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Unade las múltiples respuestasfisiológicasque experimentael organismofrente
al estréses un incrementode la presiónarterial. Consecuentemente,el estréspuede

considerarsecomo uno de los factoresque intervienenen el desencadenamientode
la hipertensiónlábil, hipertensiónque puede establecersede modo definitivo si la

duracióndel estímuloaversivo se prolonga.

Por otro lado, a lo largo de la última década,se hanacumuladoun gran número
de evidencias que confirman que uno de los sistemas que son activados
preferentementeen el transcursode numerosasformasexperimentalesde estréses el
sistemaopioide.

Mediante el empleode diversasaproximacionesfarmacológicas,en la presente

memoriaseha demostradola implicacióndel sistemaopiolde centralen la generación
de la respuestapresoraque se manifiestaen el modelo de estrésconsistenteen la
deprivaciónsocial de ratasjóvenes.Lasevidenciasquese hanobtenidoapoyandoeste
hecho incluyen la reversiónestereoespecíficade la mencionadarespuestahipertensiva
por el antagonistaopioide inespecífico naloxona, así como su prevención tras la
administracióncontinuadadel fármaco, la imposibilidad que presentanlos animales
dependientesde morfina para desarrollarla hipertensióny, por último, la potenciación
de la respuestapresoraa la administraciónagudade morfina en los animalesaislados.
Las implicacionesfisiopatológicasde estehallazgo serviríande baseparael control de

algunasformas de hipertensiónesencialmedianteJa actuaciónfarmacológicasobre e]
sistemaopioide.

Con posterioridad,ha sido posible precisarque, en concreto,es el subtipo de

receptormu opioide el responsabledel aumentode la presiónarterial quetiene lugar
en este modelo de estrés. Confirmando la importancia del receptor mu opioide

cerebral en la hipertensión, la activación farmacológica del mismo mediante la
administración central de su agonista sintético DAGO -(D-Ala2, NMe-Fen4,
Gli-o15) encefalina-,producíaun incrementode la presión arterial muy superior al
observadopara el agonistaespecíficodel receptordelta DADLE -(D-Ala2, D-Leu5)
encefalina-.

Del mismo modo, el conocidopapelde las catecolaminascerebralescontrolando
el dinamismocardiovasculary la capacidadneuromoduladorade los péptidosoploides
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sobre estesistemade neurotransmisión,ha quedadopatenteal habersedemostrado
una implicación combinadade ambossistemasen la respuestahipertensivaal estrés,
así comoen el efectopresorproducidopor los agonistasde los receptoresdeltay mu
opioides, DADLE y DAGO respectivamente.Así, en bulbo raquídeoel estrésse ha
asociadoa unadisminuciónde la velocidadde renovaciónde adrenalina,mientrasque
en hipotálamo el aislamiento produjo una disminución tanto de la actividad
noradrenérgicacomo adrenérgica.

Por su parte, el aumentode presión arterial inducido por los agonistasDAGO
y DADLE se producecomo consecuenciade una activación opioide que, a su vez,
pareceinducir en bulbo raquídeouna inhibición del tono noradrenérgicopor parte

del agonistadelta, y del tono adrenérgicopor lo que se refiere al efectoproducido
por el agonistamu.

En conclusión,el conjunto de datosexpuestosha servidoparaconfirmar por un
lado, y de manerainequívoca,la implicación del receptormu opioide central en la
respuestahipertensivaal estréspor deprivaciónsocial,y adicionalmentela mediación
del sistemacatecolaminérgicocentral en la acción presora,provocadatanto por la
activaciónfarmacológicade los receptoresdelta y mu opiáceos,comopor los opioides
endógenoscuya liberación en el sistema nervioso central está potenciadaen el
transcurso del estrés. Los resultados expuestos sugieren, pues, el carácter
neuromoduladordel sistemaoploide sobreel sistemacatecolaminérgico,hipótesisque,
“in vivo”, carecíahastael momento,de todo soporte experimental.
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1. EVOLUCION DEL CONCEPTODE ESTRES

El término estréses un conceptomultifuncional cuya definición es variable
dependiendode la perspectivadesdela cual se abordesu estudio.Sin embargo,
puede afirmarse, en cualquier caso, que es toda respuestaque permite al
organismoafrontar las amenazasinmediatascontra su equilibrio fisiológico. Esta
respuestapuedeser desencadenadaanteunaagresiónreal (factor físico delestrés)
o ante la sensaciónde que se va a producir tal agresión (factor psicológicodel
estrés).

Fue el fisiólogo francésClaude Bernardquien reconociópor primeravez la
importanciade los mecanismosde adaptacióny afirmó en la segundamitad del
siglo XIX: ‘La constanciadel medio interno es la condición para una existencia
libre e independiente”.Unos 50 años después,Walter Cannon (1932) amplió la

teoría de Bernardy acuñó el término ‘homeostasis”para definir el conjunto de
procesosfisiológicos coordinadosque mantienen la constanciade las funciones
vitales, y que constituyenel mecanismoadaptativomedianteel cual el organismo
reaccionaante la exposicióna un estímulonocivo. Cannondefinió un modelo en

el que el organismo mantenía el equilibrio mediante mecanismos de
retroalimentacióny recalcó la importancia del sistema simpato-adrenalcomo
responsablede la coordinaciónde las respuestasque se sucedenen el organismo

antediversosagentesnocivos,físicos o psicológicos.Su teoríaestababasadaen la

observaciónde que la exposicióna dichosagentesprovocala liberacióntisular de
una sustanciaque denominó“simpatina” y que, posteriormente,seríaidentificada
como adrenalinay noradrenalina.La liberaciónde “simpatina”, segúnCarinon, era

fundamentalparadesarrollarla estrategiade “fight or flight” (lucha o huida) ante
las demandasdel medio ambiente.

En 1936, Selye introdujo el conceptode “síndrome generalde adaptación”,y
subrayóel papelde la glándulasuprarrenalen su desarrollo.Dicho autordescribió

una secuenciade cambiospatológicosque se observabanen el organismocuando
ésteera sometidoa diversosestímulosnocivosy los agrupó en tres fases:

1. Reacción de alarma: caracterizadapor hipertrofia adrenal, ulceración de la

mucosay atrofia del timo y de los tejidos linfoides.
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2. Fasede resistenciao de adaptación:cuyasmanifestacionespuedenser opuestas
a las de la reacción de alarma.

3. Fasede agotamiento:sobrevienesi la intensidado la duracióndel estréses
excesiva.

Selye denominó estrésa la respuestainespecífica del organismoante un
aumentode las exigenciasdel medio ambiente,y “stressors” (estresantes)a los
agentesresponsablesde dicha respuesta.

Con posterioridad,estemismo autor(Selye 1946) denomino~éenfermedadesde
adaptación” a una serie de trastornosdebidos, no a la presencia de agentes

patógenos,sino a la ausenciade la respuestaadaptativadel organismoante los
mismos. Entre estasenfermedadesincluía la alergia, el insomnioy los trastornos
cardiovasculares,apuntandoya entre los mismos las alteracionesen la presión
arterial.

En la décadade los 50, Wolff (1950) sistematizóparalelamentela vinculación

del estréscon la patología,al definirlo comola respuestabiológica que, basadaen
patronesfisiológicosestereotipados,permitenla adaptacióndel organismoantelas
amenazasfísicas, pero no así ante las de origen psicológico, situando, de este
modo, el estrésen un contextomáscercanoa los procesoscognitivos.

El conceptode “síndrome general de adaptación”desarrolladopor Selye da
un énfasisespeciala los aspectosinespecíficosde la respuestaal estrés,afirmando
que los factores desencadenantespueden ser distintos, pero que producen
esencialmentela misma respuestabiológica (Selye 1970). En la actualidad,sehan

ido acumulandodatosque indican, sin embargo,la existenciade un cierto grado
de especificidaden la respuestaal estrés.J. Mason (1971) criticó el conceptode

inespecificidadinherentea la teoría de Selye, señalandoque todos los agentes
estresantestienenen comúnla capacidadde incidir sobre la esferapsicológicadel
organismo,cuya activaciónprovocaríala consiguienterespuestaneuroendocrina.Su
gran aportaciónconsistió en habersido el primero en concederla importancia
adecuadaa los componentespsicológicosdel estrés.Otros autoreshan señalado
también la existencia de especificidad en el estrés,tanto a nivel de la clase,
intensidado duracióndel agenteestresante,como en las vías que intervienenen
el procesamientode la información en el organismo(mecanismosde defensa,
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ansiedad)o de factorestalescomola especie,hora del día, etc. (Murison e Isaksen
1982; Kant y cols. 1986).

El estrésconstituye,en definitiva, unamodificacióndel procesohomeostático
normal, encaminada a favorecer la adaptación al entorno y proporcionar
oportunidadesy estrategiasadaptativasal individuo. No obstante,si bien en la
actualidadaún no existe una definición precisaclaramenteaceptada,las distintas
acepcionesdel término, más que referirse a concepcionesantagónicasentre sí,
revelanlas distintasaproximacionesdesdelas diversasáreasde estudio.

2. RESPUESTA FISIOLOGICA AL ESTRES

La respuestafisiológica al estrésdifiere cualitativamenteen relación a la
duracióndel mismo. Los mecanismosque permiten la reacción inicial no son los
mismos que intervienenen el procesosubsiguiente,cuandoel organismose ve
sometido a un estrés prolongado. Esto ocurre porque las necesidadespara la
supervivenciason tambiéndistintas. Ante un estímulo repentino o imprevisto,]a
supervivencia del individuo depende de una reacción rápida de emergencia,

mientrasque si el estímulopersisteresultamásadecuadala adaptaciónal mismo,
tal como habíapostuladoSelye.

La reacciónde emergenciapuedeasociarse,por tanto,a las formas de estrés
agudodonde se precisauna respuestarápida y breve, que se logra mediantela
activaciónde las funcionesnerviosaso neuroendocrinas.Por el contrario,las formas
de estréscrónico estaríanligadas a la respuestaadaptativa,denominadafase de

resistenciapor Selye, dondese verifica una activación o respuestaa largo plazo
pero de acciónmáspersistente,propia del sistemaendocrino.En amboscasos,la
alteraciónprovocadainicialmente por el estímuloestresanteesuna activacióndel
sistemanerviosocentral (SNC),el cual poneen marchala sucesiónde mecanismos

mencionadosanteriormente.

El sustratoneuroquimico responsablede la activación inicial del SNC y,
subsecuentemente,del resto de los efectos inducidos por el estrés, no está
completamenteidentificado,si bien se hasugeridoque, en la mayoríade los casos,
se produceuna activación de los sistemasaminérgicoscerebralescon aumentode
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la velocidad de renovación de los neurotransmisorescorrespondientesa nivel
hipotalámico.La noradrenalina(NA), la adrenalina(AD), la dopamina(DA) y la
serotonina(5-HT) han sido propuestoscomo neurotransmisoresresponsablesdel
desencadenamientode dicha respuesta(Richardsony cols. 1990; Spinedi y cols.

1988).

21. Respuestainmediata:Reacciónde emergencia

La reacciónde emergenciaseproducemediantela acciónconjuntadel sistema
nerviososimpáticoy las hormonasliberadasdesdela médulaadrenal,y permite la
movilizacióninmediatade los recursosorgánicosnecesariospara las reaccionesde

lucha o de huida.

2.11. Activación del sistemasimpatoadrenal

La estimulaciónsimpáticahacereferenciaal incrementode la actividadtónica
de los nervios simpáticoscon el consiguienteaumentode la liberaciónde NA en

los terminalesnerviosos.

La activación de las células cromafinesde la médulaadrenalse producepor
aumentode la actividaddel nervio esplácnico.El tejido cromafínlibera a la sangre,
conjunta y esquetiométricamente,una mezcla de NA, AD y distintos fragmentos
opioidesque, procedentesdel procesamientode la preproencefalina,se encuentran
coalmacenadosen las vesículascon las catecolaminas(Viveros y cols. 1979). La
regulacióndel procesode liberaciónde las encefalinasdesdela médula adrenal
y de la AD de la misma procedencia,ha sido estudiadoen detalle (Govoni y cols.
1981). De hecho, la estimulación del nervio esplácnico, incrementa la

inmunorreactividaden plasmaa met-encefalinay catecolarninas.

