.
La preparacion se fij6 al electrodo inferior con uno de los hilos y se pasé por elinterior del
otro, para conseguir una estimulacién de campo. Empleamos un estimulador Grass SD9
que generaba ondas cuadradas de las siguientes caracteristicas:

® frecuencia de 0,3 Hz.
® duracion de! puiso de 2 ms.

® voitaje supramaximal (100 V)
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Figura 7. Fases del aislamiento de la preparacion fibra iongitudinal-plexo mientérico (FL-
PM) de ileon de cobayo. (1) Intestino intubado. (2) Cortes superficiales, longitudinal y

transversal. (3) Separacion de las fibras por traccion.

Transcurridos quince minutos, si la fuerza de las contracciones inducidas por
dicho estimulo se mantenia constante, se recogia mediante un transductor isomeétrico
UF 1 (Panlab S.L.) registrandose en un poligrafo OmniScribe (Bausch & Lomb).

Aquellas preparaciones cuyas contracciones inducidas por estimulo eléctrico no
superaron fa tensién de 0.5 gramos, después del tiempo de estabilizacién, fueron

desechadas.



TRANSDUCTOR

ISOMETRICO
p
POLIGRAFO
ESTIMULADOR
’? )
-.,_____‘--" :—_ljj
Varilla de vidrio — <— Pntrada
! baiio
Copa Electrodos de
- 7 platino
Gas carbogeno ..._.___.__"M k Yy
] | - Jalida copa
—J
\ | N
D)
| (C
S
Serpentin D)
C
)
Salida bano ..._.,dn—: (C <«+— Entrada
o 3 copa

Figura 8 Esquema del montaje de la preparacién FL-PM en el bafo de 6rganos y

sistemas de estimulacion y registro.



Eltratamiento crénico con morfina se realizé mediante una inyeccién subcutanea
en el lomo de los animales de una suspension oleosa de morfina base (COLLIER y col,,
1972). La dosis de morfina empleada fue de 200 mg/kg.

Se prepararon 6 ml de suspension con la siguiente composicion:

- Morfina base 400 mg
-NaCl08 % (p/v) 3 ml

- Parafina liquida 2.55 mi
- Arlacel A 0.45 ml

El Arlacel A procedia de Sigma Chem. Co. A-8009 y los otros componentes de
Panreac.

Esta mezcla se agitd con una espatula hasta conseguir una suspensién
homogénea. Ei volumen de inyeccidn se calculd en funcidén del peso de cada animal.

Se empled una jeringa de 10 ¢cm? y una aguja Acofar de tamafo 35/12.

3.1.3. Valoracion de ia tolerancia.

La tolerancia se valord estudiando el efecto de la morfina HCI en preparaciones
FL-PM estimuladas eléctricamente procedentes de cobayos no tratados (control) y
tratados con la suspension oleosa de morfinabase. Los animales tratados crénicamente
con morfina se sacrificaron al cuarto dia de la inyeccién de la suspensién oleosa de
morfina. Con las preparaciones obtenidas se realizaron curvas dosis-respuesta

anadiendo cuatro dosis de morfina de forma acumulativa, obteniéndose unas
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concentraciones finales en bafo, para cada dosis, de 107, 2 x107, 4 x107 y 8 x107 M.
El intervalo entre dosis fue de 3 minutos; tiempo suficiente para que las dosis |
alcanzaran su efecto maximo. Los efectos producidos por la morfina sobre estas
preparaciones fueron comparados con los obtenidos en peparaciones control por la

prueba de la t de Student para valores no apareados.

preparacién FL-PM.

Se ensayaron los efectos de los farmacos estudiados sobre ia contraccion
muscular inducida por estimulo eléctrico de la preparacion FL-PM. Se midi6 la fuerza de

la contraccién transcurridos 15 minutos de la administracién en el bafic de érganos de:

e cionidina: 10°, 108 10" M
¢ nimodipino: 2.5 x10® 5 x10%, 107, 2x10" M
e diltiazem: 10, 2 x10%, 4 x10%, 8 x10° M

Los farmacos se anadieron de forma acumulativa cada 15 minutos. Los valores
indican las concentraciones finales alcanzadas en el bafo después de cada

administracion.

3.1.5. Modificacion de la tolerancia en la preparacibn FL-PM por los distintos

tratamientos.

La tolerancia se valoré como ya se ha indicado en el apartado 2.1.3.
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Se estudi6 el efecto del trtamiento con cionidina, nimedipino y diitiazem en
preparaciones FL-PM estimuladas eléctricamente procedentes de cobayos tratados
crénicamente con morfina,
Los tratamientos in vivo se realizaron administrando intraperitonealmente (i.p.)

una hora antes del sacrificio los siguientes farmacos:

e clonidina (75, 150, 300 pg/kg).
e nimodipino (5, 10, 20 mg/kg).
o diltiazem (10, 20, 40 mg/kg).

Las distintas dosis de cada farmaco se administraron en grupos de animales
diferentes.

En las preparaciones obtenidas de los cobayos asi tratados se realizaron curvas
dosis-respuesta para estudiar como modificaban los distintos farmacos la sensibilidad

al efecto inhibidor de la morfina.

3.1.6. Valoracién de ia dependencia a la morfina.

3.1.6.1. Por administracion de naloxona in vitro.

Es un hecho clasicamente conocido que la administracién de naloxona al bano
de érganos desencadena en la preparacion FL-PM procedente de cobayos tratados
crénicamente con morfina y no estimulada eléctricamente una contractura muscular
sostenida que se utiliza como una medida de la abstinencia en dicha preparacion
(EHRENPREIS y col., 1972; SCHULZ y HERZ, 1976; HAMMOND y col., 1976) (Figura 9).
La naloxona se administré después de registrar la contraccién inducida por estimulo

eléctrico, suspender dicho estimulo y esperar cinco minutos para estabilizar la motilidad
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espontanea de la preparacién. La concentracién de naloxona en el bafio fue de 10° M.
Después de registrar la contraccion inducida por naloxona se volvié a estimular
eléctricamente la preparacién para ver si se modificaba la contraccién y se registré la

fuerza de dicha contraccion.

1 min 0.5 g
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Figura 9. Efecto de la administracion de naloxona (Nx) (10° M) en la preparacién FL-PM

procedente del ileon de cobayos controf (A) y tratados crénicamente con morfina (B).

3.1.6.2. Por retirada del depésito de morfina in vivo.

Al tercer dia de la inyeccidn subcutanea se eliminé el depésito de morfina de la
inyeccidn subcutanea, bajo anestesia ligera con éter y un lavado con una torunda de
algodén y suero a presion. Se aplicd un punto se sutura para facilitar la cicatrizacién de
la incisién realizada.

Después de la eliminacion del depésito de morfina, los cobayos fueron
sacrificados a las 12, 24, 48 y 72 horas para estudiar la fuerza de la contraccién de la
preparacion FL-PM inducida por estimulo eléctrico y su sensibilidad a la accién de ia

morfina.



3.1.7.1. Administracion inr vitro.

Los distintos farmacos se administraron en el bafic de érganos sobre
preparaciones procedentes de animales tratados crénicamente con morfinay montadas
en solucién Krebs con morfina 107 M. Cada dosis se dejé actuar durante 15 minutos
antes de afadir la naloxona.

A continuacién se indican los farmacos empleados y sus concentraciones en el

bano:

e clonidina: 108, 7.5x107, 5x107, 107, 10¢ M
e nimodipino: 7.5 x108, 5 x10% 25x10% 107, 10°M

® diltiazem: 5 x107, 25 x107, 10% 10°M

Se valor6 la fuerza de la contraccion muscular inducida por naloxona (Apartado
3.1.6.1) en las preparaciones procedentes de cobayos tratados crénicamente con

morfina, y en ausencia o presencia de los distintos farmacos.

3.1.7.2. Tratamientos in vivo.
Los cobayos tratados crénicamente con morfina fueron inyectados por via
intraperitoneal haciéndose varios grupos con los diferentes farmacos y dosis:
® clonidina: 7.5, 75, 150y 300 pg/kg
e nimodipino: 0.5, 5, 10y 20 mg/kg
® diltiazem: 1, 10, 20y 40 mg/kg
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Los animales fueron sacrificados al cabo de una hora y las preparaciones FL-PM
se montaron en el bafo de érganos con solucién Krebs. Se compard la presentacion
de contracciéon muscular inducida por naloxona (Apartado 3.1.7.1) en las preparaciones
procedentes de cobayos tratados crénicamente con morfina en ausencia y presencia

de las distintas dosis de los fArmacos.

3.2. VALORACION DE LOS SIGNOS DE ABSTINENCIA A LA MORFINA EN RATA.

Se emplearon ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (Paniab S.A)), de un
peso comprendido entre 200 y 250 g, mantenidas bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12
h (luz de 8 h a 20 h), a temperatura constante (23 °C) y con libre acceso a comida y
bebida. Las ratas se hicieron tolerantes a la morfina por el método descrito
anteriormente para el cobayo (Apartado 3.1.2, inyeccién subcuténea de una emulsién
de morfina de 200 mg/kg) y se les desencadent el sindrome de abstinencia al tercer
dia mediante una inyeccion intraperitoneal de naloxona (Nx) (1 mg/kg) 30 minutos antes
del sacrificio.

Se estudiaron signos de comportamiento tipicos del sindrome de abstinencia en
los siguientes grupos de animales:
® control,
® control + naloxona.
e control + clonidina.
e control + nimodipino.
e control + diltiazem.

& tratados cronicamente con morfina.
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o fratados crénicamente con morfina + naloxona.
¢ tratados crénicamente con morfina + clonidina + naloxona.
e tratados crénicamente con morfina + nimidipino + naloxona.

e tratados crénicamente con morfina + ditiazem + naloxona.

Cada grupo constaba de ocho animales.

Los tratamientos con la clonidina, el nimodipino y el diltiazem se hicieron una
hora antes del sacrificio. Las dosis empleadas fueron 300 pg/kg de clonidina, 10 mg/kg
de nimodipino y 20 mg/kg de diltiazem. |

La observacién de los animales se realizé durante 30 minutos colocandoles en
una caja de madera con las siguientes medidas: 79 x 41 x 35 cm (largo x ancho x alto).
Los resuliados se recogieron sin tener el observador conocimiento del tratamiento de
cada lote de ratas.

lLos signos de comportamiento valorados que se presentaron frecuentemente

fueron:

1. aseo {grooming)

2. castaneteo de dientes

3. pérdida de peso

4. sacudidas (wet dog shakes)

5. saltos

En ellos se considerd el nimero de presentaciones caiculandose la media y el

error estandar de ia misma.

Oftro grupo de signos fue de dificil cuantificacién y se consider6 la presencia o

ausencia de los mismos:
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6. cromodacriorrea
7. diarrea
8. extensién abdominal (writhing)
9. ptosis palpebral

10. vocalizacién

Estos se consideraron variables cualitativas, verificandose la significacion

estadistica mediante la prueba de independencia de la ji al cuadrado (x%).

3.3. NIVELES DE MONOAMINAS EN SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE RATA.

Se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley en las mismas condiciones ya
expuestas en el apartado anterior y se hicieron los mismos grupos. Se determinaron los
niveles de S-hidroxitriptamina (5-HT), Aacido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) vy
noradrenalina en distintas estructuras def sistema nervioso central.

Los distintos farmacos se administraron intraperitonealmente una hora antes del
sacrificio. Se empiearon fas siguientes dosis: clonidina 300 pg/kg, nimodipino 10 mg/kg

y ditiazem 20 mg/kg.

3.3.1, Aislamienio de las estructuras del SNC.

Al cabo de una hora de la inyeccion de los distintos farmacos, administrados
siempre por via i.p., los animales fueron sacrificados con guillotina y disecadas distintas
estructuras del sistema nervioso central:

® Estructuras intracraneales. Desples de practicar la craneotomia y extraer la
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masa encefalica, se disecaron en frio, con pinza curva y bisturi, las siguientes

estructuras:

- BULBO

- CORTEZA

- HIPOCAMPO

- MESENCEFALO

¢ Estructura extracraneal;

- MEDULA ESPINAL

Se aislé cortando la columna vertebral a nivel sacro-lumbar e inyectando por el
canal medular suero fisioldégico con un aguja roma en sentido caudo-craneal hasta
conseguir su salida.

Las meninges de las diferentes estructuras fueron eliminadas con pinzas.

El sacrificio de los animales se llevd a cabo por la manana entre las 11 y las 13
horas.

Las distintas estructuras aisladas se congelaron sobre anhidrido carbénico sélido
granulado procedente de Carburos Metalicos S.A. y se guardaron en congelador a

-80°C hasta su posterior procesamiento.

3.3.2. Extraccion y andlisis de las monoaminas en distintas estructuras del sisterna

nervioso central de rata.

Las diferentes estructuras del SNC se pesaron en una balanza de precision

(Mettler H64) y se homogeneizaron en tubos de polietieno mediante un
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homogeneizador de émboio (Heidolph) en diferentes volumenes de una solucién de
acido perclérico 0.4 M y disulffito sédico al 0.1 %. Se homogeneizaron en cuatro
volumenes el bulbo, el hipocampo, el mesencéfalo y la médula espinal, y en tres
volumenes la corteza. Después, se centrifugaron a 19000 r.p.m. (25000 g) durante 20
minutos y a una temperatura de 4° C en una centrifuga Centrikon T-2080 (Kontron
Instruments) con un rotor TFT 7513 de angulo fijo. Los tubos se decantaron y los
sobrenadantes se guardaron en un congelador (Hevco) a -80° C hasta el momento de

su posterior analisis por cromatografia liquida de alta presién (HPLC).

Para la separacion y cuantificacion de las monoaminas utilizamos un sistema de
cromatografia liquida de alta presiobn (HPLC) de fase reversa con deteccién

electroquimica.

® Preparacion de la fase movil.
La fase moévil empleada fue diferente para la separacién de catecolaminas

(noradrenalina) y para la separacion de indolalquilaminas (5-hidroxitriptamina, acido 5-

hidroxiindolacético).

A) Composicion de ia fase mévil para catecolaminas:

- acido citrico 0.1 M (Probus N° 11510)

- hidrogenofosfato de disodio dihidratado 0.1 M (Merck N° 6580)
- &cido 1-octanosulfénico (PIC) (Sigma Chem. Co. O-7877)

- metanol para HPLC 10 v/v (Scharlau N° 301)

-pH = 345
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La adicién de PIC como formador de par ibnico es imprescindible para la
deteccién de catecolaminas, ya que aumenta su tiempo de retencién impidiendo que

eluyan en el frente de inyeccién.

B) Composicion de la fase mévil para indolalquilaminas:

- acido citrico 0.1 M (Probus N° 11510).

- hidrogenofosfato de disodio dihidratado 0.1 M (Merck N° 6580).
- metano! para HPLC 10 v/v (Scharlau N° 301).

-pH = 3.45

El agua desionizada empleada para la preparacion de la fase moévil estaba
procesada mediante un sistema Milli-Q (Waters), adosado a un sistema de purificacién
Milli-RO (Waters).

Una vez disueltos los componentes, ia fase mévil se filtré mediante vacio através
de fitros (Millipore HATF04700) de un tamano de poro de 0.45 um. El fitrado se

desgasificé a vacio durante 20 minutos antes de pasarse por el cromatografo.

® Preparacién de los estandares.

La calibracién del sistema se efectué por inyecibn del estandar externc
correspondiente y 1a realizacién de una curva de calibrado. Para la evaluacién de
indolalquilaminas se prepararon soluciones de 8 ng de 5-hidroxitriptamina (Sigma H-
7752) y 4 ng de &cido 5-hidroxiindol-3-acético (Sigma H-8876) en una solucién de acido
perclorico 0.4 M y disulfito sédico al 0.1 %. Estas se mezclaron vy, diluidas tres veces a
la mitad, dieron lugar a cuatro soluciones que conformaban la curva de calibrado. Para
la evaluacion de noradrenalina se preparé un estandar de 4 ng de noradrenalina (Sigma

A-9512) a partir del cual se prepararon cuatro diluciones sucesivas.
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¢ Sistema cromatogréfico.

lLa bomba (Waters 510) se programé a un fiujo de 1 ml/min, alcanzandose una
presién de 2000 psi. El volumen de inyeccién fue de 20 p! (Inyector Reodyne). Las
muestras pasaron por una precolumna (Guard-Pak C18 Resolve, Waters) antes de
pasar por la columna Resofve C18 (Waters). Esta tenia 15 cm de longitud x 3.4 mm de
diametro interno y un relieno de 5 pm. Usamos un detector electroquimico (Waters 460)
de tipo amperométrico fijando una diferencia de potencial potencial de 0.7 V entre el
electrodo de frabajo (pasta vitrea de carbono) y el de referencia (Ag/AgCi). Los

resultados fueron recogidos por un integrador-registrador Waters Data Module-745.

3.4, FARMACOS Y REACTIVOS EMPLEADOS.

Los farmacos uftilizados en la presente Tesis Doctoral han sido los siguientes:

® Morfina HCI (Alcaliber S.A.).

¢ Morfina base. (Alcaliber S.A).

® Naloxona HCI (Sigma Chem. Co. N-7758).

® Cionidina (Laboratorios Boehringer Ingelheim, S.A).
® Nimodipino (Quimica Farmace(tica Bayer, S.A).

¢ Diltiazem (Laboratorios Dr. Esteve, S.A)).

La morfina HCI, la naloxona, la clonidina y el diltiazem se disolvieron en agua
desionizada.

Las soluciones empleadas para administrar los farmacos in vivo se prepararon
como a continuacidbn se detalla. Para el caso de el nimodipino, debido a su

liposolubilidad, se disolvid en un vehiculo recomendado por los Laboratorios Bayer S.A,,
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que contenia:

- polietilenglicol 400 85 %
- glicerina 5%
- agua desionizada 10%

El resto de los farmacos se disolvieron en agua desionizada.

En io que respecta a la preparacién de las soluciones para los tratamientos in
vitro. En el caso del nimodipino, se prepard una solucién madre de concentracién 2x10°
® M en etanol y a partir de ella se preparé otra de concentracién 2 x10° M en agua
desionizada. Debido a que el nimodipino se descompone por radiacién iuminosa inferior
a 450 nm, empleamos durante su manipuiacion luz amarilia. Para ef caso del diltiazem,
se prepar6 una solucién madre de concentracion 4 x10° My a partir de ella se prepard
otra 8 x10* M, ambas disueltas en agua desionizada. El resto de los farmacos se
disolvieron en agua desionizada. Las soluciones se conservaron en nevera,

preparandose nuevas cada semana.

3.5. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Los resultados obtenidos fueron valorados estadisticamente de la siguiente
forma:

e Se calculd la media = el error estandar de la media (E.S.M.) para los datos
de tipo cuantitativo y se aplicaron las pruebas de la f de Student y el andlisis de la
varianza. El nimero de experiencias realizadas no fue en ningun caso inferior a seis.

¢ Para los datos de tipo cualitativo se elaboraron tablas de contingencia de 2

X 2y se hizo un contraste de hipétesis mediante la prueba de ji al cuadrado { x?).
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Consideramos las diferencias como significativas (* = p < 0.05), muy significativas
(**= p< 0.01} y altamente significativas (***= p< 0.001).
Los célculos se hicieron empleando un ordenador personal y los programas

estadisticos: Pharmacologic Calculations, Sigmay Microstat.



4. RESULTADOS
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4.1. ESTUDIOS EN ILEON DE COBAYO.

1.1 rrollo iolerancia la preparaci -

La administracién acumulativa de morfina a las concentraciones de 107, 2 x107,
4 x107 y 8 x107 M en el bano de 6rganos, causé una inhibicién dosis-dependiente de
la respuesta contractil inducida por estimulo eléctrico en la preparacién fibra
longitudinal-plexo mientérico (FL-PM) de lleon de cobayo: La inhibicion fue
significativamente menor en preparaciones FL-PM procedentes de animailes tratados

crénicamente con morfina (Tabla 3, Figura 10).

TABLA 3. Efecto inhibidor de la morfina sobre la contraccion de la preparacion fibra
longitudinal-plexo mientérico (FL-PM) de ileon de cobayo procedente de animales
controles y tolerantes a ia morfina.

[MORFINA] (M) % INHIBICION CONTRACCION
CONTROL TOLERANTES **
107 27.3 + 3.9 3.0 + 0.8
2 x107 40.8 + 55 55 + 1.4
4 x107 58.1 + 5.2 156.3 + 3.0
8 x107 711 + 36 26.9 + 4.4

Los datos representan el porcentaje de inhibicién medio de la respuesta contréactil +
E.S.M., nz=8, **= p<0.01.
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Figura 10. Efecto de la administracién de morfina en la preparacién FL-PM procedente
de animales control y tratados cronicamente con morfina. Cada punto representa el

porcentaje de inhibicion medio de la contraccién y las barras verticales el E.S.M., nz 9,

**= p<0.01.



estimulada eléctricamente.

Electo de la clonidina en FL-PM.

La clonidina administrada en el bafio de érganos a distintas concentraciones (10%,
10%, 107 y 10® M) produjo una inhibicién dosis-dependiente de la respuesta contréctil
inducida por estimulo eléctrico en la preparacién FL-PM de ileon de cobayo. Esta
inhibicion fue significativamente menor en preparaciones procedentes de cobayos
tratados cronicamente con morfina (Tabla 4, Figura 11).

El tratamiento de los cobayos con 300 ug/kg de clonidina por via i.p. una hora
antes del sacrificio, no alteré significativamente la capacidad de ia clonidina para inhibir

las contracciones de la preparacion FL-PM de ileon de cobayo.

TABLA 4. Efecto de la clonidina sobre la contraccién muscular inducida por estimulo
eiéctrico en preparaciones FL-PM de ileon de cobayo procedentes de animales control
y tolerantes a morfina.

[CLONIDINA] (M) % INHIBICION
CONTROL TOLERANTES ™
10° 8.1 + 2.1 0.25 + 0.25
10° 429 + 5.6 40+ 18
107 58.0 + 5.0 14.4 + 50
108 631 66 155+ 56

Los valores representan el porcentaje de inhibicién medio de la respuesta contractil +
E.S.M, nz8, **= p<0.01.
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Figura 171. Efecto de la administracion de clonidina en la preparacién FL-PM procedente
de animales control y tratados crénicamente con morfina. Cada punto representa el

porcentaje de inhibicibn medio de la contraccién y las barras verticales el ES.M., n=8,

**= p< 0.01.



99

fecto del nimodi n FL-PM.

El nimodipinc administrado de forma acumulativa (2.5 x10®, 5x10%, 107y 2x107
M) al bafio de 6rganos produjo una inhibicién dosis-dependiente de {a respuesta
contractil inducida por estimulacién eléctrica. Esta inhibicibn mostré diferencias
significativas en las preparaciones procedentes de animales tratados crénicamente con
morfina frente a la que presentaban las preparaciones procedentes de animales control
(Tabla 5, Figura 12).

El tratamiento con nimodipine a la dosis de 5 mg/kg una hora antes de sacrificar
a los animales no alter6 significativamente la capacidad del nimodipino para inhibir las

contracciones inducidas por estimulo eléctrico.

TABLA 5. Efecto del nimodipino sobre la contraccién inducida por estimuio eléctrico en
la preparacién FL-PM de ileon de cobayo procedente de animales controles y tratados

crénicamente con morfina.