2.1.2. Consecuenciasfisiológicas de la actividaddel eje sinapato-adrenal.

Las consecuencias fisiológicas que desdencadenanlas catecolaminas
adrenomedularesson similaresa las queposeela NA procedentede la activación
neurogénicasimpática,si bien las accionesde las catecolaminasliberadasdesdela
glándula adrenalson másintensas,esto es debido a que su secreciónse da en
mayoresconcentraciones.No obstante,la actividadadrenomedularrepresentauna
respuestaprácticamenteinmediata y de escasaduración,debido a la corta vida
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mediade las catecolaminasen sangre.

Los síntomasque constituyenla reacciónde alarmason múltiples y afectana
la mayoría de los sistemasorgánicos (Vogel 1987). Entre las funcionesque son
alteradascabe destacar:

- Sistemacardiovascular:aumentode la frecuenciacardiacay del flujo sanguíneo

al músculo esquelético,así como aumentode la presión arterial.
- Gastrointestinal:aumentode la secrecióny de la motilidad gástrica.

- Inmunitaria: aumentode la actividaddel sistemainmune.

Para el objeto del presenteestudio son de gran importancia las acciones
inducidassobre el sistemacardiovascularque afectandirectamentea la presión
arterial. La estimulación simpática del corazón conlíeva un aumento de la

frecuencia y la fuerza de contracción,provocando asimismo las catecolaminas
circulantes un aumentodel tono vasomotorresponsablede una vasoconstricción
generalizada.Las consecuenciasson un aumentosimultáneodel gastocardíacoy
de la resistenciavascularque producen,en último término, un incrementode la
presiónarterial.Estarespuestaes inmediatay de breveduración,ya quela máxima
concentraciónplasmáticasse sucedea los 10-30 sg de la aplicación del estímulo.
A tiemposmayores,su actividad decaey el mantenimientode la elevaciónde la
presiónarterial dependede la activación de la médulaadrenal.

Por lo tanto, la reacción de alarma se produce siempre como primera

respuestaa cualquier tipo de estrés,sea cual sea su duracióne intensidad.Ante
la aplicación de un estrésagudo y puntual, constituirá la única respuestadel
organismo. Si el estímulo persiste, se manifiestan otro tipo de respuestas
neuroendocrinasencaminadasal mantenimientode la homeostasisy, aunquemás
lentas,permiten una respuestamáspersistente.

2.2. Fasede resistencia

Un sucesoevocado en todas las formas de estrés,conjuntamentecon la
activación del sistemanervioso simpático es la activación del eje hipotálamo-
hipófisis-adrenal(H-H-A) (Selye 1976). Que esteefectose incluya en el apartado
correspondientea la fasede resistencia,típica éstade las formas crónicasde estrés,
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es unaelección arbitraria,ya que esteeventosólo estáausenteen las formas de
estrésagudoy de caráctermuy puntual. En definitiva son dos los mecanismos
activadosduranteel estrés:un sistemaque actúarápidamentey otro que lo hace
a largo plazo.Sin embargo,atendiendoa la dificultad de separarestrictamentelas
situacionesagudasde las crónicas,hay queconsiderarla posibilidadde mecanismos
intermediosentre los efectos simpáticosy los adrenomedularesdentro de los
primerosminutos, y la iniciación y desarrollomáximode la respuestaadrenocortical
despuésde un periodoque se sitúa alrededorde los 15 minutos.

2.2.1. Activación del eje bipotálanio-hipófosis-adrenal

El origen a nivel central de la activación de] eje H-H-A estáubicadoen el
núcleoparaventriculardelhipotálamo,dondeselocalizanlos somasde las neuronas
parvocelularesproductorasdel factor liberador de corticotropina(CRF) (Vale y
cols. 1981), principal responsableéste, tras su liberación a la sangreportal, del
aumentode secreciónde ACTH desdela adenohipófisisduranteel estrés(Plotsky
y Vale 1984). Con posterioridad,la ACTH circulante estimula en las células
corticoadrenalesla síntesisy liberaciónde glucocorticoides(corticosteronaen rata,
cortisol en humanos; Axelrod y Reisine 1984), que mediarán las consecuentes

respuestasfisiológicas.

El sistema se autocontrolamedianteun mecanismode retroalimentación
negativo(feed-back),ejercidopor los propios niveles de glucocorticoides(Keller-
Wood y Dalíman 1984). Cuando dichos niveles son elevados, inhiben

simultáneamentela liberaciónde CRF y la secreciónhipofisariade ACTH. Se ha
demostrado además, que en estas situaciones, los glucocorticoides inhiben
tónicamentela expresiónde los genesquecodifican el CRF, así como la expresión

de otros secretagogosde ACTJ-I como argininavasopresina,colecistoquininay
catecolaminascerebrales(Rivier y Plotsky 1986). Incluso se ha propuesto,que la

NA y la AD sistémicas,procedentesde los terminalessimpáticos,ademásde las
propiascatecolaminasadrenomedulares,podríanacceder,a travesde los capilares
situadosen la zona exterior de la eminencia media, a las celulas secretoras
parvocelularespara estimularla secreciónde CRF y ACTH (Plotskyy cols. 1989).

La multiplicidad en el control hormonalde la liberaciónde CRF escomplejo,
y probablementerefleja la diversidad de vías capacesde evocar su liberación
duranteel estrés.Debido a la especificidadadscrita a cada modelo de estrés,
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parecerazonableasumirque diferentescircuitos neuronalespuedanser afectados
preferentementeen cada caso. Según Reisine y cols. (1986), la variedad de
secretagogosde AGTH puedeproporcionarla flexibilidad necesariaparaque sedé
la respuestaa diferentesestímulosestresantes.

Es importanteresaltarque, paralelamentea la liberaciónde ACER desdeel
lóbulo anterior de la hipófisis, se produce la liberación concomitantede beta-

endorfina, péptido opioide que procede del mismo precursor polipeptídico
(proopiomelanocortina)quela ACTH y a partir de cuyo procesamientoseoriginan
ambospéptidos(Eippery Mains 1980).

2.2.2.Consecuenciasfisiológicasde la activacióndeleje hipotálamo-hipófisis-adrenal

Los efectosprovocadoscomo respuestaa la activación del eje H-H-A en el
desarrollode la respuestafisiológica al estrés,son derivadosprincipalmentedel

aumentode los glucocorticoidescirculantes.Estos efectosincluyen:

- Reducciónde la respuestainmunológica.
- Disminución de la actividad del eje hipotálamo-hipófisis-gonadal.
- Disminución de la producciónhipofisaria de GR y TSR y de sus efectossobre

el crecimientoy el metabolismo.

- Alteracionesen el pesoy la ingesta.
- Disminución de los niveles de colesterol-RDL

La aparenteparadojade que, en las situacionesde estrésqueconstituyenuna
amenazapara el organismo, aumente la produccciónde corticosteroides,cuyos

efectosantiinflamatoriose inmunosupresoresdisminuyenla capacidadde defensa
del organismo,ha sido explicadamediantela hipótesisde queel papelde este tipo
de hormonasno sedaprotegera aquél frente a las fuentesde estrés,sino contra
sus propias defensas, que podrían resultar peligrosas si no se hallasen
perfectamentecontroladas(Munck y cols. 1984).
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3. MARCADORES BIOLOGICOS DEL ESTRES

Debidoa que las respuestaspsicobiológicasal estrésson muy específicas,la
definición de marcadoresresultaextremadamentecomplicada,tantomáscuantoque
parece probable que, aun asumiendoque en todos los casos se produce una

activacióndel eje H-H-A, el origen de tal activacióny las consecuentesalteraciones
bioquímicasparecendiferentes. No está claro, por lo tanto, el que respuestas
similares se repitan de modo sistemáticocomo consecuenciade la aplicación de
cualquier tipo de estrés.

Obviando las posiblesdiferenciasentre especies,y atendiendoa la necesidad
de encontrarindicadoresrealesy sensiblespara validar los modelos de estrés,la
variaciónde los siguientesparámetrossuelerepetirseen la mayoríade los distintos
tipos de estrésen la rata (Vogel 1987).

Indicadoresbioquímicos

:

- Aumentode los nivelesdecorticosterona,variablesenfunción, fundamentalmente,

de la duración del estrésaplicado.
- Aumento de catecolaminasplasmáticas,siendo la variación en este parámetro

función de la intensidady la duracióndel estrés.
- Modificación en los niveles de neurotransmisoresa nivel cerebral,principalmente

aminas,siendoel sentidode la variación y la naturalezade la aminamodificada
función del tipo y de la duración del estrésaplicado.

Indicadoresmorfol&icos

:

- Aumento del tamañode las glándulasadrenales,en respuestaa la mayor
actividaddesarrolladapor las mismas.

- Disminucióndel tamañodel timo.
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4. ESTRES Y ENFERMEDAD

De lo anteriormenteexpuesto,podemosconcluir,por tanto, que la respuesta
biológica al estrés incluye una activación H-H-A que, con participación de
numerosossistemasorgánicos,determinauna liberaciónmultihumoral.Sin embargo,
esdifícil precisara partir de quémomentoestaliberaciónresultaexcesivay nociva
parael organismoy entoncesla respuestadeja de ser fisiológica para convertirse
en patológica.

Aunque Rabkiny Struening(1976) afirmanque “la exposiciónal estrésnunca
escausasuficienteparajustificar el desarrollode unaenfermedad”,si consideramos
ésta como un fenómenoque ocurre cuando un agenteo condición destruye la
dinámica interna de cuya integridad dependeel organismo, y entendemoslas

manifestacionesde esta enfermedadcomo la consecuenciade los esfuerzosdel
organismopara adaptarsea la misma,todas lasenfermedadessonal mismo tiempo
desórdenesde adaptación(Hinkle y cols. 1987).

En términosgenerales,se puede definir el potencial carácterpatógenodel
estrés como el resultadode la relación entre dos factores: la susceptibilidad
orgánicaindividual y la naturalezay característicasdel estrés(Tapp y cols. 1988).

Sobre el primer factor, parece que son las característicaspsicológicasy el
carácterde amenazapercibido por el individuo los que modulanla incidencia

patógenadelestrés(Lazarus1966).Estaamenazaestáenfunción de la percepción

que el individuo realiza de los estímulosprocedentesde su interacción con el
medio ambiente,y de sus propios recursosparaafrontar dichosestímulos.Podría
afirmarseque, en la medidaen queel individuo dejade percibir talessituaciones
como estímulosque escapazde afrontar,pasandoa sentirseimpotenteanteejlos,

la respuestaal estrésse convierteen patológica.

En cuantoa la naturalezadel agenteestresante,son numerososlos factores
a considerar.El tipo, la intensidady la duracióndel mismo, así comola exposición
previa al agenteestresante(Keim y Sigg 1976) y la capacidadpara predeciro
controlar el estrés (Weiss 1977), parecendeterminarel carácterfisiológico o
patólogico de la respuesta.
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En definitiva, y a pesarde que en la actualidadla tesis central de la teoría
del estréscomo alteracióncapazde generarenfermedad,elaboradainicialmente
por Canony Selye, continúasiendo en algunospuntosun enigma,la confluencia
de algunos de los factores anteriormentemencionadospuede ocasionaren el
organismounapérdidade su homeostasisoriginal, estableciéndose,de estemodo,
un nuevoequilibrio biológico que puederesultaren muchoscasospeijudicial. De
hecho, y a pesar de la controversia existente, son numerosos los datos
experimentalesque asocian el estréscon el desencadenamientode una gran
variedad de patologías: cardiovascular(Brody y cols. 1987; Tapp y cols. 1983),
digestiva(Dotevalí 1985), autoinmune(Grosmann1989), etc.