[NIMODIPINO] (M) % INHIBICION
CONTROL TOLERANTES ™*
25x10°8 311 69 17.6 £ 3.5
5 x10° 52.8 = 9.0 36.1 * 6.0
107 69.3 + 7.4 58.6 + 6.4
2 x107 798 + 45 751 x 4.4

Los valores representan el porcentaje de inhibicion medio de la respuesta contractil £
E.S.M., n=8, **= p<0.01.
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Efecto de| ditiazem en FL-PM.

£l ditiazem administrado en el bafo de 6érganos en concentraciones
acumulativas (109, 2 x10%, 4 x10®% y 8 x10® M) produjo una inhibicién de la respuesta
contréactil inducida por estimulo eléctrico que fue dependiente de la dosis. La inhibicién
fue mayor en las preparaciones procedentes de animales tolerantes siendo esta
diferencia estadisticamente significativa con respecto a las preparaciones controles
(Tabla 6, Figura 13}.

El tratamiento con una inyeccién de 10 mg/kg por via i.p. de diltiazem una hora
antes de sacrificar los animales no alteré significativamente la inhibicién de la respuesta

contractii producida por el diltiazem.

TABLA 6. Efecto del diltiazem ip. en preparaciones FL-PM de ileon de cobayo
procedentes de animales control y tolerantes a la morfina.

[DILTIAZEM] (M) % INHIBICION
CONTROL TOLERANTES ™"
10 21.9 + 5.6 48.0 + 8.2
2x10° 401 + 7.5 67.4 + 6.9
4x10°® 53.4 + 7.6 81.2 + 4.8
8x10% 639 + 6.7 87.1 + 3.3

Los valores representan el porcentaje de inhibicibn medio de la respuesta
contractii = E.S M., n= 9, **= p<0.01.
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Figura 13. Efecto de la administracién de diltiazem en la preparacién FL-PM procedente
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**= p<0.01.



4.1.3. Modificacion de

4.1.3.1. Modificacién de la tolerancia a la morfina por la clonidina.

En los animales control tratados i.p. con clonidina (75, 150 y 300 pg/kg), una
hora antes del sacrificio, s6lo la dosis méas alta disminuy6 significativamente la inhibicién
producida por la morfina en la respuesta contractil inducida por estimuilo eléctrico (Tabla
7, Figura 14).

En el caso de los animales tolerantes a la morfina, la clonidina disminuyé
significativamente la sensibilidad de las preparaciones procedentes de estos animales

al efecto inhibidor de la morfina para todas las dosis empleadas (Tabla 8, Figura 14).

TABLA 7. Efecto de la morfina sobre la contraccion muscular inducida por estimuio

eléctrico en preparaciones FL-PM de ileon de cobayo procedentes de animales control

tolerancia por los
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istintos lratamientos.

(C} y tratados con clonidina i.p. una hora antes del sacrificio.

[MORFINA] C CLONIDINA (pg/kg)
(M) 75 150 300
107 27.3+3.9 311257 257+43 195+33
2 x107 40.9+5.5 466275 43.8+52  31.0+50
4 x107 58.1+5.2 59.2+7.7 582452 451x54
8 x107 71.1+36 642481 656+52 54.5%51

Los valores representan el porcentaje de inhibicidn medio de la respuesta
contractii =+ ES.M., n=9, **= p<0.01.
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TABLA 8. Efecto de la morfina sobre la contracciébn muscular inducida por estimulo
eléctrico en preparaciones FL-PM de ileon de cobayo procedentes de animales

tolerantes a morfina (T) y tolerantes tratados con clonidina i.p. una hora antes del

sacrificio.

[MORFINA] T CLONIDINA (pg/kg)
(M) 75" 75" 150" 300"
07 3.0x0.9 42+04 2.1x08 21+07 27111
x107 55+16 7.8+1.6 41%+1.3 3.1+x1.0 7.7x3.2
4x107 16.1x£3.7 12.0+:3.4 7.1x20 6255 20555
8x107 30.1+£5.3 19.6+6.0 10.8+29 10.4+3.3 33.2x6.7

Los valores representan el porcentaje de inhibicidon medio = E.S.M. de la respuesta

contractil, nz=6, **= p< 0.01.

4.1.3.2. Modificaciéon de la tolerancia a la morfina por el nimodipino.

En los animales control tratados con nimodipino {5, 10 y 20 mg/kg) una hora
antes del sacrificio, sblo la dosis de 10 mg/kg disminuyé significativamente la
sensibilidad de las preparaciones al efecto inhibidor de la morfina sobre la contraccién
muscular inducida por estimulo eléctrico (Tabla 9, Figura 15}.

En los animales tratados cronicamente con morfina y con nimodipine (0.5, 5, 10
y 20 mg/kg) una hora antes del sacrificio, las dosis de 5, 10 y 20 mg/kg disminuyeron
la sensibilidad de las preparaciones FL-PM al efecto inhibidor de la morfina (Tabla 10,

Figura 15).
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TABLA 9. Efecto de la morfina sobre la contraccién inducida por estimulo eléctrico en
preparaciones FL-PM de ileon de cobayo procedentes de animales control (C) y
tratados con nimodipino i.p. una hora antes del sacrificio.

[MORFINA] C NIMODIPING (mg/kg)

(M) 5 10™ 20
107 27.3+3.9 26.86+4.8 20.0+52  26.8%59
2x107 40.9%+5.5 43.3+58 348+80  41.6%59
4x107 58.1+5.2 58.6+4.6 456+95 58156
8x107 71.1+36 71.9+35 552+98  68.6+5.1

Los valores representan el porcentaje de inhibicién medio de la respuesta con-
tractil £ £.S.M., nz9, **= p<0.01

TABLA 10. Efecto de ia morfina sobre la contraccion inducida por estimulo eléctrico en
preparaciones FL-PM de ileon de cobayo procedentes de animales tolerantes (T) y

tolerantes tratados con nimodipino i.p. una hora antes del sacrificio.

[MORFINA] T NIMODIPINO (mg/kg)
(M) 0.5 5 10" 20™"
107 3.0+0.8 36+1.7 07+07 2809 1.9+09
2 x107 5.5+1.4 7.6+23 36x1.0 64+1.7 32=1.1
4x107 15.3+3.0 124+34 49+15 104+28 5318
8 x107 26.9+4.4 22.0+£51 11.1+26 181+48 134x45

Los valores representan el porcentaje de inhibicibn medio de la respuesta
contréctit + E.S.M,, n=6, **= p<0.01.
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4.1.3.3. Modificacién de la tolerancia a la morfina por el ditiazem.

En los animales control tratados i.p. con diltiazem (10, 20, 40 mg/kg) una hora
antes del sacrificio, las dosis de 10y 20 mg/kg disminuyeron significativamente la sen-
sibilidad de las preparaciones al efecto inhibidor de la morfina (Tabla 11, Figura 16).

En las preparaciones procedentes de animales tolerantes, dicha sensibilidad
resultd también estar significativamente disminuida para ias mismas dosis de diltiazem

(10 y 20 mg/kg) (Tabla 12, Figura 16).

TABLA 11. Efecto de la morfina en preparaciones FL-PM de ileon de cobayo

procedentes de animales control (C) y tratados con dittiazem i.p. una hora antes del

sacrificio.
[MORFINA] C DILTIAZEM (mg/kg)

(M) 10"" 20"" 40
107 27.3+3.9 22.0x4.7 15.8+3.4 25.8+3.8
2x107 40.9+5.5 356+7.7 30.9+5.2 42.3+49
4 x107 58.1+5.2 492+8.3 43.6+6.0 58.8+49
8 x107 71.1x3.6 60.5+7.9 855.1+6.2 71.6+4.6

Los valores representan el porcentaje medio de inhibicion de la respuesta

contractil + E.S.M,, n=8, **= p<0.01.
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TABLA 12. Efecto de la morfina en preparaciones FL-PM de ileon de cobayo

procedentes de animales tolerantes (T) a la morfina y tolerantes tratados con diltiazem

i.p. una hora antes del sacrificio.

DILTIAZEM (mg/kg)

[MORFINA] T
(M) 1 10" 20"" 40
107 3.0+0.8 52+1.6 5.0+0.9 1.5+1.7 34213
2 x107 55+1.4 8.8+3.0  11.9242 58+35  6.6+37
4 x107 15.3x3.0 16.2x4.3 19.4+6.1 11.2+55 13.4+3.2
8 x107 26.9+4.4 248461 321+7.0 216279 236x4.3

Los valores representan el porcentaje de inhibicidn medio de la respuesta

contréctil £ ES. M., n26, **= p<(0.01.
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medio de la contraccién y las barras verticales el E.S.M., nz6, *= p<0.05.
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4.1.4. Estudio de la abstinencia inducida por naloxona.

La administracién de naloxona (10 M) en el baiio de érganos no alteré de forma
significativa la respuesta contractil inducida por estimulo eléctrico ni la motilidad basal
de las preparaciones FL-PM procedentes de cobayos control.

En las preparaciones procedentes de animales tolerantes a la morfina la
administracién de naloxona 10¢ M en el bafio provocé una contractura muscular
sostenida. Este fendémeno fue claramente observable en el 54.3 % de los casos (n= 35).
Cuando las preparaciones procedentes de cobayos tolerantes fueron mantenidas en
solucion Krebs con morfina 107 M, se registré la contractura de la preparacién en el 74

% de los casos (n= 23).

4.1.4.1. Tratamientos in vifro.

En la Figura 17 se representan registros obtenidos de la contraccién muscular
inducida por naloxona en preparaciones FL-PM de ileon de cobayos tratados

crénicamente con morfina e incubadas con clonidina, nimodipino y dittiazem.
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Figura 17. Registros de la contraccién inducida por naloxona (10° M en preparaciones
FL-PM procedenites de cobayos tratados crénicamente con morfina e incubadas durante

15 mintos con clonidina (107 M}, nimodipino (107 M} y diltiazem (10° M).

g9
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4.1.4.1.1. Efecto de la clonidina sobre la dependencia a la morfina.

La clonidina administrada en el bano de 6érganos produjo una disminucion dosis-
dependiente de la fuerza de la contraccién inducida por naloxona en la preparacién FL-
PM procedente de cobayos tratados crénicamente con morfina. Alcanzandose
diferencias significativas en los resultados para concentraciones iguales o superiores a

107 M (Tabla 13, Figura 18).

TABLA 13. Fuerza de la contraccién inducida por naloxona en preparaciones FL-PM de

fleon procedentes de cobayos tolerantes a morfina desplies de 15 minutos de

incubacién con varias concentraciones de clonidina.

[CLONIDINA] (M) CONTRACCION (g) N
0 0.640 + 0.058 9
10°® 0.460 + 0.120 12
107 0.230 + 0.080"" 15
10 0.210 + 0.070" 11
10° 0.015 + 0.015™" 6

Los valores representan la fuerza media de la contraccién en gramos + E.S.M., N=

namero de experiencias, *= p< 0.05, **= p<0.01.
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Figura 18 Fuerza de la contraccién inducida por naloxona 10*®M en preparaciones FL-
PM de ileon procedentes de cobayos tratados crénicamente con morfina (200 mg/kg)
después de 15 minutos de incubacién con distintas concentraciones de clonidina. C=

control, Nz5, *= p<0.05, **= p<0.01.
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4.1.4.1.2. Efecto del nimodipino sobre la dependencia a la morfina.

El nimodipino produjo una disminucién dosis-dependiente de la fuerza de la
contraccién inducida por naloxona en la preparacién FL-PM procedente de cobayos
tolerantes. Alcanzandose diferencias significativas para concentraciones iguales o

superiores a 5 x10° M (Tabla 14, Figura 19).

TABLA 14. Fuerza de la contraccién inducida por naloxona en preparaciones FL-PM de
fleon procedentes de cobayos tolerantes a morfina despies de 15 minutos de

incubacién con distintas concentraciones de nimodipino.

[NIMODIPINO] (M) CONTRACCION (g) N
0 0.640 + 0.058 g

5 x10 0.280 + 0.060"" 8
7.5 x10°® 0.400 + 0.100" 8
107 0.080 + 0.030™" 8

Los valores representan la fuerza media de la contraccion en gramos = ES.M., N=

nimero de experiencias, *= p<0.05, **= p< 0.01,
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Figura 19. Fuerza de la contraccién inducida por naloxona 10°M en preparaciones FL-
PM de ileon procedentes de cobayos tratados crénicamente con morfina {200 mg/kg)
después de 15 minutos de incubacién con distintas concentraciones de nimodipino. C=

control, N=8, *= p<0.05, **= p<0.01.
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4.1.4.1.3. Efecto del diltlazem sobre ia dependencia a la morfina.

Ei diltiazem produjo una disminucion dependiente de la dosis, de la fuerza de
la contraccién inducida por naloxona en la preparacion FL-PM procedente de cobayos
tolerantes. Alcanzéndose diferencias significativas para concentraciones iguales o

superiores a 2.5 x107 M (Tabla 15, Figura 20).

TABLA 15. Fuerza de la contraccion inducida por naioxona en preparaciones FL-PM de
ileon procedentes de cobayos tolerantes a morfina después de 15 min de incubacién

con distintas concentraciones de diltiazem.

[DILTIAZEM] (M) CONTRACCION (g) N
0 0.640 + 0.058 g

2.5 x107 0.460 + 0.085" 7

5 x107 0.190 + 0.025™" 9
10® 0.120 + 0.037"" 10

Los valores representan la fuerza media de la contraccién en gramos = E.S. M., N=

nimero de experiencias, *= p< 0.05, **= p< 0.01.
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Figura 20. Fuerzade la contraccién inducida por naloxona 10® M en preparaciones FL-
PM de ileon procedentes de cobayos tratados crénicamente con morfina (200 mg/kg)

después de 15 minutos de incubacién con distintas concentraciones de diltiazem. C=

control, N=7, *= p<0.05, **= p<0.01.



119

4.1.4.2. Tratamientos in vivo.

4.1.4.2.1. Efecto de la clonidina sobre la dependencia a la morfina.

En las preparaciones procedentes de animales tolerantes a morfina y tratados
i.p. con clonidina (7.5, 75, 150 y 300 pg/kg) se observé la aparicion del sindrome de
abstinencia in vifroen el 43, 11, 10y 11 % de los casos, respectivamente. La diferencia
respecto a la frecuencia de presentacién del sindrome de abstinencia en la preparacién
FL-PM procedente de animales no tratados con clonidina (54.3 %, n= 35) fue
estadisticamente significativa (y*= 4.514; = 8.167, 1 g.l.) para las dosis de 150 y 300
pg/kg respectivamente (Figura 21). Estos resultados se obtuvieron manteniendo las
preparaciones en solucién Krebs sin morfina.

La comparacion estadistica de los resultados de presencia y ausencia del signo
de abstinencia en la preparacién FL-PM se valoré considerando como hipétesis nula
que la presentacion del signo de abstinencia es independiente del tratamiento y
rechazando dicha hipdtesis cuando el valor obtenido de y? fue mayor que el valor de

x* dado para un nivel de significacion de 0.05.
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Figura 21. Porcentaje de presentacion de abstinencia en la preparacion FL-PM de ileon
procedente de cobayos tolerantes a morfina y tratados i.p. con clonidina a las dosis de
7.5, 75, 160 y 300 pg/kg una hora antes del sacrificio. Las preparaciones fueron
incubadas en solucién Krebs sin morfina. n= nimero de experiencias, *= p<0.05, **=

p<0.01.

4.1.3.1.2. Efecto del nimodipino sobre la dependencia a la morfina.

En las preparaciones procedentes de animales tolerantes y tratados con

nimodipino (0.5, 5, 10, 20 mg/kg) se observaron signos de abstinencia en la preparacion

FL-PM en el 67, 10.5, Oy 0 % respectivamente. La diferencia con respecto a cobayos



121
tolerantes no tratados con nimodipino fue estadisticamente significativa (y?= 9.521; y*=

10.232, 1 g.l.) para las dosis de 10 y 20 mg/kg respectivamente (Figura 22).
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Figura 22. Porcentaje de presentacién de abstinencia en preparaciones FL-PM de ileon
de cobayo procedentes de animales tolerantes a morfina tratados i.p. con nimodipino
a las dosis de 0.5, 5, 10, 20 una hora antes del sacrificio. Las preparaciones fueron

incubadas en solucidon Krebs sin morfina. n= namero de experiencias, **= p<0.01.

4.1.4.1.3. Efecto del ditiazem sobre la dependencia a la morfina.

En las preparaciones procedentes de animales tolerantes a morfina y tratados
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con dittiazem i.p. (1, 10, 20 y 40 mg/kg) se observé la presentacion de la contractura
muscular tras la adicién de naloxona al bafo de érganos en un 71, 35.3, 6.2 y 23%, |
respectivamente de los casos. La diferencia respecto a preparaciones procedentes de
cobayos tolerantes no tratados con diltiazem fue estadisticamente significativa (2=

B.709; y%= 4.786, 1 9...) para las dosis de 20 y 40 mg/kg respectivamente (Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje de presentacién del sindrome de abstinencia en preparaciones
FL-PM de ileon de cobayo procedentes de animales tolerantes a morfina tratados i.p.
con diltiazem a las dosis de 1, 10, 20 y 40 mg/kg una hora antes del sacrificic. Las
preparaciones fueron incubadas en soluciébn Krebs sin morfina. n= niUmero de

experiencias, *= p<0.05, **= p<0.01.



La retirada del depdsito subcutdneo de morfina al tercer dia no desencadend
una sintomatologia de abstinencia clara en los cobayos, Unicamente, se evidencié un
aumento de la agresividad y cierto grado de hiperexcitabilidad.

La sensibilidad a la morfina de las preparaciones FL-PM procedentes de estos
animales y valorada a distintos tiempos (12, 24, 48 y 72 h) no siguidé un patrén de

recuperacion constante por lo que no ha podido valorarse.

4.2. VALORACION DE LOS SIGNOS DE ABSTINENCIA A LA MORFINA EN RATA,

¢ Ratas control.

Ei grupo controf de animales no presentd ninguno de los signos caracteristicos
del sindrome de abstinencia después del tratamiento con naloxona. E! tratamiento con
la clonidina, el nimodipino y el diltiazem tampoco provocéd ninguno de los signos de

abstinencia en este grupo.

¢ Ratas en abstinencia.

Las ratas tratadas crénicamente con morfina a las que se les desencadend un
sindrome de abstinencia por inyeccion de naloxona i.p. {1 mg/kg) al tercer dia,
presentaron distintos signos tipicos del sindrome de abstinencia. Aquellos que se
presentaron de forma frecuente {aseo, castafieteo de dientes, pérdida de peso,

sacudidas y saltos) se cuantificaron caiculando la media y su error estandar.
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También se registraron ofros signos de abstinencia (cromodacriorrea, diarrea,
extensién abdominal, ptosis palpebral y vocalizacion) que resultaron dificiles de
cuantificar y que fueron considerados de caracter cualitativo, vaiorandose su presencia

0 ausencia.

Los resultados obtenidos para el grupo de signos cuantificables se recogen en

la Tabla 16.

Los signos considerados cualitativos mostraron los siguientes porcentajes de
presentacién en el grupo de ratas en abstinencia: cromodacriorrea (8 %), diarrea (75

%), extension abdominal (50 %), ptosis palpebral (92 %) y vocalizacion (42 %).

Se observé diarrea en el 13 % de los animales tratados con clonidina (= 8.889,
1 g.1l); en el 14 % de los tratados con nimodipino (y*= 7.521, 1 gl) yen el 17 % de los
tratados con diltiazem (= 6.075, 1 g.1.).

Sélo el ditiazem redujo la presentacién de extensién abdominal a un 0.5 % (y?=
4688, 1 g.l).

La ptosis palpebral se presentd en un 0.5 % después de la administracion de
clonidina (x*= 20.881, 1 g.l}.

Las vocalizaciones se presentaron en un 0.5 % después del tratamiento con

nimodipino (y’= 3.983, 1 g.l) y ditiazem (y*= 4.018, 1 g.l).

Como resumen podemos decir que tanto la clonidina (0.3 mg/kg) como el
nimodipinc (10 mg/kg) y el dittiazem (20 mg/kg) redujeron de forma significativa la
presentacion de aseo, castaneteo de dientes, diarrea y sacudidas. Sin embargo no

modificaron la pérdida de peso, a excepcién de la clonidina.
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Tampoco modificaron la presentacion de cromodacriorrea ni de saltos. La

aparicidn de ptosis palpebral sélo fue reducida por la clonidina. El ditiazem disminuy6

la presentacién de extensién abdominal. La Tabla 17 muestra una sinopsis de los

resultados referentes al comportamiento.

TABLA 16. Efecto de ia clonidina (0.3 mg/kg), el nimodipino (10 mg/kg) y el diltiazem

(20 mg/kg) sobre la presentacién de aseo, castafieteo de dientes, perdida de peso,

sacudidas y saltos durante 30 minutos de observacién del sindrome de abstinencia

(S.A.) desencadenado por 1 mg/kg de naloxona i.p. en la rata.

PARAMETROS | S.A. CLONIDINA NIMODIPINO | DILTIAZEM
ASEO 9.0 + 25 1.0 + 0.6 20=x12 30x11"
CASTANETEO | 162 % 4.0 38 1.6 33x11" 35+ 11"
PERDIDA DE | 9.0 + 1.2 47 + 05 8.9 % 2.1 6.2 + 2.4
PESO (g)

SACUDIDAS 13.8 + 3.8 0 7.0+ 28" 40+ 16
SALTOS 1.5+ 0.8 (5027 0.9 = 0.9 47 + 3.0

Los datos indican la media del nimero de presentaciones + E.S.M., nz8, *= p<0.05.
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TABLA 17. Efecto de la clonidina (0.3 mg/kg) el nimodipino (10 mg/kg) y el diftiazem (20
mg/kg) sobre la presentacién de los signos caracteristicos del sindrome de abstinencia
en ratas tratadas créonicamente con morfina 200 mg/kg s.c. y a las que se les

desencadené un sindrome de abstinencia por inyeccion i.p. de naloxona (1 mg/kg) al

tercer dia.

PARAMETROS CLONIDINA NIMODIPINO DILTIAZEM
ASEO | | i !
CASTENETO DIENTES ! } !
CROMODACRIORREA 0 0 0
DIARREA W i i
EXTENSION i Vi d
ABDOMINAL

PERDIDA DE PESO 0 0 0
PTOSIS PALPEBRAL Y 0 0
SACUDIDAS | ) !
SALTO 0 0 0
VOCALIZACION 0 ! Y

0= no modificacién, | = disminucién con p< 0.05, | | = disminucién con p< 0.01,

{ | | = disminucién con p< 0.001, n = 6.
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4.3. NIVELES DE MONOAMINAS EN SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE RATA.

Se valoraron los niveles de 5-hidroxitriptamina (5-HT), 4cido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) y el cociente 5-HIAA/S-HT como un indice de la velocidad de recambio de 5-
HT.

Los niveles de 5-HT no se modificaron, con respecto a los controles, ni en los
animales tolerantes ni en ios animales en sindrome de abstinencia. Los niveles de 5-
HIAA no se modificaron con el establecimiento de tolerancia a la morfina pero si lo
hicieron durante el sindrome de abstinencia en el bulbo y en el hipocampo, donde
aumentaron con respecto a los controles. El indice 5-HIAA/S-HT aumenté en los
animales tolerantes sélo en la corteza, mientras que en los animales en sindrome de

abstinencia aumentd en bulbo, corteza y médula espinali.

BULBO.

e Ratas control (Figura 24).

Las ratas control presentaron unos niveles de 5-HT de 845 + 499y de 5-HIAA
de 315 = 17.1 ng/g de tejido, n= 8.