5. MODELOS DE ESTRES

Aunque el estréspuedegenerarsede una manerarelativamentesencillaen el
animal de laboratorio,siendonumerososlos modelosexperimentalesdiseñadoscon

estefin, debenconsiderarsealgunaslimitacionesquerestringenen gran medidasu
utilización, cuandoel fin último esobtenerresultadosextrapolablesal ser humano.
En primer lugar, las respuestasobservadastras la aplicación del estrésen los
distintos animalesde un mismo grupo o camadapuedenser diferentes,hechoque
se sustentaen ¡a susceptibilidadindividual (Dantzery Mormede 1985). En segundo
lugar, la diversificaciónde las especies,considerandoen este punto dos aspectos:
por un lado, la dificultad para asimilar los modelos animales de estrésa las

situacionesa las que se ve sometidoel ser humano,y, por otro lado, a que el
transcursotemporalde la respuestaen el animal es tambiéndistinto, puestoque
el tiempo de exposiciónde los mismosal agenteestresantees, por normageneral,
sensiblementeinferior al que encontramosen humanos.

Por lo tanto, la elecciónde un determinadoagentecomo generadorde estrés
debeconsiderarlos distintos modelosexistentesy sus característicaspeculiaresen
relacióncon la finalidad perseguidaen la investigación.
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5.1. Clasificaciónde los modelosde estrés

Entendiendo las numerosas clasificaciones que se pueden efectuar, y

dependiendodel factor seleccionadocomo referenciaparala realizaciónde la
misma,los modelosde estrésutilizadosexperimentalmentese puedenclasificaren:

- Modelos que provocanuna alteraciónen el estadofísico del animal:

Inmovilización (Brodie y Ranson1960).
Choqueeléctrico (Foot-shock;Bliss y cols. 1968).
Nataciónforzada(Forcedswimming; McCarty 1985).
Exposicióna bajas temperaturas(cold-stress;Inabay cols. 1981).

- Modelos que provocan alteracionesen el componentesocial o en la esfera
emocional del animal:

Hacinamiento(Armario y cols. 1984).
Aislamiento o deprivaciónsocial (Gardinery Bennett 1977).
Estimulaciónaudiovisual(Galenoy cols. 1984).

Además de éstos, existen otros muchos modelos surgidos de la aplicación
combinadade los agentesmencionadosanteriormente(Senayy Levine 1967), así
como aquellos inducidospor la administraciónde anestésicos(Kitchen y Roman
1984).

En cuantoa las característicasdel estrés,esimprescindibleteneren cuentasu
intensidad,pero aún másimportantees considerarsu duración,pues,comoya ha
sido señalado,los mecanismosfisiológicos responsablesde la adaptaciónal estrés
dependendirectamentede la duración del estimulo aversivo, más que de su

intensidad(Natelsony cols. 1981).

Por lo tanto, sin excluir los modelosenumeradosanteriormente,se acuñael
términoagu~~para aquellostratamientosquese aplicanunasola vez a los sujetos
de forma máso menospuntual,y crónicopara aquelloscasosen los queel agente
afecta al individuo de maneramáso menosprolongada,de modo continuadoo
intermitente. Desdeel casodel estrésabsolutamentepuntual o agudo hastalas
formas de estrés crónico (días o meses, según la especie), hay numerosas
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situacionesintermediasquepuedenclasificarse,a vecescon ciertadificultad, como
es el casodel modelo de deprivaciónsocialempleadoen el presentetrabajo,como
agudaso crónicas,en función de su aproximacióna uno u otro caso.

Atendiendo a la capacidadde predicción o control que el individuo pueda
ejercer sobre el estrésal que es sometido, se puede realizar una clasificación
adicional entre aquellassituacionescontrolablesmedianteun periodo previo de
aprendizajee incontrolables.En la medidaen que el individuo puede predeciro
controlarel estrés,los efectosson menospronunciados(Weiss y cols. 1987).

Por último, y atendiendoa la capacidadde evitación del daño, pueden
dividirse en evitables también denominadosmodelos de estrésescapableo de
evitaciónactiva,e inevitables tambiéndenominadosinescapables.En los primeros,

si la respuestade evitación (“avoidance”) conlíeva la aplicación de un castigo
(“punishment”), los efectoscomportamentalesobservadosen el animal son más
profundos,causanmayoresdañosy, desdeun punto de vista conductual,inducen
depresión.

5.2. Seleccióne interésdel modelo de deprivaciónsocial

En la elaboracióndel presentetrabajose ha escogidocomo métodoproductor
de estrésel modelo de deprivaciónsocial,que, como seindicarácon posterioridad,
permiteel establecimientotemporal de dos fasesatendiendoa la duraciónde la

aplicacióndel estímulo.

El fundamentode la producciónde estréspor estemodeloestábasadoen el
caráctermarcadamentesocial atribuidoa los roedores.La rataesunaespecieideal
parael empleode estemodelo porque,a la condición de su caráctergregario,hay
queañadirqueobservaun comportamientorespectoal control de su territorio muy
similar al observadoen primates(Brain 1985). Todasestascircunstanciasla

convierten en una especie donde el aislamiento temporal del grupo al que
pertenecenprovocaalteracionesconductualesy físicas manifiestasque configuran
el patrón de respuestasdel modelo de estrés al que nos referiremos
posteriormente.

El empleode este modelo de estrésobvia, además,mejor que otros modelos,
las limitacionesa las que aludíamoscon anterioridad.En primer lugar, permite la
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aplicaciónhomogéneadel estímulofrente a todos los individuosde la muestra.Por
otro lado, constituyeun estímulode caráctermoderado,cuyo componenteesencial
espsicológicoy permite,en cierto modo,equipararloa las situacionesde estrésque
afectanal ser humano,facilitando la extrapolaciónde los resultadosobtenidos.

Por último, tambiénconstituye una aportacióninteresantecomo modelo de
hipertensiónexperimental,ya que, aunquetanto en humanoscomo en animales
de experimentaciónson numerososlos estudiosque documentanlos efectosque
sobre el sistemacardiovascularoriginan los modelosde estrésfísico (Paratiy cols.

1988; Sparrowy cols. 1987; Lawler y cols. 1984; Galenoy cols. 1984), es escasa
la información que se poseerelativa a las modificacionesinducidasen respuesta
al estréspsicológico.

6. SISTEMA OPTOIDE

El sistema opioide es un término genérico, empleadopara designar a un
grupo heterogéneode péptidos presentesen el organismo, que constituyenlos

ligandos endógenosde los receptoresopiáceosy que contienen,en algún lugar de
su molécula, la secuenciaaminoacídicaTir-Gli-Gli-Fen-.

Históricamente,los receptoresopiáceosfueroncaracterizadoscon anterioridad
al descubrimientode los propios péptidos,siendodos las razonesquejustificaron
el desarrollode las investigacionespara demostrarsu existencia.La primeralínea
de razonamientoerafarmacológicay estababasadaen los estrictosrequerimientos

estructuralesque precisabanlos agonístastipo morfina y antagonistashastala
fecha descritosparainducir sus efectos,circunstanciaque sugeríala existenciade
un receptor opiáceo específico (Goldsteiny cols. 1971). El segundoargumento
derivabadel interésporjustificar los drásticosefectoscomportamentalesproducidos
por la morfina.

En el año 1973, tres grupos independientesde investigadorespusieronde
manifiestola existenciade receptoresespecíficosparala morfina y otros derivados
opiáceosen el SNC (Pert y Snyder1973, Terenius 1973, Simon y cols. 1973). El

posterioraislamientode la met-encefalinay la leu-encefalina,agonistasendógenos
de dichosreceptores(Ruguesy cols. 1975), abrió importantesperspectivasparael
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conocimiento del proceso de transmisión dolorosa, al cual se asociaban los
derivadosdel opio, y del resto de los efectosdescritospara los opiáceos.

Desdeestaúltima fecha,se han identificado,aisladoy caracterizadouna gran
cantidadde péptidosopioides en SNC y tejidos periféricos,cuya funcionalidadse
ha ido determinandoa lo largode las dos últimas décadas.Entre los quepresentan
actividadbiológica,los másrelevantessonla beta-endorfina(Goldsteiny cols. 1979)

la dinorfina (Li y Chung 1976), junto a las antedichasmet- y leu-encefalina.

6.1. Familiasde péptidosoploides

La aplicación de las técnicasde ADN recombinanteha permitido demostrar
que los péptidosopioides aisladoshastala fecha derivan,por escisiónmetabólica,
de tres precursorespolipeptídicosdistintos, cadauno de los cualespresentauna
forma “prepro” y una forma “pro”, de la cual se desdoblael péptido señal (Rollt
1983).

De estaforma los péptidos opioides han sido agrupadosen tres familias y
clasificadosen:

- Péptidosderivadosde la proopiomelanocortina(POMC).
- Péptidosderivadosde la proencefalina.
- Péptidosderivadosde la prodinorfina.

6.1.1. Péptidosderivadosde la proopiomelanocortina

Los péptidosderivadosdel procesamientode la POMC incluyen los opioides
alfa, beta y gamma-endorfinay las hormonas adenocorticotropa (AGUR),
estimulantede los melanocitos(alfa-MSR)y beta-lipotropina(beta-LPR)(Fig.1).

El precursorPOMC con 31 KDal de pesomolecular, se sintetizatanto en la
hipófisis como en otras regionescerebrales.Aunque la existenciade los péptidos
hipofisarios ACTH y alfa-MSR estaba bien establecida, el aislamiento y
caracterizaciónde la beta-endorfina(Li y Chung 1976) promovió la realizaciónde
numerososestudios inmunohistoquimicos,que permitieron la localización de la
betay alfa-endorfinay la beta-LPH (un fragmentode la POMCque contiene en
su secuenciaa la beta-endorfina)en los lóbulos anteriore intermediode la hipófisis
(Bloom y cols. 1978). Estudios bioquímicos posteriores revelaron que el
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procesamientoquesufre la POMCen los lóbulos hipofisariosanteriore intermedio
esdiferente.En función de las enzimasque intervienenen el proceso,el precursor
se sintetizay sufre un procesamientopost-traslacionalque permite que los dos
gruposcelularesen amboslóbulos, expresandoel mismo gende la POMC, puedan
liberarproductosdistintos para producir ACTH, beta-endorfinay beta-LPHen el
lóbulo anterior de la hipófisis y alfa-MSH, N-acetil (1-27) beta-endorfina(un
péptido carentede actividad biológica) y CLIP en el lóbulo intermedio (Mains y
Eipper 1981).

R2Ngamma-MSH ____ACTH____ beta-LPH COOH

alfa-MSR CLIP beta-MSH beta-end~

beta-end>-~

beta-end1-26

Fig 1.- Esquemadel procesamientode la POMC.

Al descubrirseen cerebrode mamíferoslocalizacionesextrahipofisariaspara
la POMC, se planteó la incógnita de qué tipo de procesamientoseguiría la
proteína,si seríaanálogoal que tiene lugar en el lóbulo anterior o similar al que
se produceen el lóbulo intermedio,o si podríaser inclusodistinto de ambos.Hoy
en día, los trabajosde Watson y Akil (1980) permitenafirmar, por las tasasde
material MSH-inmunorreactivo aparecidasa nivel acuduectal,que la proteína
hipotalámicaes procesadade forma paralelaa la POMCen el lóbulo intermedio
hipofisario, es decir, hacia la formación de beta-endorfina.
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La beta-endorfina,el mayor de los péptidosopioidesendógenosbiológicamente
activos, contiene 31 aa (Tabla 1) y, aunquese origina por procesamientode la
POMC, su precursorinmediato es la beta-LPR,un péptidode 91 aa, a partir del
cual se libera por ataqueenzimáticoen el extremo C-terminal.

Ademásde su distribución y función como hormonaen la hipófisis (lóbulos
intermedioy anterior), las neuronasque contienenbeta-endorfinatienen limitada
su localizaciónal hipotálamobasal y al núcleo del tracto solitario (NTS), desde
donde se proyectan rostral y caudalmentea otras regiones cerebrales.Una
proporciónconsiderablede las mismasconvergecon neuronasencefalinérgicasen

la amígdala,varios centroshipotálamicosy medularesimplicadosen la regulación
respiratoria y cardiovascular,y en otras áreas, tales como la sustancia gris
periacuduectaly el tálamo,asociadascon la sensaciónnociceptivay la integración
sensorial(Akil y cols. 1988).

6.1.2. Péptidosderivadosde la proencefalina

La proencefalina,nombre genéricoasignadoactualmentepara definir a la

anteriormentedenominadaproencefalinaA, esun precursorpolipeptídicode peso
molecularsimilar al de la POMC. En la mayoría de las especies,su estructura
contieneseis secuenciasdel pentapéptidomet-encefalina,y una secuenciade leu-

encefalina,cuyasestructurasaparecenen la Tabla 1 y el denominadopéptido E
(Khachaturiany cols. 1985).