La clonidina (0.3 mg/kg) y el nimodipino (10 mg/kg) aumentaron los niveles de
5-HT de forma significativa.

El nimodipino aumentd de forma significativa los niveles de 5-HIAA.

® Ratas en sindrome de abstinencia (Figura 25).
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Las ratas en sindrome de abstinencia presentaron unos niveles de 5-HT de 912
+ 47.6 y de 5-HIAA de 417 + 20.1 ng/g de tejido, n= 11.

La clonidina, el nimodipino y el diltiazem no produjeron variaciones significativas
en los niveles de 5-HT ni de 5-HIAA en las ratas a las que se les desencadend un
sindrome de abstinencia con naloxona comparandolos con los niveles de las ratas en
sindrome de abstinencia.

Solamente la clonidina disminuy6 de forma significativa el cociente 5-HIAA/S-HT.
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Figura 24. Niveles de 5-HT, 5-HIAA (ng/g de tejido) y cociente 5-HIAA/S-HT en el bulbo
de ratas control tratadas i.p. con clonidina (CLO, 300 pg/kg), nimodipino (NIM, 10
mg/kg) y diltiazem (DIL, 20 mg/kg) una hora antes del sacrificio. Las columnas

representan valores medios y las barras verticales el E.S.M., n=6, *= p<0.05.
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Figura 25. Niveles de 5-HT, 5-HIAA (ng/g de tejido} y cociente 5-HIAA/5-HT en el bulbo
de ratas en sindrome de abstinencia (S.A) y tratadas i.p. con clonidina (CLO, 300
rg/kg), nimodipino (NiM, 10 mg/kg) y diltiazem (DIL, 20 mg/kg) una hora antes del
sacrificio. Las columnas representan valores medios y las barras verticales el ES.M,,

n=6, *= p<0.05.
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CORTEZA

e Ratas control (Figura 26).

Las ratas control presentaron unos niveles de 5-HT de 517 + 45.2 y de 5-HIAA
de 205 + 20.6 ng/g de tejido, n= 6.

El nimodipino y el diltiazem disminuyeron los niveles de 5-HT de forma
significativa.

La cionidina disminuyé de forma significativa los niveles de 5-HIAA.

E! recambio de 5-HT aumenté de forma significativa en las ratas tratadas con

diltiazem.

& Ratas en sindrome de abstinencia (Figura 27).

Las ratas en abstinencia presentaron unos niveles de 5-HT de 422 + 38.7 y de
5-HIAA de 212 + 17.9 ng/g de tejido, n= 12. Ninguno de los farmacos empleados
modificé los niveles de 5-HT ni de 5-HIAA. El recambio de 5-HT disminuy6 de forma

significativa en las ratas tratadas con clonidina.
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Figura 26. Niveles de 5-HT, 5-HIAA (ng/g de tejido) y cociente 5-HIAA/S-HT en la
corteza de ratas control tratadas i.p. con clonidina (CLO, 300 pg/kg), nimodipino (NIM,
10 mg/kg) y diltiazem (DIL, 20 mg/kg) una hora antes del sacrificio. Las columnas

representan valores medios y las barras verticales el E.S.M,, n=6, *= p<0.05.
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Figura 27. Niveles de 5-HT, 5-HIAA (ng/g de tejido) y cociente 5-HIAA/S-HT en la
corteza de ratas en sindrome de abstinencia (S.A.) y tratadas i.p. con clonidina (CLO,
300 pg/kg), nimodipino {NIM, 10 mg/kg) y diltiazem (DIL, 20 mg/kg) una hora antes del
sacrificio. Las columnas representan valores medios y las barras verticales el E.S.M,,

nz6, *= p<0.05
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HIPOCAMPO.

® Ratas control {Figura 28).

Las ratas control presentaron unos niveles de 5-HT de 408 + 31.7 y de 5-HIAA
de 199 + 15,5 ng/g de tejido, n= 7.

El diltiazem aumentd de forma significativa los niveles de 5-HT.

En cuanto a los niveles de 5-HIAA, el nimodipino y el diltiazem los aumentaron
de forma significativa.

El cociente 5-HIAA/5-HT no resultdé modificado de forma significativa por ninguno

de los tratamientos.

e Ratas en sindrome de abstinencia (Figura 29).
Las ratas en abstinencia presentaron unos niveles de 5-HT de 475 = 26 y de 5-
HIAA de 295 * 14 ng/g de tejido, n= 11,
Ninguno de los tratamientos modificé de forma significativa los niveles de 5-HT.
La clonidina disminuyd significativamente los niveles de 5-HIAA.
El recambio de 5-HT disminuyé significativamente después del tratamiento de

las ratas con clonidina.
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Figura 28. Niveles de 5-HT, 5-HIAA (ng/g de tejido) y cociente 5-HIAA/S-HT en el
hipocampo de ratas control tratadas i.p. con clonidina (300 pg/kg), nimodipino {10
mg/kg) y diltiazem (20 mg/kg) una hora antes del sacrificio. L.as columnas representan

valores medios y las barras verticales el E.S.M., n=6, *= p<0.05.
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Figura 29. Niveles de 5-HT, 5-HIAA (ng/g de tejido) y cociente 5-HIAA/S-HT en el
hipocampo de ratas en sindrome de abstinencia (8.A) y fratadas i.p. éon clonidina
{CLO, 300 pg/kg), nimodipine (NIM, 10 mg/kg) y diltiazem (DiL, 20 mg/kg) una hora
antes del sacrificio. Las columnas representan valores medios y las barras verticales el

E.S.M., n=6, *= p<0.05.
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MESENCEFALO.

e Ratas control (Figura 30).

Las ratas control presentaron unos niveles de 5-HT de 1253 + 70.9 y de 5-HIAA
de 536 * 24.7 ng/g de tejido, n= 7.

Ninguno de los f&rmacos empieados modificé de forma significativa los niveles
de 5-HT.

El ditiazem aumenté de forma significativa Ios niveles de 5-HIAA.

La clonidina disminuyé de forma significativa el recambio de 5-HT mientras que

el nimodipino y el diftiazem lo aumentaron.

e Ratas en sindrome de abstinencia (Figura 31}.

Las ratas en abstinencia presentaron unos niveles de 5-MHT de 1340 + 64.4y de
5-HIAA de 619 = 18.6 ng/g de tejido, n= 12,

Ninguno de los tratamientos modificé de forma significativa los niveles de 5-HT.

La clonidina disminuyé de forma significativa los niveles de 5-HIAA,

Eirecambio de 5-HT disminuyd después del tratamiento con clonidina siendo las

diferencias significativas con respecto al grupo de ratas en sindrome de abstinencia.
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Figura 30. Niveles de 5-HT, 5-HIAA (ng/g de tejido) y cociente 5-HIAA/S-HT en el
mesencéfalo de ratas control tratadas i.p. con clonidina (CLO, 300 pg/kg), nimodipino
(NIM, 10 mg/kg) y diltiazem (DIL, 20 mg/kg) una hora antes del sacrificio y a las que se
les inyectd i.p. naloxona {1 mg/kg). Las columnas representan valores medios y ias

barras verticales el E.S.M,, n=26, *= p<0.05.
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Figura 31. Niveles de 5-HT, 5-HIAA (ng/g de tejido) y cociente S-HIAA/S-HT en el
mesencéfalo de ratas en sindrome de abstinencia (S.A.) y tratadas i.p. con clonidina
(CLO, 300 pg/kg), nimodipino (NIM, 10 mg/kg) y diitiazem (DIL, 20 mg/kg) una hora
antes del sacrificio. Las columnas representan valores medios y las barras verticales el

E.S\M., n=6, *= p<0.05.
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MEDULA ESPINAL.

® Ratas control (Figura 32).

Las ratas control presentaron unos niveles de 5-HT y de 5-HIAA de 987 = 76.6
y 167 = 10.9 ng/g de tejido respectivamente, n= 8.
Ninguno de los farmacos empleados modifico de forma sign'rficativa jos niveles

de 5-HT ni los de 5-HIAA ni el cociente 5-HIAA/S-HT.

® Ratas en sindrome de abstinencia (Figura 33).

Las ratas en abstinencia presentaron unos niveles de 5-HT y de 5-HIAA de 978
+ 94.8 y 200 = 17.4 ng/g de tejido respectivamente, n= 7.

Ninguno de los tratamientos modificé de forma significativa los niveles de 5-HT.

Tampoco hubo modificaciones significativas para el caso del 5-HIAA.

El recambio de 5-HT no se modificd significativamente por los diferentes

farmacos empleados.
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Figura 32 Niveles de 5-HT, 5-HIAA (ng/g de tejido) y cociente 5-HIAA/5-HT en la
médula espinal de ratas control tratadas i.p. con cionidina (CLO, 300 pg/kg), nimodipino
(NIM, 10 mg/kg) y diltiazem (DIL, 20 mg/kg) una hora antes del sacrificio. Las columnas

representan valores medios y las barras verticales el E.S.M., n=6.
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Figura 33. Niveles de 5-HT, 5-HIAA (ng/g de tejido) y cociente 5-HIAA/5-HT en la
médula espinal de ratas en sindrome de abstinencia (S.A.) y tratadas i.p. con clonidina
(CLO, 300 pg/kg), nimodipino (NIM, 10 mg/kg) y diitiazem (DIL, 20 mg/kg) una hora
antes del sacrificio. Las columnas representan valores medios y las barras verticales el

E.S.M., n=86.
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4.3.2. Niveles de noradrenalina.

Los niveles de NA no se modificaron en ninguna de las estructuras por el
tratamiento crénico con morfina, ni por la induccién de sindrome de abstinencia con
naloxona. Unicamente en el hipocampo aumentaron dichos niveles tras la induccion del

sindrome.
BULBO.
¢ Ratas control (Figura 34).
Las ratas control presentaron unos niveles de NA de B42 + 56.5 ng/g de tejido,
n= 7. La inyeccién i.p de naloxona no modificé significativamente los niveles de NA.

El nimodipino aumenté de forma significativa dichos niveles.

® Ratas en sindrome de abstinencia (Figura 35).

Las ratas en sindrome de abstinencia presentaron unos niveles de NA de 922
+ 95.2 ng/g de tejido, n= 10,

La clonidina, el nimodipino y el diltiazem no produjeron variaciones significativas
en los niveles de NA,
CORTEZA

e Ratas control (Figura 34).

Las ratas control presentaron unos niveles de NA de 1024 + 68.1 ng/g de tejido,
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n= 7. La clonidina aumento6 dichos
niveles de forma significativa.
¢ Ratas en sindrome de abstinencia (Figura 35).

Las ratas en sindrome de abstinencia presentaron unos niveles de NA de 1333
+ B7.6 ng/g de tejido, n= 10.

La clonidina aumenté de forma significativa los niveles de NA en corteza.
HIPOCAMPO.
® Ratas control (Figura 34).

Las ratas presentaron unos niveles de NA de 518 * 35.9 ng/g de tejido, n= 8.
La clonidina aumenté significativamente los niveles de NA. El nimodipino y el diltiazem
no modificaron de forma significativa ios niveles de NA.
® Ratas en sindrome de abstinencia (Figura 35).

Las ratas en abstinencia presentaron unos niveles de NA de 707 x 26.3 ng/g de
tejido, n= 11. Einimodipino y el diltiazem disminuyeron de forma significativa los niveles
de NA.

MESENCEFALO.

® Ratas control (Figura 34).
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Las ratas control presentaron unos niveies de NA de 878 + 68.9 ng/g de tejido,
n= 8. En esta estructura, no se modificaron los niveles de NA con ninguno de los

farmacos empleados.

® Ratas en abstinencia (Figura 35).

Las ratas en abstinencia presentaron unos niveles de NA de 757 + 36.1 ng/g de

tejido, n= 8. El nimodipino aumentd de forma significativa dichos niveles.

MEDULA ESPINAL.

® Ratas control (Figura 34).

Las ratas control presentaron unos niveles de NA de 1503 = 114.2 ng/g de
tejido, n= 8. Ninguno de los farmacos empleados modificd dichos niveles de forma

significativa.

¢ Ratas en sindrome de abstinencia (Figura 35).

L.as ratas en abstinencia presentaron unos niveles de NA de 1536 + 146.7 ng/g
de tejido, n= 8.
Ninguno de los farmacos empleados modificé de forma significativa los niveles

de NA.
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Figura 34. Niveles de noradrenalina (NA) (ng/g de tejido) en bulbo (B), corteza (C),
hipocampo (HP), mesencéfalo (M) y médula espinal (MD) de ratas control y tratadas i.p.
con clonidina (300 pg/kg), nimodipino (10 mg/kg) y diltiazem (20 mg/kg) una hora antes
del sacrificio. Las columnas representan valores medios y las barras el ES.M., n=6, *=

p< 0.05



146

RATAS EN ABSTINENCIA
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Figura 35. Niveles de noradrenalina (NA) (ng/g de tejido) en bulbo (B), corteza (C),
hipocampo (HP), mesencéfaio (M) y médula espinal (MD) de ratas en sindrome de
abstinencia inducido por naloxona i.p. (1 mg/kg) y tratadas i.p. con clonidina (300
rg/kg), nimodipino (10 mg/kg) y diltiazem (20 mg/kg) una hora antes del sacrificio. Las

columnas representan valores medios y las barras el E.S.M., n=6, *= p< 0.05
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5.1. DE LOS ESTUDIOS EN ILEON.

Es un hecho conocido que las preparaciones FL-PM obtenidas de cobayos
tratados crénicamente con morfina desarrollan tolerancia al efecto inhibidor de la morfina
sobre las contracciones inducidas por estimulo eléctrico. Nuestros resultados coinciden
con otros anteriores (GOLDSTEIN y SCHULZ, 1973; HAMMOND y col., 1976). La dosis
de morfina empleada para la induccién de tolerancia fue la de 200 mg/kg por ser la
dosis minima capaz de desarrollar tolerancia sin diferencias signficativas con dosis
superiores (MARTIN y col., 1989).

Los tres farmacos evaluados (clonidina, nimodipino y ditiazem) son capaces de
disminuir la respuesta al estimulo eléctrico en la preparacién FL-PM aunque por
mecanismos muy diferentes:

- La clonidina reduce la liberacién de acetilcolina (ACh) por
estimulo de receptores «a, presinapticos cuando se administra en el baho de érganos
(GILLAN y col., 1979).

- Elnimodipino y el diltiazem, fArmacos de estructura quimica muy
diferente, actian bloqueando la entrada de calcio a través de canales VOC tipo L
(SPEDDING, 1985); de este modo reducen la liberacién de ACh a nivel presinéptica e
impiden la contraccién muscular por déficit de calcio a nivel postsinaptico. Nuestros
resultados muestran una inhibicién de la respuesta contractil dosis-dependiente cuando
se administran los farmacos en el bano de érganos. Esto coincide con lo descrito
anteriormente (WERNER y col., 1972, KAPLITA y TRIGGLE, 1982; MARTIN y col., 1990).
Hay que sefalar que en las preparaciones procedentes de animales tratados con
clonidina, nimodipino o diltiazem, la respuesta al estimulo eléctrico no fue diferente de

la observada en preparaciones control, y que tampoco se modificod la inhibicion de la
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respuesta contréacil inducida por administracién de clonidina, nimodipino o ditiazem /in
vitro, esto descarta, en principio, que existan alteraciones en el receptor «, o0 en los -

canales de calcio tras el tratamiento agudo con los citados farmacos.

Tolerancia

En la preparacién FL-PM ocurre una tolerancia cruzada para diversos agonistas
opioides, no encontrandose una especificidad de receptores en su desarrollo, lo que
plantea la existencia de mulftiples mecanismos de adaptacién después de la
administracién cronica de opioides (SHULZ y col., 1982). Los opicides inhiben el disparo
neuronal en el plexo mientérico disminuyendo la liberacién de ACh (PATON, 1957).
También la clonidina, un agonista a,-adrenérgico, es capaz de disminuir la liberacién de
ACh por su unidn a receptores presinapticos que se localizan en las neuronas del plexo
mientérico (MALTA y col,, 1981). Algunos de los efectos de los agonistas opicides y «,
adrenérgicos en la preparacién FL-PM pueden ser mediados por un efecto directo
sobre el metabolismo de los nucleétidos ciclicos intracelulares. Estos parecen estar
implicados en la regulacion de los movimientos de calcio en los terminales nerviosos
efectores interviniendo en el proceso de exocitosis y por tanto en la liberacion del
neurotransmisor.

Durante la tolerancia a ia morfina se ha descrito un aumento de los puntos de
unién, en algunas areas de SNC, para los antagonistas de calcio de la familia de las
dihidropiridinas, localizandose preferentemente en hipocampo, hipotalamo, corteza y
bulbo (RAMKUMAR y EL-FAKAHANY, 1984, 1988).

Para los receptores a, no se han encontrado resultados concluyentes. Las

alteraciones descritas para estos receptores son contradictorias, ya que unos autores
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observan un aumento en la densidad de receptores (HAMBURG y TALLMAN, 1981),

otros un descenso (SMITH y col., 1983) y otros no cbservan variaciones significativas
(VICENTINI y col., 1983).

En nuestros resultados, el tratamiento de los cobayos tolerantes con clonidina
incrementa la sensibilidad de las preparaciones al efecto inhibidor de la morfina a la
dosis de 0.3 mg/kg, pero la disminuye para dosis inferiores, no siendo el efecto dosis-
dependiente. Nuestros resultados en este terreno son contradictorios ya que las
variaciones no son constantes durante la tolerancia.

En cuanto a los antagonistas de calcio estudiados, tampoco los resuitados son
claros; el tratamiento con nimodipino produjo una disminucién en la sensibilidad de las
preparaciones al efecto inhibidor de la morfina sobre la contraccién de la preparacion,
pero el ditiazem produjo aumento de la sensibilidad para la dosis de 10 mg/kg y
disminucién para la de 20 mg/kg. Por tanto, aunque la administracion aguda de estos
farmacos altera las manifestaciones de la tolerancia, no esta claro por qué mecanismo
y desde luego no parece directamente ligado a su efecto sobre los canales de calcio.

Suponiendo gue la tolerancia se desarrolle como una adaptacién celular a una
exposicidon prolongada a los opioides, y que la entrada de calcio que ocurre no se
considere como una alteracién patolégica para el organismo, los antagonistas de calcio,
gue sblo acthan en aquellas condiciones patolégicas donde se produce una entrada
incontrolada de caicio (BRANDT y col., 1988), no serian capaces de intervenir en el
proceso de tolerancia.

Por otra parte, el hecho de que no se encuentren alteraciones en el nimero de
sitios de union para los opioides durante la tolerancia hace pensar que ésta ocurre por
un desacoplamiento entre el receptor opioide y sus sistemas efectores intracelulares

(RUBINI y col., 1982).
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Abstinencia

Enlas preparaciones FL-PM procedentes de cobayos tratados cronicamente con
morfina, la naloxona produce un signo de abstinencia que consiste en una fuerte
contraccién. Esta contraccién estd provocada por una liberacién de ACh
(FREDERICKSON y col., 1976; SCHULZ y col., 1985) y de sustancia P (TSOU y col,,
1982; CHAHL, 1983) que ocurre por un desplazamiento brusco de los opiaceos de sus
receptores (COLLIER y col., 1881; JOHANSON y col., 1987).

El mecanismo exacto por el que se provoca esta liberacién no es bien conocido,
pero se considera clasicamente como un signo de abstinencia (VAN NUETEN y LAL,

1974).

A nivel periférico la clonidina reduce la actividad neuronal, reduciendo la
liberacion de ACh en el iieon de cobayo (MALTA y col,, 1981; ILHAN y LONG, 1985) e
inhibiendo por este mecanismo la respuesta contractil inducida por naloxona en

preparaciones procedentes de cobayos tolerantes a morfina (COLLIER et al., 1981).

Por lo que respecta a los movimientos de calcio, después del tratamiento crénico
con morfina aumentan los niveles de calcio cerebrales y la unién de Ca* a vesiculas
sindpticas. Durante el sindrome de abstinencia esos valores retornan a los encontrados
en condiciones fisiolégicas (YAMAMOTO y col., 1978). Estos cambios en la disposicién
de caicio son posiblemente la clave de los fenémenos de tolerancia y dependencia
(WAY, 1981). De hecho cualquier molécula capaz de alterar ia distribucion de calcio es
capaz de influir en la presentacioén de signos de abstinencia (BHARGAVA, 1978a).

La implicacion del caicio en estos fendémenos hizo que se iniciaran estudios con
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los farmacos antagonistas de calcio. Asi, se estudiaron previamente los efectos de
algunos antagonistas de calcio sobre la dependencia a opidceos. Estos se mostraron
eficaces en la prevencién de algunos de los signos de abstinencia en animales in vivo
(BONGIANNI y col., 1986; BAEYENS y col., 1987). También se han encontrado otras
relaciones con el sistema opioide, asi, el diltiazem, verapamilo, nifedipino, cinarizino y
fiunarizino producen antinocicepcién e incrementan la analgesia producida por la

morfina (BEN-SRETI y col., 1983; DEL POZO vy col.,, 1987).

Durante la abstinencia a opiadceos no so6lo se encuentran alteraciones en los
receptores y neurotransmisores en SNC, sino que también son detectables e
importantes en tejidos periféricos. Se ha podido comprobar que agonistas de
receptores «, no liposolubles y que, por lo tanto, no atraviesan la barrera
hematoencefalica, como el ST-91 (TAYLOR y col., 1988b), son capaces de reducir
algunos signos de abstinencia. Asimismo, son numerosos los estudios realizados sobre
la abstinencia a opiaceos en receptores o, de plaquetas procedentes de adictos a la
heroina (GARCIA-SEVILLA y col., 1984, 1985).

Nuestros resultados demuestran que los tratamientos con clonidina, nimodipino
o diltiazem son capaces de prevenir la aparicidn de signos de abstinencia inducidos por
naloxona en la preparacién FL-PM, tanto cuando se incuban las preparaciones con los
distintos farmacos como cuando los animales son tratados por via sistémica. Esto tiene
gran importancia ya que demuestra que los mecanismos implicados el sindrome de
abstinencia tienen un componente periférico detectable en la preparacién FL-PM, dicho
componente habia sido sugerido anteriormente por FRANZ y col. (1982) y BAEYENS
y col. (1887). El fratamiento de los animales /in vivo sigue manteniendo esa capacidad

de prevencion de los signos de abstinencia periféricos, io que tiene una potencial
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aplicacion terapedtica.

El mecanismo por el que se produce este efecto sobre los
signos de abstinencia en la preparacién FL-PM no es aun bien conocido y se requieren
nuevos estudios en este sentido, posiblemente es diferente para la clonidina y para los
antagonistas de calcio.

Durante el sindrome de abstinencia ocurre una depolarizacion en las neuronas
del plexo mientérico que podria ser el mecanismo que acercase el potencial de
membrana al potencial de descarga de potenciales de accién (JOHNSON y col., 1987b).
El mecanismo que explique esta depolarizacién no ha sido aln determinado. En
muchas neuronas la magnitud de la depolarizacion disminuye cuando la transmision
sinaptica es bloqueada por la reduccion del calcio extracelular. En nuestro caso, los
antagonistas de calcio podrian ejercer un papel similar, reduciendo la disponibilidad de
calcio e impidiendo la depolarizacién (manifestacién electrofisioibgica del sindrome de
abstinencia opioide).

Es posible también, que la depolarizacion sea el resultado de la afteracion del

funcionamiento de una bomba idénica dependiente de energia.