Aunque las encefalinasfueron los primerospéptidosopioidesdescubiertos,es
escasala informaciónque seposeeacercade las modificacionespost-traslacionales
que sufre su precursoren SNC, si bien hay algunasreferenciassobre el diferente
procesamientoquepuedesufrir el mismo en los diversostejidos(Lindbergy Yang
1984).

Pareceser que las encefalinastambiénpuedenderivar de otros precursores,

como la prodinorfina, y de otra proteínade 90 KDaI, aislada del cuerpoestriado
del cobaya, la cual contiene cantidadesequimolecularesde met-encefalinay leu-

encefalina(Beaumonty cols. 1980).Por tanto, la existenciade encefalinasen otros
precursoresexplicaríalas variacionesobservadasen la relaciónmet-encefalina/leu-

encefalinaen las diferentesregionescerebrales.
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Los estudiosinmunohistoquimicosy la cuantificaciónpor hibridación “in situ”
del ARNm para la proencefalinahan puesto de manifiesto que las neuronas

encefalinérgicasse distribuyen ampliamentea lo largo de todo el SNC, estando
su localización periférica circunscrita a la médula adrenal, intestino, ganglios

autonómicosy al sistemanerviosoautónomo(Khachaturiany cols. 1985).

En SNC muchas de las vías encefalinérgicasconstituyen circuitos locales
relativamentecortos,aunquetambiénhansido descritossistemasde mayorlongitud
en bulbo raquídeode rata (Ceccatelliy cols. 1989) o en locus coeruleus(Legery

cols. 1983), dondepuedencoexistir con neurotransmisoresclásicos.

La mayor densidadde neuronasque contienenpéptidos derivados de la
proencefalina se localiza en la amígdala, hipocampo, cuerpo estriado y área
preóptica,en la mayadade los núcleoshipotalámicosy bulbaresy enel astadorsal
de la médula, donde modulan la transmisión dolorosa. La amplitud de su
distribución parece estar asociada a su implicación en numerosasfunciones
fisiológicas: respiratoria, cardiovascular,neuroendocrina,motora, etc. (Roladay

1985).

6.1.3.Péptidosderivadosde la prodinorfina

La prodinorfina, tambiéndenominadaproencefalinaB, esel precursorde dos
gruposde péptidosopioides:las dinorfinasy las neoendorfinas,que constituyenlos
oploides de másrecientedescubrimiento(Goldsteiny cols. 1979).

Este polipéptido, de biosíntesisubicua en todo el SNC, da lugar, tras un
procesamientorelativamentesencillo, a la dinorfina A (1-8), la másabundantede
todos ellos, la dinorfina A (1-17), la dinorfina B (1-13), y las alfa y beta

neoendorfinas(Tabla 1).

Guthrie y Basbaum (1984) han demostradoque la distribución de la

prodinorfinaen SNC se solapacon la de las neuronasencefalinérgicas.

Los productosderivadosde la prodinorfina se sintetizanen las neuronasde

los núcleossupraópticoy paraventriculardel hipotálamo,desdedondese proyectan

a la hipófisis posterior, coexistiendoen el núcleo magnocelularcon neuronas
productorasde vasopresina(Watson y cols. 1982a).



23

Además, se ha referido su ubicación en neuronas del núcleo arcuato,
hipocampo,sustanciagris periacuduectaly otras regionescerebralesy medulares
donde constituyenneuronasde trayectocorto. PU igual que las encefalinasy la
beta-endorfina,la prodinorfina se localiza tambiénen el NTS, zona caudaldel
bulbo raquídeodondediversosgruposcelularesexpresan,de modoespecífico,las

tres familias de opioides (Watsony cols. 1982b). Esta situación puede adscribirse
al papelmoduladorejercidopor estospéptidossobrelas funcionesautónomas,ya
que estenúcleo es conocido por constituir la primera estacióncentral de relevo
en dicho control.

6.2. Receptoresoploides

Al elevadonúmerode péptidosopioides descubiertoshastael momento,hay
quesumarla diferenciaciónde los distintossubtiposde receptoresparalos mismos.

Históricamente,el descubrimientode los receptoresopioides precedió al
aislamientoy caracterizaciónde los péptidos.La existenciade múltiples formasde
receptoresopioides fue postulada inicíalmente por Martin y cols. en 1976,
basándoseen los diferentesefectoscomportamentalesproducidospor los agonistas
opiáceosclásicosy en la ausenciade toleranciacruzadaexhibida por los mismos.
Los subtiposbásicosde receptorespropuestospor Martin fueron los siguientes:
receptoresmu paralos compuestostipo morfina, kappapara el alcaloidesintético
ketociclazocinay sigmapara el SKF 10,047.

Conposterioridad,el aislamientoe identificaciónde la leu- y la met-encefalina
y el desarrollode la técnicade fijación de receptores(“binding”), posibilitaron la
definición de los receptoresdelta, caracterizadospor su interacción con las
encefalinasen conductodeferentede ratón(Lord y cols. 1977). De modoanálogo,

al descubrimientode la beta-endorfinasucedióla descripcióndel receptorepsilon
(Akil y cols. 1980). Estudios posterioresrealizadoscon el receptor sigma han
reveladoque, probablemente,no se trata de un receptoropioide típico, ya queno

muestrala estereoespecificidadclásicaque presentanlos mismos.

Actualmente,existenevidenciasde hastanuevesubtiposde receptoresopioides
(Mansour y cols. 1988) incluyendo la diferenciación de dos subtipos para el

receptormu, mu1y mu2 (Wolozin y Pasternak1981), parael receptorkappa,kappa1
y kappa2(Zukin y cols. 1988) y la posible interconversióno acoplamientoalostérico
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entre los receptoresmu y delta,y mu y sigma (Schoffelmeery cols. 1988).

La controversiasobrela existenciademúltiplessubtiposdereceptoresopioides
y ]a dificultad parademostrarsu presenciaen los ensayosde fijación “in vitro”, ha
incentivado la búsquedade agonistasy antagonistasmás selectivos para dichos
receptores,cuyo usose ha hechoimprescindiblea la hora de determinarel subtipo
concretode receptorque mediauna respuestafisiológica o farmacológica(Tabla

1).

Teniendoen cuenta,como detallaremosmás adelante,la complejidad de la
distribuciónde los receptoresopioidesy de las tresfamilias de péptidosen el SNC,
es aún prematuroel intento de correlacionarun sistemaopioide determinadocon
un subtipo de receptor.Así, la beta-endorfinase une selectivamentetanto a los
receptoresmu como a los delta, con una ligera preferenciapor estos últimos,
mientraslasencefalinas,en particularla leu-encefalina,muestraunamayor afinidad
por el receptordeltay todaslas dinorfinasy neoendorfinaspor el receptorkappa,
excepto la dinorfina A (1-8) que ademásretienecapacidaddelta (Itzhak 1988).

6.11. Distribución y significación fisiológica de los receptoresopioides

Las técnicasautorradiográficasaplicadasde modo sistemáticohan permitido
determinarla localizaciónde los receptoresopioides, poniendode manifiestoque

éstos se encuentranampliamentedistribuidos a lo largo de todo el SNC con
algunas localizacionesperiféricas.

Mientraslos ensayosfarmacológicoshandemostradola preferenciateórica de
un ligando determinadopor un receptor, los resultadosde dicho estudio de
distribución anatómicahan reveladoque las asociacioneshalladas“in vitro” no
predicen,necesariamente,unacorrelaciónanatómicaexactaentreunadeterminada
familia de péptidos y su hipotético receptor en todas las áreas del SNC
(Khachaturiany cols. 1985), por lo que la significación funcional de estossistemas
peptidérgicosdependede la disposiciónde los elementospre y postsinápticosy
la posibilidadde su interacción(Akil y cols. 1988). Así, por ejemplo, mientrasse
encuentrauna elevadadensidadde receptoresmu en cuerpoestriado y corteza
cerebral,el contenido de los péptídosderivadosde la POMC es prácticamente
nulo. Por otro lado, la densidadpara la proencefalinaes alta en la mayoríade los
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núcleosdel bulbo raquídeo,estandolos receptoresdelta ausentes(Mansoury cois.

1988).

Los estudiosde Lamotte y cols. (1976) identificaron que, a nivel neuronale
independientementede su localización anatómica,estoslugaresde unión pueden

situarsepre o postsinápticamente.

La distribucióncuantitativade los trestipos principalesde receptoresopioides
descritos, mu, delta y kappa, varía en cada estructura e, incluso, es posible
encontrarmodificacionesentreespecies(Lewis y cols. 1984; Sharify Hughes1989).

De estemodo,mientrasen humanosla proporción relativade los tres subtiposes
similar, en rata los receptoreskapparepresentantan sólo el 9% de la población

total, frente al 41% y 50% para los receptoresmu y delta respectivamente
(Mansoury cols. 1988).

Los receptoresmu presentanuna ubicación muy difusa y se distribuyen en
numerososnúcleosa lo largo de todo el neuroeje,incluyendola corteza,el núcleo
estriado, el hipocampo, la sustancianigra, el locus coeruleusy el NTS. Por el
contrario, la localizaciónde los receptoresdelta esmásprecisa,predominandoen

las estructurasdel cerebromedio (núcleoestriadoy amígdala),mientrasque no
se detectan en hipotálamo, y en el bulbo raquídeo sólo se encuentran
concentracionesapreciablesen el NTS.

Por lo querespectaa los receptoreskappa,el conocimientode su distribución

anatómicaes más reciente y presentanuna localización preferenteen el área
preóptica,la eminenciamediadel hipotálamo,la amígdalay NTS, observándose
tambiénunadensidadelevadaen hipocampo,mientrassu concentraciónen corteza

y bulbo raquídeoes muy baja (Mansoury cols. 1988).

En cuanto a las funciones propuestasatendiendoa la distribución de cada
subtipo de receptor, los tres tipos principales, mu, delta y kappa, han sido
implicados en la modulación de la sensaciónnociceptiva. La mediación de la
analgesiasupraespinalatribuidaclásicamentea la ocupaciónde los receptoresmu,
ha sido asignadarecientementeal subtipo mu1 (Pasternak1988), así como a los

receptoresdelta (Porrecay cols. 1987),mientrasque, a nivel espinal, los tres tipos
de receptoresparecenparticiparen la misma proporción.
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La localizaciónde los receptoresmu, delta y kappaen el NTS pareceestar
relacionadacon el control de las funcionesautónomasy, másconcretamente,con

el control reflejo del sistemacardiovascular.

Porotro lado, el patrónde distribución/densidadde los receptoresmu opioides

en el tálamo y en el tronco cerebral ha sido correlacionadacon las acciones
depresorasde los opioides sobre la respiracióny con susefectossedativos(Atweh
y Kuhar 1983).

El aumentode la actividad locomotorapareceser relativo a la localizaciónde
los receptoresmu en las zonasA9 y Alo, dondemodulanla liberaciónestriatalde
DA (Chesselety cols. 1982). Paralelamente,la ocupaciónde los receptoreskappa
en las mismasregionesa nivel estriatal induce sedación,hecho consistentecon el
elevadocontenidodel receptorkappaen estaszonas.

Por lo que se refiere a los conocidosefectosde los opioides sobrela secreción
hormonalen SNC,la distribución anatómicade los receptoreskappaen la hipófisis
posteriorse asociaal papel inhibitorio ejercidopor los opioidessobre la liberación

de vasopresina,así como a la acción diurética intrínsecade los agonistaskappa
(Blackburn y cols. 1986). La elevadadensidadde receptoresmu y kappa por un
lado y delta por otro se correspondecon el papelexcitatorio de los mismossobre
la liberación de ACI’H y prolactinarepectivamente.

Otras funciones,como el control de la ingesta,del tránsito gastrointestinaly
del balancehidrosalino,presentanun componenteopioidoérgicoen su regulación
(Holaday1985), sin quehastala fechaseadscribaselectivamentea un determinado
subtipo de receptor.

6.3. Biogénesis,liberacióne inactivaciónde los péptidosopioides

Como se hacía referenciaal considerarla existenciade las tres familias de
péptidosopioides, los opioldes biológicamenteactivos se originan a partir de un

precursorpolipeptídico de mayor tamaño.Una vez sintetizadoel mismo a nivel
ribosomal, la molécula, conjuntamentecon los enzimas responsablesde su
procesamiento,esalmacenadaen microvesículasquemigrana travésdel axón hacia
el terminal nervioso. Allí son finalmente procesadaspor endo o exopeptidasas,

siendoliberadoel péptidoen un procesocalcio-dependiente,como productofinal
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de estabiosíntesisdurantela fase de despolarizaciónde la membrananeurona].

El procesode inactivaciónde los opioides,como el de todos los péptidosen
general, difiere del que presentanlos neurotransmisoresclásicos, puesto que,
mientras para éstos la recaptaciónpor el terminal nervioso es un mecanismo
eficiente, en el casode los péptidos,una vez que se liberan y actúan sobre el

receptor,su vía primordial de inactivaciónconsisteen la degradaciónenzimática
por peptidasas.

Las enzimasque se han identificado como responsablesdel metabolismode
las encefalinasson tres. Una dipeptidilaminopeptidasaque hidroliza el enlaceOIP-
0W; unaaminopeptidasa3.14.11,denominada“aminoencefalinasaa”, queejercesu
acción sobre el extremo aminoterininal Tir’-Gli2 y una endopeptidasa24.11,
conocida comunmentecomo encefalinasa,que rompe el enlace Gli3-Fen4 de las

encefalinas(Hersh 1986).

El metabolismode los opioides de mayor tamaño,tipo beta-endorfina,ha de
ser necesariamentemucho más complejo, y, aún cuandono está perfectamente
identificado,en homogenadoscrudosde la hipófisis anteriorse ha podido observar

la presenciade gamma-endorfinageneradaa partir de la beta-endorfinapor
hidrólisis del enlace Leu-Fen (Graf y Kenessey1981).

&4. Mecanismode acción

Las accionesestercoespecíficasinducidas por los péptidos opioides en la

mayoríade las regionescerebralesson dos: depresióndel “firing neurona]”a nivel
postsináptico (Schoffelmeer y cols. 1988) y reducción de la liberación de

neurotransmisorespor inhibición presinápticade neuronasexcitatorias(Chesselet
1984).

Aunque no es concluyente la información que se posee acerca de los

mecanismosefectoresque se sucedena nivel celular tras la activación de los
receptores,pareceprevalecerel hechode quelos efectosfinales tienenlugar como
consecuenciade la activación de segundosmensajeros,ya seapor alteracióndel

metabolismode los nucleótidoscíclicos, incluyendoinhibición de la adenilatociclasa
e incrementode los niveles de GMPc (Childers 1988), y/o por cambios en la

conductanciaíónica. Este último es el sistemautilizado mayoritariamentepor las
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poblacionesneuronalesopioidoérgicasa nivel central (Duggany North 1983).

Los procesosligados a canalespuedenestar relacionados,bien con una
disminucióndel flujo de Ca2~a travésde los canalesvoltaje-dependientesnecesarios
parael acoplamientoestimulo-secrecióndel neurotransmisor,o bien a un aumento
de la conductanciaal K~, originandola consiguientehiperpolarizacióncelular una
disminución de la excitabilidadde la membrananeuronal (Chavkin 1988).

La interacciónentreel receptor opioide y los segundosmensajerosdescritos
requiere, en todos los casos, la existenciade proteínasG (“nucleotide-binding
regulatoiyproteins),queconstituyenel sistemade transducciónde la señala través

de la membrana(Wollemann 1990). En este sentido, los distintos subtipos de
receptoresopioides difieren en cuanto a la naturalezade la proteinaG a la cual
están conectados.Así, el receptor delta exhibe una intensa inhibición de la
adenilatociclasa a través de proteínasG,y/o G

0 por estimulaciónde la GTPasa
(Kosky y Klee 1981), o bien, según ha sido descrito recientemente,a través de
proteínasG1 (Cheny cols 1988), mientrasque la acciónde los ligandos mu sobre

el sistemaadenilatociclasaes menosefectivay los ligandos kappano lo activanen
ausenciade Na~ (Macky cols. 1985).

En relaciónal canal iónico asociadoa cada subtipo de receptortambién se

encuentrauna profundadiferenciación:mientrasla disminución del flujo de Ca
2~

pareceser el sistemaactivadopor los receptoreskappa,los receptoresmu, y delta
estañanacopladosal canal de K (North y cols. 1987).

7. ACTIVACION DEL SISTEMA OPLOIDE DURANTE EL ESTRES

En 1977, Guillemin y cols. describieron por primera vez que el estrés
producido por una fractura tibial provocabaun incrementoconcomitantede los
niveles plasmáticosde ACTH, CRF y beta-endorfinaen rata. De modo análogo,

se produceuna clara asociaciónentreel estrésy la liberaciónde péptidosopioides
durantela activacióndel eje simpático-adrenalen estassituaciones,donde se ha
observadouna liberación paralela de péptidos tipo encefalinasy AD desde la
médula adrenal(Viveros y cols. 1979; Livett y cols. 1981), y de encefalinasy NA
en las terminales simpáticas(Wilson y cols. 1980). Desde entonces,numerosos
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autoreshanconfirmadoel efectoestimulantede múltiplesagentesestresantessobre
la secreciónde péptidosopioidesen diversasespecies.

La mayoría de las células que contienenopioides endógenosno son activas
tónicamente,como demuestrael hechode que los antagonistasopioides carecen
de efecto cuando se administran en animales en condiciones normales. Sin
embargo, cuando la homeostasisdel organismo es distorsionadamediante la
aplicaciónde un estímuloestresante,se produceunaactivacióndel sistemaopioide
queorigina efectosmuy diversos,incluyendoun amplio espectrode modificaciones
en las funcionesneuroendocrinas,en la actividadcerebral,en la sensacióndolorosa,
en la temperatura,en el sistema cardiovascular,así como en otras reacciones
autónomasy comportamentales(Holaday 1985).

En este sentido,la gran riquezade péptidos opioidesy el elevadocontenido
de sus receptoresen el principal núcleo central para la regulaciónautónoma,el
NTS, sugierenun papel importantepara estos neuropéptidosen lo que respecta

a la regulación de la respuestadel organismoa las demandasfisiológicas y
ambientales,incluyendoéstastanto el estrésfísico como el psicológico.

7.1. Estrésagudo

Desdeque en 1976 Akil y cols. pusieronde manifiestopor primera vez el
fenómenode la analgesiainducidapor estrés,los datosrelativos a la participación
del sistemaopioide en las formas de estrésagudo son abundantes.Estos autores
demostraronque la aplicación del modelo de shock inescapableen las patas
producíaen rata una elevación del umbral doloroso,efecto este que podíaser

bloqueadoparcialmentepor administracióndel antagonistaopiaceonaloxona.

En la misma linea, se ha observadouna disminución de receptoresopioides
en cerebrode rata tras la aplicaciónde diversasformas de estrés,tanto físico -

estréspor frío- (Hnatowich y cols. 1986) o psicológico -estréspor aislamiento-
(Petkovy cols. 1985). Resultadosrecientesmuestranque ratas sometidasa shock
inescapable,presentanunadisminuciónde los receptoresmu (Stuckeyy cols. 1989).

Esta disminución podría ser consecuencia,bien de la presencia de ligandos
endógenosduranteestassituacionescompitiendopor los sitios de unión, o bien a
una inducción de subsensibilidadde los receptorespor exposiciónde los mismos
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a niveles persistentementeelevados de los opioides endógenos(Adams y cols.

1987).

7.1.1. Activación del sistemade la proapiomelanocortinaduranteel estrésaguda

Se ha descritoque los niveles de los péptidosderivadosde la POMC también
están modificados durante el estrésagudo. Los niveles plasmáticos de beta-
endorfinaaparecenelevadosen animalessometidosa shockinescapable(Rossier
y cols. 1980; Hulsey Coleman1984), inmovilización (Kanty cols. 1986),aislamiento

(Kalin y cols. 1985). En el caso de humanosse ha observadoasimismo un
incrementode los niveles circulantes de beta-endórfina,en mujeresduranteel
parto (Furuhashiy cols. 1984), en el transcursodel ejercicio físico intenso(Fraioli
y cols. 1982; Metzgery Stein, 1984), y de la hipoglucemiainsulínica (Wiedemann

y cols. 1979; Nakaoy cols. 1979).

La procedenciade la beta-endorfinasegregadaal torrentecirculatoriodurante

el estréspareceser la hipófisis, ya quela hipofisectomiabloquca,en algunoscasos,
dicha respuesta(Guillemin y cols. 1977). Por otra parte, se ha descrito una
reduccióndel contenidohipotálamicode beta-endorfinatras la aplicaciónde estrés
por frío (Vaswaniy cols. 1988), por shocken las patas(Hulse y Coleman,1984)
o tras el estréspor nataciónen rata (Lim y Funder1983).

En cuanto a la participaciónde cadalóbulo hipofisario en la secreciónde
beta-endorfinaduranteel estrésagudo,existenevidenciasde que el estrésfísico
estimulafundamentalmentelas célulascorticotropasde la adenohipófisis,mientras

que el estrésemocionalestimularíatanto la actividaddel lóbulo anteriorcomo la

de] lóbulo intermedio, ya que provoca un aumentode la secreciónde ACTH y
alfa-MSH (Smelik y cols. 1983).

La significación fisiológica del incrementode los niveles plasmáticosde beta-

endorfinaduranteel estrésagudono estábien definida, si bien se ha apuntadoa
su posible papel como modulador de la analgesia inducida por aquél. Dicha
analgesia,parececorrelacionarsecon un aumentode la actividad opioide cerebral

(Maddeny cols. 1977; Akil y cols. 1978) y, en concreto, con la secreciónde beta-
endorfinahipotalámicaque, en algunosmodelosde estrés,se manifiesta por una
disminucióndel contenidodel péptidoen dicho núcleocerebral(Akii y cols. 1984).
Este hecho,podría atribuirsea un incrementode su liberación. En cambio, otros
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autoresno handetectadoningunaalteraciónenel contenidohipotalámicode beta-

endorfina tras estrés por natación (Lim y Funder, 1983) o en liquido
cefalorraquideode monos sometidosa aislamiento(Kalin y cols. 1985).

De modosimultáneo,Harbuzy Lightman (1989) han observadoun aumento
de los niveles de ARNm paraCRF en el núcleoparaventriculardel hipotálamoy
de POMCen el lóbulo anteriorde la hipófisis, en respuestaal estrésproducidopor
inyección intraperitoneal de salino hipertónico, y al estrés por natación o
inmovilización. Sin embargo,el estréspor frío no modificael contenidode ambos
ARNm. Estos resu]tadossugieren que diferentesvías y neuronashipotalániicas
puedenestar implicadas en la mediaciónde la respuestaneuroendocrinaa las
distintas formas de estrésfísico o psicológico.

7.1.1 Activación del sistemade la proencefailinaduranteel estresagudo

El origen de las encefalinasliberadasa la circulación duranteel estrés,se
localiza en las células cromafines de la médula adrenal donde se encuentran

coalmacenadasen forma de pentapéptidoso de productosintermediosde mayor
tamañoderivadosdel procesamientode la proencefalinaA con AD. Si bien se ha
observadoun aumentode la inmunorreactividaden plasmaa met-encefalina tras
la aplicaciónde diversasformas de estrésagudoen animalesde experimentacion
(Van Loon y cols. 1987), así como una disminucióndel contenidode met y leu-
encefalinaen la glándula adrenalde ratassometidasa estréspor frío (Vaswaniy
cois. 1988), los datosno son del todo concluyentes.

La contribución de las encefalinasadrenalesal “pool” de opioides de la
circulaciónperiféricapareceser mínima (Owensy cols. 1987). Asimismo, los datos
obtenidosno son extrapolablesa humanos,en los cuales las concentraciones
plasmáticasdemet-encefalinano sonafectadaspor la hipoglucemiainsulínica(Reid
y Yen 1981) y dondese ha observadoque pacientesadrenelectomizadospresentan
niveles normalesde met-encefalina.Estosresultados,pues, cuestionanla hipótesis
de que la médulaadrenalconstituyaen el hombrela fuentepredominantede este
péptido (Grossman1988).