El posible mecanismo por el que los antagonistas de calcio son capaces de
evitar la aparicion de signos de abstinencia tampoco esta totalmente esclarecido. No
parece probable una accién directa sobre receptores opioides ya que los antagonistas

de calcio no desplazan a la naloxona de sus puntos de unién (BONGIANNI y col., 1986).

El hecho de que los antagonistas de calcio sean efectivos en la prevencioén de
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signos de abstinencia sin alterar la respusesta de la preparacién cuando ésta procede
de animales no tolerantes estd de acuerdo con lo observado por MIDDLEMISS y
SPEDDING (1985) que demostraron que cuando las neuronas liberan aftas cantidades
de neurotransmisores por una entrada excesiva de calcio, los antagonistas de caicio
son activos. Esto podria explicar tanto su efecto en SNC durante la abstinencia, como
las acciones observadas en fleon aislado procedente de animales tolerantes tratados

con nimodipino o diltiazem.

La clonidina actuaria en el plexo mientérico estimulando receptores a,
presinapticos capaces de reducir 1a liberacion de Ach o de sustancia P de modo
parecido a como o hace en SNC, fegulando la liberacién de noradrenaiina (LANGER,
1981). Durante el sindrome de abstinencia se ha descrito un importante aumento en el
namero de receptores «, de afta afinidad directamente refacionado con [a gravedad del
sindrome de abstinencia, tanto en SNC (SWANN y col, 1883) como en tejidos
periféricos (GARCIA-SEVILLA y col,, 1984). El tratamiento con clonidina produce un
bloqueo funcional de los receptores «, que se relacionaria en SNC con una inhibicién
de la liberacidén masiva de noradrenalina y consecuentemente una reduccién de los
sintomas de abstinencia y en el ileon seria capaz de prevenir ia liberacién brusca de
ACh o de sustancia P, lo que se traduce en una disminucién de la presentacion del
signo de abstinencia que evaiuamos.

Nuestros resultados aportan una nueva prueba de la efectividad de los
antagonistas de caicic en el tratamiento del sindrome de abstingncia, Hemos
comparado su eficacia con la de la clonidina, farmaco utilizado ampliamente en el
tratamiento de la desintoxicacion opiacea en humanos y los resuftados han sido

similares, siendo incluso mas eficaces los antagonistas de calcio. Por otra parte, el
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modelo experimentali utilizado es de facil valoracion y ha demostrado ser adecuado a
la hora de evaluar la capacidad de diversos farmacos para suprimir la sintomatologia
observada durante el sindrome de abstinencia a morfina.

Cuando las preparaciones se incubaron en liquido nutricio que conteniamorfina,
la contraccién inducida por naloxona fue més aparente gue cuando la incubacion se
hizo en un medio libre de morfina. Pero el hecho de obtener resultados con las
preparaciones procedentes de cobayos tratados crénicamente con morfina e incubadas
en solucién Krebs libre de morfina, indica que aunque los receptores opicides no estén
en contacto con la morfina, la dependencia se mantiene, al menos, durante 45 minutos,
tiempo transcurrido durante la realizacién de las experiencias. Estos resultados estan
de acuerdo con los obtenidos bor JOHNSON y col. (1987a) que encuentran
contracciones fasicas muy marcadas en la fibra muscular longitudinal después del

lavado repetido de la preparacién incluso varias horas después.

5.2. DE LOS ESTUDIOS DE COMPORTAMIENTO

Ei tratamiento del grupo control de ratas con clonidina, nimodipino o diltiazem
por via i.p. no produjo afteracions de la conducta ni de los signos tipicos del sindrome
de abstinencia en estos animales. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
otros autores en ratones (GREBB, 1986; KAVALIERS, 1987, CONTRERAS y col., 1988)
aunque al utilizar dosis unas cinco veces superiores a las usadas por nosotros
describen una disminucién de la motilidad e incluso muerte del animal para algunas

dihidropiridinas antagonistas del calcio (nimodipino, nisoldipino) (GREBB, 1986).
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Los signos del sindrome de abstinencia son suprimidos por la cionidina y otros
agonistas de receptores a, (lofexidina, guanfacina) en animales (TSENG y col,, 1975
MEYER y SPARBER, 1976; COLELLI y col., 1976; VETULANI y BEDNARCZYK, 1977,
FIELDING y col., 1978, CRAWLEY y col., 1979; LAVERTY y ROTH, 1960; ROTH y col,,
1982). La clonidina tiene como efecto principal la disminucién de la liberacion de
noradrenalina en las neuronas del Jocus coeruleus (TAYLOR y col.,, 1988b) y es usada
en el tratamiento de! sindrome de abstinencia en el hombre (GOLD y col, 1978;
WASHTON y RESNICK, 1980). AUn asi, tiene el inconveniente de presentar importantes

efectos secundarios como hipotensién y sedacion.

También el sistema dopaminérgico se ha relacionado con el sindrome de
abstinencia ya que antagonistas de la dopamina como el haloperidol previenen el
sindrome de abstinencia y disminuyen algunos de Ios signos del mismo {castafieteo de
dientes, retorcimiento (writhing), pérdida de pesoy sacudidas) {HYNESy col,, 1978; LAL

y HYNES, 1978).

Tanto la clonidina como el nimodipino y el diltiazem, a las dosis estudiadas,
redujeron de forma significativa la presentacion de aseo, castafieteo de dientes, diarrea
y sacudidas. Sin embargo no modificaron la presentacién de cromodacriorrea.
Unicamente la cionidina redujo la aparicidn de piosis palpebral y evitd la pérdida de
peso.

En otros trabajos se ha descrito que el verapamilo, de potencia analoga a los
farmacos empleados por nosotros, fue capaz de reducir la ptosis palpebral a dosis
mayores que las empleadas por nosotros (BAEYENS y col.,, 1987).

Los farmacos empleados en la presente Tesis Doctoral han reducido los signos
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de abstinencia estudiados en la rata, siendo el orden de potencia para Ja mayoria de
los signos: cionidina > nimodipino > diltiazem.

El salto o jumping de los animales no sélo no fue disminuido sino que resultd
ligeramente incrementado, aunque sin ser significativo, por el tratamiento con clonidina
y diltiazem. Esto podria ser debido a que fas dosis no fueron lo suficientemente aftas
para prevenirio, dado que BAEYENS y col. (1987) describieron que una dosis i.p. de 30
mg/kg de verapamil (que equivale a una concentracién cerebral de 1.5 pg/g) no fue
capaz de prevenir los saltos pero silo fueron concentraciones mayores en cerebro (160
Kg/g), sugiriendo que dicho signo estaba mediado por mecanismos centrales mas que
periféricos. Aunque dichas dosis son tan alttas que posiblemente ejerzan otras
influencias y produzcan alteraciones norelacionadas propiamente con el mecanismo de

accion de los antagonistas de caicio.

E! hecho de que el nimodipino presente tendencia a disminuir la aparicién de
saltos, aunque sin diferencias significativas, pudiera deberse a su facilidad para
atravesar rapidamente la barrera hematoencéfaiica (SCHOEMAKER y col., 1983) y
alcanzar concentraciones eficaces en cerebro antes de que se desencadenen los
mecanismos capaces de generar la produccién de saltos. Dado que parece que este
signo tinene un componente central y que sblo actuando a este nivel se puede evitar

(BAEYENS y col., 1987).

Como se ha podido demostrar, el nimodipino y el diltiazem son capaces de
prevenir la mayoria de los signos que se presentan durante el sindrome de abstinencia

en la rata.

Se sabe tambien que durante el sindrome de abstinencia ai etanol se modifica
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la sensibilidad del Ca** cerebral (DOLIN y col., 1987). El hecho de el nimodipino haya

resultado eficaz para el tratamiento de pacientes con sindrome de abstinencia
moderado al aicohol (ALTAMURA y col, 1990}, hace pesar que las DHP estan
implicadas en aquellas situaciones de excesiva liberaciéon de neurotransmisores que se
encuentran en los diferentes tipos de sindromes de abstinencia, y que por lo tanto
presentan un potencial terapéutico de cara a su utilizacién en pacientes con estas

manifestaciones.

5.3, DE LOS NIVELES DE MONOAMINAS,

Sistema serotoninérgico.

® RATAS CONTROL

A pesar de que segun todas las evidencias, los antagonistas de calcio no
producen importantes efectos sobre el bloqueo de canales de calcic en situacion
fisiologica (MIDDLEMISS y SPEDDING, 1985; BRANDTy col., 1988), nuestros resultados
revelan que en los animales del grupo control, los antagcnistas de caicio estudiados
aumentan la actividad del sistema serotoninérgico en todas {as estructuras estudiadas,
siendo el aumento significativo en mesencéfalo (nimodipino y diltiazem) y en corteza
(diltiazern), regiones que san ricas en receptores opioides (GOODMAN y SNYDER,
1982; ITZHAK y col., 1982a,b). Este aumento ocurre fundamentalmente por la elevaciéon

de los niveles de 5-HIAA y en el caso de la corteza, por una disminucion de los niveles
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5-HT.

Otros autores han encontrado también quelas dihidropiridinas ejercen complejos
cambios en la funcion serotoninérgica. Recientemente GREEN y col. (1990) han
encontrado que el tratamiento de las ratas con felodipino quince minutos antes de usar
tranilcipromina (inhibidor de la degradacién de 5-HT), da como resultado un aumento
de la actividad locomotora y del "pseudosindrome de abstinencia”" producido por 5-HT.
El pretratamiento con BAY K 8644 no modifica el efecto producido por el felodipino,
pero la administracién conjunta de BAY K 8644 y felodipino produce una respuesta
mayor. Estos resuitados sugieren que [ ainteraccion de las DHP con el sistema
serotoninérgico no se ejerce a través de su accidn como agonistas o antagonistas de
los canales de calcio.

En este sentido PILEBLAD y CARLSSON (1987) han encontrado que ocurre una
disminucién en la acumulacién de 5-hidroxitriptofanc después de la administracién de
nimodipino y BAY K 8644 en raton. Por su parte, BROWN y col. (1986) encontraron que

el diltiazem producia una inhibicion de la entrada de 5-HT en sinaptosomas.

Todas estas observaciones sugieren que los efectos de los antagonistas de
calcio sobre la funcién serotoninérgica, no ocurren sélamente a través de canales
voltaje-dependientes tipo L --su mecanismo principal-- sino que podrian estar mediados
por acciones indirectas o ejercidas a través de otros tipos de receptores. En este
contexto, es interesante destacar que el nifedipino (antagonista de Ca?*) y el BAY K
8644 (activador) potencian los efectos inhibitorios de la adenosina y desplazan a los
analbgos de la adenosina de sus receptores, pero no presentan este efecto sobre otros
tipos de receptores, lo que apunta la posibilidad de una relacion funcional entre los

receptores de adenosina y los sitios de unién de DHP. Pero otros antagonistas como
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el nimodipino, el nitrendipino o el verapamil no son capaces de producir el mismo efecto
(SWANSON y GREEN, 1986; BARTRUP y STONE, 1990).

Otra posible relacién de los antagonistas de calcio es la que ocurre con los
fosfatidilinositoles, inhibiendo su recambio (KENDALL y NAHORSKI], 1985) o

interactuando con la ATPasa de calcio (DAVID-DUFHILO y col., 1984).

La clonidina produce el efecto contrario al de los antagonistas de calcio,
encontrandose en nuestros resultados una disminucién del recambio de 5-HT que es
significativa en el mesencéfalo.

Lo cual se podria expiicar por una disminucion de la liberacion del
neurtransmisor de acuerdo con los resuitados de XIANG y col. (1880}, que encuentran
una disminucién en la entrada de “’Ca al sinaptosoma principalmente a través de

canales de calcio tipo N.

e RATAS EN ABSTINENCIA.