Respectoa la función de la met-encefalinaliberadapor la glandulaadrenal
en estasformas de estrés,los datosavalan, de nuevo, su posible participaciónen

la analgesia(Lewis y cols.1982).
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Estudiosrealizadospor Lightman y ScottYoungIII (1987) revelanque, a nivel
central, la activación de las neuronasencefalinérgicaslocalizadasen las células
parvocelularesdel núcleo paraventriculardel hipotálamo,median la respuestaal
estrés agudo inducido por inyección de salino hipertónico o por inducción del
síndromede abstinenciaa morfina en ratas.De hecho,en amboscasos,se obtiene

un incrementoparalelo de ARNm para proencefalinay CRF. Los niveles del

ARNm para proencefalinaA sólo se encuentranelevadosen respuestaa la
inyección hipertónicade salino, consideradacomo una forma de estrésfísico, no

resultandoafectadoslos nivelesdeestemensajeroen animalessometidosa modelos
de estrésdonde se observaun componentepsicológico (natación,inmovilización
o estréspor frío) (Harbuz y Lightman 1989).

Otrosautores,por el contrario, no han observadovariacionesen el contenido
central de met- y leu-encefalinatras la aplicación de estréspor frío (Vaswani y
cols. 1988), ni por shock eléctricoen las patas(Frattay cols. 1977).

La regulación de la liberación de ACTH y CRES así como de una gran
variedadde hormonashipofisariasson los probablessustratosparala actuaciónde
las encefalinasa nivel central durantela compleja respuestaneuroendocrinaal
estrés(Buckinghamy Cooper1984). Otras alteraciones,como la modificaciónde
la ingestay la activación del sistemainmune, fenómenosque son subsecuentesa

algunasformas de estrés,tambiénhan sido asociadasal aumentode la actividad
opioidoérgicaen SNC (Owensy Smith, 1987).

7.1.3. Activación del sistemade la prodinorfinaduranteel estrésagudo

Aunque al igual que para los péptidos derivados de la POMC y de la

proencefalina,la presenciade neuronasy receptoresparadinorfina,es notableen
diversasáreasimplicadas clásicamenteen la respuestadel organismoal estrés
(hipotálamo,hipófisis y médulaadrenal)son muy escasoslos datosconcretosque

han sido referidosen la literaturasobre variacionesen los nivelesde dinorfina en
respuesta al estrés agudo. El contenido de dinorfina determinado por
radioinmunoensayoen diversasáreascerebralesde ratasexpuestasaestréspor frío,
revelaunadisminuciónapreciablede la mismaen hipotálamo,no viéndoseafectado

el contenidode dinorfina a nivel hipofisario (Vaswani y cols. 1988). Por el
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contrario, dichosniveles sí estándisminuidosen el lóbulo anterior de la hipófisis,

permaneciendoconstantesen el lóbulo posteriory en el hipotálamotras someter
a ratasa shockinescapableen las patas(Millan y cols. 1981).

Otros autores (Morley y cols. 1982), sin embargo, han hallado que la
exposición aguda a la inmovilización y al estrés por frío, no modifica la
inmunorreactividada dinorfina en hipotálamoy cortezacerebral,contrariamente
a los datos descritos por Vaswani y cols. (1988), probablementedebido a las
distintascondicionesempleadasen la aplicacióndel modelo de estrés.

7.2. Estréscrónica

Los efectos del estréscrónico sobre la secreción de opioides son menos
conocidosquelos producidospor el estrésagudo.Algunos autoreshan observado
quela aplicacióncrónicaintermitentede shockseléctricosen laspatasprovocauna
granelevaciónde las formas acetiladasy no acetiladasde beta-endorfinaen plasma
(Akil y cols. 1984). Sin embargo,Vaswani y Tejwani (1986) no han hallado
variacionesen la beta-endorfinaplasmáticatrasvariosdíasdeestrésprovocadopor

ayuno.

A nivel central, los datos más relevantesapuntan a una elevación del
contenidohipofísario del ARNm para POMC tras la exposicióna diversasformas
de estréscrónico (Shiomi y cols. 1986). Aún así,existendatosque demuestranque

el estréscrónico no modifica ni la síntesis,ni el procesamientode la POMC en el
lóbulo anteriorde la hipófisis, mientrasquesilo hace selectivamenteen el lóbulo
intermedio, fenómenocontrario al que se desarrolla durante el estrés agudo

(Shiomi y Akil 1982).

En relacióna otrasáreascerebrales,Chancey cols. (1977)observaronquela
aplicaciónde shockseléctricosduranteocho díasprovocabaanalgesiaasociadaal
aumentode algunopioide endógenoa nivel central.Sinembargo,otros autoreshan
observadoproducciónde toleranciaal efectoanalgésicodelestréstrasla aplicación
crónica de éste duranteperíodosmás prolongados(Alá] y cols. 1984). En ratas
sometidasa deprivaciónde alimentospor espaciode varios días, se han hallado

incrementosimportantesde los nivelesde beta-endorfinaen cuerpo estriado,sin
modificación del contenidohipotalámico de dicho péptido (Vaswani y Tejwani

1986).
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Por otro lado, seha detectadounadisminuciónen las concentracionesde leu-
encefalinaen hipotálamode rata debido a la aplicación prolongadade shocks

eléctricosen las patas(Rossiery cols. 1978).

El grado de discrepanciaentre los resultados de los diversos autores
probablementeesté relacionadocon el hecho de que no podemosconsiderarel
estrés como un fenomeno concreto que provoca una reacción única en el
organismo,sino que muchasde las respuestasobservadasestáncondicionadaspor
la duración,la intensidady el tipo de estrés,físico frente a psicológico(Termany
cols 1984). El papel de un subtipo particularde receptor tampocoestádefinido,
aunquelos receptoresmu probablementejueganun papel crítico en muchosde
estosparadigmas(Akil y cols. 1984).

& CONTROL CENTRAL DE LA PRESIONARTERIAL

La presiónarterial representael productoneto de las resistenciasvasculares
y el gastocardiacoy es la resultantede una complejaintegraciónde sistemasde
regulación homeostática -mecánicos, químicos y nerviosos-, donde ningún
componenteindividual puededefinirse comoel máscrítico, al versemodificadasu
participaciónrelativasegúnlas condicionesdel medio externoo interno.

Así, si con carácter muy general la resistenciaperiférica local es el factor
principal en la regulaciónde la presiónarterial en estadonormal, otros factores,
como el control renal, el hormonal,el químico o el central,abandonansu función
máso menossilente adquiriendoprotagonismoen aquellassituacionesdondela
homeostasisse encuentraalterada.

En esteconjunto,el SNC representael punto de integraciónde los sistemas

mencionadosanteriormente,ya que la totalidad del control de aquéllosse sitúaa
estenivel. De hecho,el SNC regulael tono simpáticode las neuronasqueinervan
los vasossanguíneos,y actúaintegrandolos mecanismosreflejos y controlandola
liberación de hormonasvasoactivas,ademásde acoplar el sistemacardiovascular
a los cambioscomportamentales(Ferrario y cols. 1985). Es más, la liberaciónde
catecolaminasdesde la médula adrenal a la circulación para regular el tono
vasomotor,así como la influencia vasoconstrictorade los vasosarteriolaresde
resistenciaperiférica, se efectúavía simpáticaa travésdel SNC.
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En definitiva, la regulación central de la presión arterial es un proceso
complejo,por el cual el SNCrecibeinformacióndesdediferentespuntos,enviando,

a su vez, mensajesparael control apropiadode los órganosefectores,a través de
unacomplejared de circuitosnerviososquesedistribuyenampliamentepor cerebro
y médula espinal. Esta complejidad permite la actuaciónsimultáneade varios
sistemasde control, con una respuestano siempre unitaria, sino que, a menudo,
se puedenobservarefectoscontrapuestosen orden a establecerel equilibrio en
un áreaconcreta(Reis 1981).

8.1. Basesneuroanatóniicasy neurofisiológicasen la regulacióncentralde la presión
arterial

El papel del sistemanervioso en la regulacióndel sistemacardiovascularha
sido objeto de un amplio estudio por su doble interés científico y clínico,
habiéndoseavanzadonotablementeen lo que se refiere al conocimientode los
reflejos cardiovascularesy a la elaboración de los patrones de respuesta

cardiovascularfrente a las modificacionescomportamentales,como se detallará
posteriormente.

Los dispositivos activadores de este complejo sistema son los reflejos
cardiovasculares, consecuencia de la activación de barorreceptores,
quimiorreceptoresy receptorespulmonaresde tipo mixto en la periferia, mientras
que diversos núcleos pontinos, bulbares e hipotalámicos, ampliamente

interrelacionadosentresí, asícomoestructurasmásrostrales,van a ser el sustrato
neuronal integrador, constituyendo, finalmente, las neuronas eferentes
preganglionaresdel sistemaautónomolas vías responsablesde la respuesta.

Las neuronaspreganglionareseferentesque intervienenen los arcosreflejos
cardiovascularesse localizanen la médulaespinaly enel bulbo raquídeo.El origen
de las fibras preganglionaressimpáticasse sitúa enel núcleo intermediolateral de
la médula espinal. Dichas fibras inervan tanto el corazóncomo el músculo liso
vascular.Los axonescardioinhibitoriosvagalespartende, al menos,dos núcleos
bulbares,el núcleo motor dorsaldel vago y el núcleo ambiguo.

Los sistemascentralesimplicadosen el control tónico y reflejo de la presión
arterial estánlocalizadosprincipalmenteen la zona inferior del tronco cerebral,
donde convergeny efectúansu primera sinapsis los nervios aferentesdel seno
carotideo y depresoraórtico que conducenla información relacionadacon la
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presiónarterial (barorreceptores)y con el contenidode gases(quimiorreceptores)
de la sangrearterial. Por su parte, los sistemasresponsablesde la integraciónde
los cambiosde presión arterialasociadosa modificacionesen el comportamiento,

se sitúan en regiones cerebralesmás rostrales, en concreto en regiones del
prosencéfalobasal y del sistemalímbico. Estos centrosactúan concertadamente,
ajustandola circulación a las demandascomportamentales.

Por lo que se refiere a las proyecciones de barorreceptoresy
quimiorreceptoresque, haciendoestaciónen la zonacaudaldel NTS, se dirigen a
otrasestructurascerebrales,las técnicasautorradiográficashanpermitidoestablecer

hastala fecha cinco zonasterminales:la región ventrolateraldel bulbo raquídeo,
el núcleoparabraquial,el núcleoparaventriculardel hipotálamo,el núcleo central
de la amígdalay el propio núcleo intermedio lateral de la médulaespinal, todos
ellos a su vez interconectadosentre sí (Ciriello y cols. 1981). El NTS constituye,
por tanto, el sustratoanatómico donde se localiza la primera sinapsis del arco
barorreflejo.

El control tónico vasomotor correspondea diversos grupos celulares,
localizados en la zona ventrolateral del bulbo raquídeo.El área presora está
constituidapor un grupo de neuronas,entre las queseencuentranlas denominadas
Cl, situadasen la región rostral ventrolateral(RVLB). De hecho,la interrupción

de la transmisiónneuronala estenivel, mediantelesionesquímicaso electrolíticas,
reducela presiónarterial hastaniveles próximos a los obtenidospor transección
espinal(Granatay cols. 1985; Dampneyy Moon 1980). Los axoneslocalizadosen

la RVLB contactancon la superficie medular en el núcleo intermedio lateral,

proporcionandola fuente de excitaciónde las neuronaspreganglionaressimpáticas
en la médula espinal, existiendo una cierta controversia sobre si los axones
procedende las neuronasdel grupo Cl (Bachelardy cols. 1990) o de otras
neuronasde neurotransmisorno identificado,que,localizadastambiénen la RVLB,
se sitúanmuy próximasa aquéllas(Granata1990).

El área Cl de la RVLB se encuentra,además,densamenteinervada por

proyeccionesneuronalesprocedentesde diversasregionesdel NTS (Rossy cols.
1985). Las áreasqueseproyectana la Cl correspondena las zonasconcretasdel

NTS donde terminanlas aferenciasde quimio y barorreceptores.El hechode que
las lesiones efectuadasen estas zonas bloqueencompletamentelas respuestas

vasodepresorasreflejas inducidaspor estimulacióndel seno carotídeo(Benarroch
y cols. 1986), indica que las vías que tienensu origen en el NTS y acabanen la
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zona Cl, son críticas en la mediaciónde la respuestabarorrefleja,ejerciendosu
accióna travésde un control tóníco de caracterinhibitorio.

En paralelo a esta vía depresora,e inhibiendo igualmente la actividad

simpática como resultadofinal, se ha descrito un segundo sistema depresor,
independientedel reflejo barorreceptor,en la regiónventrolateralcaudaldelbulbo
raquídeo (CVLB) (Willette y cols. 1984), allí donde se sitúan diversos grupos
neuronales,entreellos el denominadoAl. Lasaccionesde las neuronaslocalizadas
en esteáreasobre la circulación son completamenteopuestasa las ocasionadas
por activaciónde la RVLB. De estemodo, la estimulaciónquímicao eléctricaen
estazonaproduceunadisminucióndrásticade la presiónarterial (Imaizumi y cols.

1985; Blessingy Reis 1983).

Resultadosobtenidospor Willette y cols. (1984) demuestranque las acciones
depresorasinducidasdesdela CVLB dependende la integridaddel áreaCl en la
RVLB. De hecho, las lesionesbilateralesen el áreaCl inhiben la caída de la

presión arterial inducida en rata por estimulación del área Al. El sustrato
fisiológico responsablede esteefectodepresorparececorrespondersecon una vía
que se proyectadesdeAl a Cl. (Ross y cols. 1985) y que produciría, en último
término, una disminución de la actividad de las neuronasdel núcleo intermedio
lateralen la médulaespinaly, consecuentemente,del tono vasomotorsimpático.

Con un carácter fundamentalmenteantagónico al del NTS, el hipotálamo
contienelas víasde control de presiónarterialde carácterpresor.Dada la posición

que ocupaestaestructuracerebraly la amplitud de sus conexiones,es másque
probablequeoperede unamaneraintegrativamásquede un modo reflejo. Puesto
que el hipotálamoregulao, al menos,ejercesu influencia sobredistintos patrones
comportamentales,parecerazonable asumir que dicha región intervengaen la

regulaciónde las modificacionescardiovascularesque acompañana las reacciones
comportamentales.

De las dos vías localizadasa nivel hipotalámicocon participaciónen el control
cardiovascular,la primerade ellascircunscribesu acciónal hipotálamolateraly se
origina en áreasrostrales,posiblementeen la cortezay en el sistemalímbico. La
segunda de ellas se localiza en el hipotálamo posterior y envía conexiones
polisinápticasa bulbo raquídeo,núcleo ambiguo, núcleo lateral reticular y NTS
(Calaresuy Thomas1975). Además,el hipotálamoposteriorposseeproyecciones

recíprocascon la zonaCl bulbar y proyeccionesmonosinápticasquese dirigen al
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núcleodorsalmotor del vago y al núcleo intermedio lateral de la médulaespinal

(Sapery cols. 1976), hecho que señalauna posible acción hipotalámicadirecta
sobre las eferentespreganglionaressimpáticas.El papel del hipotálamoposterior
se adscribea su carácterpresor,mientras,por su parte, la estimulacióndel área
anterior hipotalámicaproduceuna disminución de la presión arterial del mismo

ordenque la respuestaevocadapor estimulaciónde los barorreceptores(Hilton y
Spyer 1971).

Otrasmuchasáreascerebralesinterconectadascon las dos zonasdescritasen
detalle,bulbo raquídeoe hipotálamo,ejercentambiénun papel importanteen el

complejo mecanismoque constituye el control cardiovascular.Entre las mismas
merecendestacarseel núcleo ambiguo,el locus coeruleusy el núcleocentral de la
amígdala.

&2. Bases neuroquimicasy neurofarmacológicasen la regulación central de la
presiónarterial

Desdeel punto de vista de la neurotransmisión,son numerosaslas moléculas,
incluyendoneurotransmisoresclásicosy neuropéptidos,que se han descrito sirven

de sustratopara la transmisióndel mensajenerviosoen cadauna de las regiones
anteriormenteenumeradasy median,consecuentemente,los distintosefectossobre
la presión arterial.

8.2.1. Sistemascatecolaminérgicosen la regulacióncentral de la presiónarteria]

La mayoría de las regiones que participanen la regulaciónde la presión

arterial se encuentranprofusamenteinervadaspor neuronascatecolaininérgicas.
Aunque es aún prematurodelimitar el papel de la AD, NA y DA en el control
central de la presión arterial, las evidencias indican que las neuronas
catecolaminérgicasjueganun papel activo tanto en los estadosde normotensión
como en la hipertension.
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&2.1.1. Biosíntesis,liberacióne inactivaciónde catecolaminasen el sistemanerviosa
central

Biosíntesis

La síntesis de catecolaminas(NA, AD, y DA) se produce en el terminal

nervioso,y se inicia a partir de la captaciónneuronaldel precursoraminoacídico
tirosina, presenteen la circulación. Tras este pasoinicial, las vías para la síntesis
de los tres neurotransmisoressiguenunaruta común,compuestapor unasecuencia
de reaccioneso cascadaenzimática(Fig.2).

Las enzimasquecatalizanlos distintos pasosen la secuenciasontransportadas
desdeel soma neuronal,donde son sintetizadas,a las terminales axónicas.La
tirosina sufre, de este modo, una serie de transformacionesbioquímicas para
producir, en último término, NA, AD o DA, dependiendode la biodisponibilidad
de la feniletanolamina-N-metiltransferasa(PNMT) y de la dopamina beta-

hidroxilasa,enzimasresponsablesde la transformaciónde NA en AD y de DA en
NA respectivamente.

La tirosina hidroxilasa (TH) es la enzima inicial en la ruta biosintéticay
catalizala conversiónde tirosina en L-DOPA, constituyendo,además,la enzima
limitante de la velocidaddel proceso,de modo que se empleacon frecuencia,no
sólo comomarcadorde la síntesisde DA, sino comomarcadorde la síntesisde las
tres aminasen general (Plotsky y cols. 1989).

La regulaciónde la síntesisde catecolaminases dependiente,por tanto, del
grado de actividad de TI-l. A corto plazo, minutos o segundos,el procesode
regulaciónno se asociaa una alteraciónde la síntesisdel enzima,paralo cual se
requierenperiodosmásprolongados,sinoa una modificaciónde la actividadde las

moléculasde] enzimaya existentes.En esteprocesolos nivelesde los metabolitos
y de las catecolaminas, como productos finales, actúan como inhibidores
competitivos del cofactor pteridina en el sitio activo de la TH, o bien actúan
oxidando a la propia pteridina, impidiendo la formacióndel enzimaactivo.

Unasegundamodalidadde regulaciónincluye la activaciónalostéricade la TH
mediante un proceso de fosforilación. Estos datos proporcionan soporte a la

anteriorespeculaciónde quelas propiascatecolaminaspuedanregularla actividad
de la TH como respuestaa las alteracionesen los niveles intraneuronalesde
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aquéllas,siendoestos mecanismos,por lo tanto, responsablesde que, cuandose

produceun aumentode la actividadde las neuronascatecolaminérgicas,los niveles
endógenosdel neurotransmisorsemantenganconstantes,a pesarde la pérdidadel
mismo que, se asume,ocurre duranteel aumentode la liberación.Dicha situación

homeostáticaesposiblepor el incrementode la actividaddel enzima,quepermite

mantener un “pool” constantedel neurotransmisor,aún cuando se verifiquen
cambiossustancialesen la utilización de las catecolaminas.

Lib~xadún

De todaslasmodalidadesde liberacióndescritaspara las distintaspoblaciones
catecolaminérgicas,el mecanismoque transcurrea nivel central es el menos
conocido,si bien es cierto que se producepor un procesodependientede Ca2t

Existen un buennúmerode evidenciasque demuestranqueson muy diversas
las sustancias,incluyendoneurotransmisoresy neuropéptidos,que puedenregular
la liberación de catecolaminas en SNC, independientementede que la
concentraciónlocal de las mismas en la sinapsis module su propia liberación

mediantesu interaccióncon los receptoresalfa
2 presinápticos(Langer 1981).

Por lo que se refiere al sistema opioide, se ha podido demostrarque la
activaciónde los receptoresde estesistemapeptidérgico,modulapresinápticamente,

en determinadasestructurascerebrales,la liberaciónde catecolaminas(Mulder y
cois. 1987; Schoffelmeery cols. 1988; Detlef Taubey cols. 1976).

Ina~dxa~a

La recaptaciónfacilitada por parte de las neuronas y células gliales

circundantesa la hendidurasináptica, mediante sistemasde transportede alta
afinidad,esel medioprincipal por el queresultaninactivadaslas aminasbiógenas
(Iversen 1978).

Estudiosrealizados‘in vivo” indican,sin embargo,que, aproximadamenteentre
un 40 y un 60% de las aminasson metabolizadasenzimáticamentepor la COMT
y la MAO (Fig.3), mientrasel resto es inactivadapor una simple recaptaciónen
diversostejidos,constituyendoun mecanismode inactivaciónno metabólico(Cooper
1986).
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Dos son las enzimasresponsablesde su metabolismo:

- La monoaminooxidasa(MAO), que convierte las catecolaminasen sus
correspondientesaldehídos.

- La catecol-O-metiltransferasa(COMT), responsablede la formación de los
metabolitosmetilados.

En relacióna la localizaciónde ambosenzimas,la MAO ha sido considerada
comoun enzimade localizaciónintraneuronalmitocondrial,aunquetambiénse ha
detectadoextraneuronalmente.Parala COMT, muchomásabundanteen SNC, no
se ha hallado aún una localización celular precisa,si bien actúapreferentemente
a nivel extraneuronal,estandounida a la membranacitoplasmática.

La participaciónde la COMT en el metabolismocentralde las catecolaminas
es máselevadaque la contribución efectuadapor la MAO, como se deducedel

hecho de que la proporción de metabolitos metilados en SNC es ligeramente
superiora la halladapara el resto de los mismos.

El 3-metoxi-4-hidroxi-feniletilenglicol(MHPG)constituyeel principalmetabolito

de NA y AD en SNC. El ácido 3-metoxi-4-hidroximandélico,tambiéndenominado
vainillil mandélico (VMA), que se emplea como índice de la actividad
catecolaminérgicaperiférica, es, sin embargo,prácticamenteinexistenteen SNC.
Existen, además,diferenciasmuy apreciablesen cuantoa la forma química en

que el MHPG cerebralse presentaen las diversas especies.Mientras en rata
apareceen su casi totalidad conjugadoen forma de sulfato, en ratóny primates

predominala forma libre, con escasaaportaciónde las formas sulfato (Elsworth
y cols. 1983; Karoumy cols. 1977).

La circunstanciade que NA y AD presentencomo metabolito común el
MHPG (Fig 3), dificulta enormementela evaluaciónde la actividadadrenérgicaen
SNC. No obstante,es sabidoque sólo una pequeñafracción del MHPG existente

deriva de la actividad de neuronasadrenérgicas,correspondiendoel resto al
metabolismode NA, hecho que está de acuerdo con su mayor concentración
cerebral(Kopin 1985).
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Los metabolitos primarios de DA detectadosen SNC son los ácidos
homovanílico(8VA) y dihidroxifenilacético(DOPAC). En primatesse utiliza una
acumulacióndelmetabolitomayoritario8VA, comoindice de la actividadfuncional
de las neuronasdopaminérgicasen SNC. En cerebrode ratase ha demostrado,sin
embargo, que el DOPAC refleja con mayor precisión la actividad de este

neurotransmisor,aunquesus concentracionesson sólo dos vecessuperioresa las
halladasparael 8VA (Kopin 1985).

8212 Conceptode velocidadde renovación

El término “tumover, o velocidad de renovación,define el ritmo al cual un
neurotrasmisoralmacenadoen el interior de un tejido es reemplazado.Por lo
tanto, la velocidadde renovaciónno se correspondenecesariamentecon el grado
de biosíntesis, sino que refleja la suma conjunta de los procesosde síntesis,
liberación y degradacióny, consecuentemente,describe el estadofuncional y la
actividad, en este caso, de las neuronascatecolaminérgicasen una población
determinada.Se consideraque esteparámetrobioquímicoestásintonizadocon el
grado de actividadbioeléctricaneuronal.