El tratamiento crénico con morfina es capaz de alterar la concentracion y
velocidad de recambio de 5-HT en SNC (WAY y col.,, 1968; HO y col,, 1972; HAUBRICH
y BLAKE, 1973, ROMANDINI y col., 1984), y es probabile que los antagonistas de calcio
puedan modificar el recambio de 5-HT durante el sindrome de abstinencia.

COLADO y col. (1989) encontraron que el nifedipino impedia los cambios que
se producian en el recambio de 5-HT durante el sindrome de abstinencia en cobayo.

Nosotros hemos encontrado que durante el sindrome de abstinencia por
administracién de naloxona en la rata, ocurre un incremento de 108 niveles de 5-HIAA

en bulbo e hipocampo. También se produce un aumento significativo de la velocidad
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de recambio de 5-HT en bulbo, corteza, hipocampo y médula espinal, resuttados que
estan de acuerdo con los obtenidos por HO y col., 1972; HAUBRICH y BLAKE, 1973;
ROMANDINI y col,, 1984,

El tratamientc con nimodipino y diltiazem no modificd el recambio de 5-HT en
ninguna de las areas estudiadas. Sin embargo la clonidina disminuy6 de forma
significativa el recambio de 5-HT en bulbo, corteza, hipocampo y mesencéfalo. La
disminucién se produjo fundamentaimente por una disminucién en los niveles de 5-

HIAA.

De acuerdo con los resultados obtenidos, parece que los antagonistas de calcio
no influyen, en el mismo sentido que la clonidina, en la modificacion de los niveles de
indolalquilaminas en el sindrome de abstinencia. Tampoco modifican los niveles de 5-HT
y 5-HIAA. Pero como a pesar de ésto son capaces de impedir los signos que se
desencadenan durante el sindrome de abstinencia, por tanto no parece que el sistema

serotoninérgico esté relacionado con la produccién de estos signos.

Neradrenalina.

e RATAS CONTROL.

En situacion control la clonidina aumenta los niveles de NA en todas las
estructuras estudiadas, siendo el aumento significativo en corteza e hipocampo.

El nimodipino sélo tiene efecto en el bulbo, donde incrementa los niveles de NA.
En el resto de ias estructuras practicamente no modifica dichos niveles, excepto en la

médula espinal, donde se ha encontrado un ligero aumento que no ha sido significativo.
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El dittiazem, aunque no ha presentado ningun efecto significativo, ha mostrado
una tendencia a aumentar los niveles de NA en el bulbo de forma anéloga al
nimodipino.

Como ya se ha citado anteriormente, el hecho de que los antagonistas de calcio
no muestren actividad en condiciones fisiologicas (MIDDLEMISS y SPEDDING, 1985;
BRANDT y col., 1988} estad de acuerdo con resultados obtenidos por nosotros en
situacién control. El aumento de NA que se ha detectado en el bulbo, tras el tratamiento
con nimodipino, posiblemente se deba a que el himodipino puede, a ese nivel, impedir
la liberacién de neurotransmisor que sigue aimacenado y es detectado al homogeneizar

el tejido.

Las alteraciones de los puntos de unién de ios antagonistas de calcio han sido
estudiadas durante el desarrollo de la tolerancia (RAMKUMAR y EL-FAKAHANY, 1984,
1988). La morfina actua principalmente a través de receptores u e inhibe la unién de
nimodipine-[H®] en corteza y cerebelo, pero algo menos en hipocampo y estriado; y no
produce modificaciones en hipotalamo y bulbo (GANDHI y ROSS, 1988). Estos
resultados podrian explicar por qué si se observan efectos en el bulbo en nuestros
resultados, pero no hemos encontrado referencias que hayan estudiado el nimero de
sitios de unién durante la abstinencia.

El nimodipino es capaz de reducir el contenido de MHPG (principal metabolito
de la NA) que se presenta en algunas areas del cerebro {corteza, hipocampo) durante
el sindrome de abstinencia en rata (BONGIANN! y col., 1986).

GANDHI y ROSS (1988) han postulado que posiblemente los receptores
opioides puedan estar acoplados directamente a los canales de calcio tipo L, ya que

han encontrade que el agonista « U-50488H inhibe la union de nimodipino-[H?] de
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forma concentracién- dependiente, siendo revertido el efecto por el antagonistade esos
receptores, MR-2266. Esto podria indicar que los agonistas opioides del receptor x en
tratamiento crénico no impiden fa entrada de calcio en la célufa y por tanto no resultaria

afectada la liberacién de neurotransmisores.

Nosotros no hemos encontrado modificaciones en los niveles de NA por el
tratamiento crénico con morfina nitampocae en las ratas en sindrome de abstinencia, lo
que esta en contra de los resultados obtenidos por otros autores (SWANN y col,, 1983,
AGHAJANIAN, 1978), que encuentraron un aumento en la liberacion de NA en el Jocus
coeruleus.

Durante el sindrome de abstihencia hemos encontrado que la clonidina aumenta
los niveles de NA en todas las estructuras excepto en la médula espinal, siendo el
aumento significativo en la corteza. Este aumento de NA estéd en contra del efecto
descrito para la clonidina en el locus coeruleus donde se sabe que bloquea la
hiperactivacion noradrenérgica que ocurre durante el sindrome de abstinencia
(SVENSSON y cof,, 1975, AGHAJANIAN, 1978). Una posible explicacién a este hecho
es que los niveles medidos por nosotros correspondan a la NA almacenada en las
vesiculas, fa cual seria detectable durante la homogeneizacién del tejido.

Por otra parte, estudios mas recientes han encontrado que eltratamiento crénico
con morfina disminuye la unién especifica de clonidina en membranas neuronales
{SMITHy col., 1989), lo que puede ser otra explicacién para el aumento encontrado por
nosotros en los niveles de NA.

El nimodipinc aumenta los niveles de NA en bulbo y mesencéfaio en las ratas
en abstinencia, siendo el aumento significativo para esta Oltima estructura y los

disminuye, aunque no significativamente, en corteza, hipocampo y médula espinal.
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PELLEGRINI-GIAMPIETRO y col. (1988) han encontrado que la naloxcna es

capaz de liberar NA por estimulacion con K* en cortes de cerebro procedentes de ratas
morfinodependientes y que el efecto es antagonizado por nimodipino. Pero Jas mismas
dosis de nimodipino no ejercen ningln efecto en cortes procedentes de ratas control.
En este modelo, el nimodipino suprime los efectos producidos por 1a naloxona, al igual
que ocurre con las observaciones hechas in vivo. AUn asi, existen estudios que
complican mas la situacién. Es el caso de REIMANN y KOELLHOFER (1988), que han
encontrado que ei nimodipino es capaz de facilitar, aunque discretamente, la liberacion
de noradrenalina-[*H] en cortes de corteza.

Segln nuestros resultados el diltiazem presenta tendencia a aumentar los niveles
de NA en bulbo y mesencétalo y tendencia a disminuirlos en corteza e hipccampo, de
forma significativa en esta (Oltima estructura.

Estos resultados tan dispares podrian explicarse, como ya hemos indicado
anteriormente, por una accién indirecta o en receptores diferentes a los canales de
calcio voltaje-dependientes tipo L. Aigunas dihidropiridinas son capaces de potenciar
la accién inhibitoria de la adenosina (BARTRUP y STONE, 1990), pudiendo por ello estar
aumentada la neurotransmisién por un mecanismo de inhibicidn de vias inhibitorias.
La exiensa distribucion de los receptores opioides en el cerebro, no s6lo en éreas
fundamentaimente noradrenérgicas apoya la idea de que no soélo el sistema

noradrenérgico influye en el sindrome de abstinencia (REDMOND y KRISTAL, 1984).



6. RESUMEN



166

e La preparacion fibra-longitudinal-plexo mientérico de ileon de cobayo
procedente de cobayos tratados crénicamente con morfina mediante inyeccion
subcutanea de una suspensién oleosa de morfina es capaz de desarroilar tolerancia al

efecto inhibidor de la morfina administrada en el bafio de 6rganos.

® L a incubacion con dosis acumulativas de clonidina, nimodipino y diltiazem es
capaz de reducir la contraccion muscular en la preparacion fibra-longitudinal plexo

mientérico de ileon de cobayos control.

¢ E| desarrolflo de tolerancia en las preparaciones procedentes de cobayos
tratados crénicamente con morfina produce una disminucién de fa sensibilidad de {as
preparaciones al efecto inhibidor de la contraccién de la clonidina y el nimodipino,
mientras que para el caso del diltiazem [a sensibilidad resulta aumentada, lo que indica
que no parece que el bloqueo de la entrada de calcio tenga un papel importante en la

presentacion de latolerancia en la preparacion.

® La abstinencia desencadenada por retirada del depésito subcutaneo de
morfina a diferentes tiempos y valorada la respuesta de las preparaciones al efecto
inhibidor de la morfina, no refleja un patrén uniforme de recuperacién de sensibilidad

a la morfina.

¢ La administracion en el bafo de érganos de diferentes dosis acumulativas de

clonidina, nimodipino y diltiazem reduce la respuesta contractil inducida por naloxona
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en la preparacién fibra-longitudinai-plexo mientérico de ileon de cobayo, siendo el orden
de potencia, nimodipino > cionidina > diltiazem, y resultando un efecto dosis

dependiente.

® Eltratamiento de los cobayos in vivo por adminstracién i.p. de diferentes dosis
de clonidina, nimodipino y diltiazem, redujo la presentacién de contraccibn muscular
inducida por naloxona en las preparaciones procedentes de cobayos

morfinodependientes, siendo el orden de potencia, clonidina > nimodipino > diltiazem.

® La clonidina (0.3 mg/kg), el nimodipino (10 mg/kg) y el ditiazem (20 mg/kg)
adminstrados i.p. no provocan alteraciones del comportamiento en ratas control. Sin
embargo disminuyen muchos de Jos signos de abstinencia que se desencadenan en

ratas morfinodependientes por inyeccidn i.p. de naloxona.
e El nimodipino y el diltiazem ocasionan un aumento de la actividad
serotoninérgica en animales control, posiblemente por un mecanismo no relacionado

con el bloqueo de los canales de calcio.

® E! nimodipino y el ditiazem no modifican el recambio de 5-HT en las ratas en

abstinencia mientras que la clonidina o disminuye.

® La clonidina aumenta los niveles de NA en corteza e hipocampo. Y el

nimodipine lo hace en el bulbo en animales controles.

® Durante el sindrome de abstinencia desencadenado por naloxona, ia clonidina
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aumenta los niveles totales de NA en todas las estructuras cerebrales estudiadas, pero
no en la médula. E! nimodipino aumenta los niveles en bulbo y mesencéfalo y el

diltiazem los disminuye en hipocampo.



1. CONCLUSIONES
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1-. No hemos encontrado una explicacién satisfactoria que describa el papel de la
clonidina, el nimodipino y el diltiazem sobre los fenémenos de tolerancia, ya que los
resuftados obtenidos han sido contradictorios, produciéndose cambios en dos sentidos,

bien aumentando ia tolerancia o bien disminuyéndola.

2-, Tanto los antagonistas de caicio, nimodipino y diltiazem, como la clonidina resultan
eficaces en la prevencién de los signos de abstinencia debido en parte a un mecanismo
periférico. Este efecto se man'rfiésta tanto cuando se administran los farmacos
directamente en la preparacion FL-PM, como cuando se administran por via sistémica,

interviniendo en este caso posiblemente un componente de origen central.

3-. No hemos encontrado una correlacién entre las variaciones de los niveles de
monoaminas (5-HT, NA) durante los procesos que determinan la tolerancia ni la
abstinencia. Tampoco las variaciones observadas después de los tratamientos con los
antagonistas de caicio y la cionidina parecen relacionadas con el efecto de estos

farmacos en la prevencién del sindrome de abstinencia.

4-. Por todo lo anterior pensamos que los antagonistas de calcio estudiados presentan

una potencial aplicacién terapéutica importante de cara al tratamiento dei sindrome de

abstinencia opioide. =
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