Parael método seleccionadoen el presentetrabajo, con el fin de evaluar la
velocidad de renovación, ésta se expresa como el cociente entre el nivel del
metabolitoy de la aminacorrespondienteen un momento determinado(Meek y
Neff 1973).

8.24.3.Sistemaadrenérgicoy control centralde la presiónarterial

Debidoa las cantidadesrelativamentepequeñasde AD halladasen el cerebro
en comparacióncon otras monoaminasy a las dificultadespara encontraruna

técnicaanalítica suficientementesensiblepara su detección,la adrenalinacerebral
ha sido, hastafechasmuy recientes,ignoradasistemáticamentea la hora de definir
su mediaciónen los diversos sistemasfisiológicos. De hecho,sólo el desarrollode
la cromatografíalíquida de alta resolución(HPLC) con deteccióneletroquimica,ha

permitido sistematizar las investigaciones, que han puesto de manifiesto la
contribucióndel sistemaadrenérgicoen el control de diversasfuncionesorgánicas.

Los cuerposcelularesquecontienenAD se restringena tresgruposlocalizados
en bulbo raquídeo,designadoscomo Cl, C2 y C3 ademásde un pequeñogrupo
de neuronasexistenteen hipotálamo(Hñkfelt y cols. 1973).
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Fig..4.- Vías de la noradrenalina (panel superior) y dopamina (panel central)
esquematizadasen un cortesagital.En el panel inferior serepresentanlas mismasvms en
un cortehorizontal.Tomadode Bradford (1986).
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El mayor y, posiblemente,el grupo más importantede neuronasadrenérgicas
que intervienenen el control central de la presiónarterialesel grupoCl, al que
se aludía anteriormente, localizado en la RVLB. Este pequeño sistema
microanatómico,identificado por la presenciadel enzima PNMT, proyecta sus
axonescaudalmenteparainervarel núcleointermediolateralde la médulaespinal,
y rostralmentepara inervar diversosnúcleoshipotalámicos(Fuller 1982).

A pesarde ello, no estádeterminadaaún la identidad del neurotransmisor
liberadoporlas proyeccionesdesdela RVLB a las neuronasespinales,proyecciones

queintervienenenel controlautónomo.Si bien clásicamenteseha consideradoque
la AD constituíael neurotransmisorde las mismas,las evidenciasfarmacológicas
no soportantal presunción,ya quela AD reduce,másqueincrementa,la descarga

de las fibras simpáticas(Guyenety Stornetta1982; Sangdeey Franz 1983). Sin
embargo, es posible que otros neuropéptidos que se ha descrito están
coalmacenadoscon la AD en estasfibras (Hñkfelt y cols. 1983; Lorenz y cois.
1985), proporcionenla fuente de excitación de las neuronaspreganglionares
simpáticas,en el núcleo intermedio lateral de la médula espinal (Reis y cols.

1987a).

Ejerciendouna función moduladorasobre la presión arterial, se sitúa, en el
NTS, a nivel rostral en la zona C2, un segundogrupo de neuronasadrenérgicas
que se proyectana los nucleossupraópticoy paraventriculardel hipotálamo,y al
locus coeruleus, donde podrían controlar la actividad de los cuerpos celulares
noradrenérgicosmedianteseñalesinhibitorias (Sawchenkoy Bohn 1988). Estas
neuronasparecenintervenirmodulandola expresiónfuncional de las áreaspresora
y depresoradelbulbo raquídeo,o integrandola respuestadel reflejo barorreceptor
(Kobilansky y cols. 1988). En estalínea se ha afirmado que una disminución del
tono vasodepresoradrenérgico en NTS puede considerarsecomo indicador
bioquímico de la reduccióndel funcionalismodel reflejo barorreceptor(Yukimura
y cols. 1981a). Otras evidencias apoyan esta hipótesis. En esta región, la

microinyecciónlocal de AD disminuyela presiónarterial (Struyker-Boudier1975),
siendobloqueadoel efectohipotensorpor el antagonistaadrenérgicofentolamina
(De Jongy Nijkamp 1976).

Sin embargo,el empleo de los inhibidoresde la PNMT constituye el único
medio farmacológico para afectar selectivamentelas neuronasadrenérgicassin
alterarlos sistemasnoradrenérgicoy dopaminérgico.Puesbien, confirmandola idea
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de que las neuronasadrenérgicasen el bulbo raquídeorepresentanun sistema
vasodepresor,la inyección intracistemal o intracerebroventricularde inhibidores

de la PNMT incrementala presiónarterial (Bolme y cols. 1979; Fuxe y cols. 1980).
Por otro lado, despuésde 14 semanasde producir unadenervaciónsenoaórticaen
rata (Chalmers y cols. 1979), la actividad de la PNMT está reducida en el
hipotálamoanteriory posterior.En sentidocontrario, los resultadosrecientesde
Chatelainy cols. (1990), describenel efecto antihipertensordel inhibidor de la
PNMT, COS 19281k

Por lo que respectaal hipotálamo,Routledgey Marsden1988) han descrito

la existenciade un tracto adrenérgico,procedentede la región Cl en la RVLB,
que intervieneen el control de la presiónarterial, y cuya estimulacióneléctricaa

nivel bulbar, incrementala liberaciónde AD hipotalámica.

En resumen,aunqueaún no se ha determinadocon precisiónsi las neuronas
adrenérgicascentralesson funcionalmentepresoraso depresorasen el control de

la presiónarterial,debidoéllo a la ausenciade fármacosque actúenselectivamente

interfiriendo la función adrenérgica,cada vez se consolidamás el hecho de la
posible intervenciónde la AD enel controly mantenimientode la presiónarterial.

8.2.1.4. Sistemanoradrenérgicoy control centralde la presiónarterial

La implicación del sistema noradrenérgicocentral en la regulación de la
presión arterial se encuentraavaladapor el sorprendenteparalelismo existente

entrela distribuciónde víasnoradrenérgicasy los centrosdel SNC, cuyo papelen
la regulaciónde la presiónarterial ha sido suficientementeconfirmado (Swanson

y Sawchenko1983). Comoconsecuenciade estosestudiosneuroanatómicos,además
de otrasevidenciasde tipo bioquímico,fisiológico y farmacológico,se hapostulado
que, en varios centros hipotálamicosy bulbares, las neuronasnoradrenérgicas
podríanestarimplicadasen el control de la presiónarterial.

Dahlstromy Fuxe (1964)describieronpor primeravez los gruposde neuronas
noradrenérgicascentralesy las numeraronde Al caudalmentea A? rostralmente.
A partir de estos gruposcelularesse originan las distintas vías que se proyectan

rostral o caudalmentea diversasregionescerebrales(Fig.4).
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Los tractosNA de mayor longitud son dos:

- Una vía mayor, que tiene su origen en las regionesA4 y A6 del locus

coeruleus.Este tracto proyectala mayor parte de sus fibras en dirección rostral,
originandoel haz noradrenérgicodorsalque proporcionaramasa la mayor parte
de las regionesencefálicas,algunasde ellasde probadatrascendenciaenel control

de la presión arterial, como son el hipotálamo y la amígdala, extendiéndose
caudalmentea otras estructuras,como el núcleo intermedio lateral de la médula
espinal(Nygren y Olson 1977).

- Unasegundavía seorigina enneuronasdistribuidasdifusamenteen la región
subcoeruleadel tronco encefálico.El grupo Al en la región caudalventrolateral
del bulbo raquídeo y el grupo A2 en el NIS, conjuntamentecon la menor
contribución relativa de los grupos AS y A7, conforman un sistema ascendente

denominadobandao haz noradrenérgicoventral (Ungerstedt1971).

Si bien clásicamenteseha consideradoqueeran las neuronasnoradrenérgicas
del grupo Al, situadoen la CLVB, las que se proyectabana la zona RVLB del
bulbo raquídeopara modular la actividad de las neuronasCl adrenérgicas(Ross
y cols. 1985), diversos autores han sugerido recientementeque la respuesta
vasodepresorainducida por estimulaciónde la RVLB no está mediadapor las
neuronasAl noradrenérgicas(Bonhamy Jeske1989; Wen-Li y Blessíng1990), y
se ha propuestoal L-glutamatocomoel neurotransmisorresponsable,en esteárea,
del mantenimientodel tono vasomotor(Blessing 1988).En cualquiercaso,la acción

de las neuronasAl sobre la circulación es completamenteopuestaa la que
desarrollanlas neuronasCl adrenérgicas.La estimulaciónquímica o eléctrica de
las neuronasAl provocauna disminucióndrásticade la presiónarterial (Blessing
y Reis 1983). En sentidocontrario, la lesión en el áreaAl, produceel desarrollo

inmediatode hipertensiónenratao conejo(Rossy cols. 1985). Todosestosefectos
son mediadosa través de una vía neuronalque desdeAl se proyectaa Cl, ya
que no se ha descritouna conexión directa de áqueUashacia la médula espinal
queseríaresponsablede la alteraciónen la actividaddel sistemanerviososimpático
(Reis 1987a).

La participaciónde las neuronasNA, por lo que se refiere al control del
reflejo barorreceptorse adscribeal grupo A2 en el NTS.
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Existeen la literaturaunaampliavariedadde efectossobre la presiónarterial
producidospor la administraciónde agentesadrenérgicosen el NTS. Las causas,
como siempre que se observa esta situación divergente, se asocian con las
diferentes especiesanimales empleadas,las distintas rutas de administracióny,
finalmente,conlascaracterísticasde cadaunade las aproximacionesfarmacológicas
utilizadas para el mismo fin. Ahora bien, quizá tal controversiasólo refleja la
imposibilidad, hastael momento,de visua]izar de forma global un sistema,en

principio muy complejo, en el que la existenciade numerosasinterconexiones
puede originar nuevos circuitos compensatorios,no sólo a nivel neuronal, sino

entre estesistemay el hormonal,de forma que el efectoprimario puedaquedar
enmascaradoen un grado muy variable.

Muestra de esta diversidad de efectos puede ser, en primer lugar, la
hipertensión(Vlahakosy cols. 1985) o hipotensión (De Jong y Nijkamp 1976;
Struyker-Boudier1975) descritastras la administraciónlocal de NA enel NTS, que,
en cualquier caso, es antagonizadapor los agentesbloqueantesdel receptor

adrenérgico,lo queseñalaquesu estimulaciónmediael efectofinal, cualquieraque
seael signo de éste.

Estudios recientes han demostrado,sin embargo, una disminución de la

liberación de NA en el NTS como consecuenciadel incrementode la presión
arterial inducido farmacológicamente,y quepermite,enúltimo término,el correcto
funcionamientode la respuestabarorretiejahipotensora(Kobilansky y cols. 1988).
La confirmacióndelcarácterhipotensorde la noradrenalinaenestenúcleoprocede

de los estudiosde Patel y Schmid (1987), que han observadoque la lesión en el
NTS induce el desarrollo de una hipertensiónde carácterneurogénico,que se
origina como consecuenciade la ausenciade la actividad inhibitoria ejercidapor
las neuronasNA a estenivel sobre la actividad tónica vasomotorabulboespinal.

Ahora bien, otros datos apuntan a que la inyección a este nivel de la
neurotoxina6-OH dopamina,que produceunadeplecióndel contenidode NA en
los terminalesnerviosos,no destruyeel reflejo barorreceptory causasolamenteun

estadotransitorio de hipertensión(Snydery cols. 1978).Estosresultados,junto con
la ausenciade efecto de la hipotensión inducida experimentalmentesobre la
liberación de NA (Kobilansky y cols. 1988), indican que la NA no parece ser
crucial para la funcionalidad del NTS, si bien juega un papel facilitador o
modulador.
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Una afirmación similar resulta tambiénválida para el hipotálamo. En este
núcleo se ha podido determinarque la estimulacióneléctrica del áreaposterior
produce una respuestapresora,que pareceser debida a la estimulaciónde la
liberaciónde NA y a la subsiguienteactivación de los receptoresalfa (Philippu y
cols. 1981). Sin embargo,cuando la estimulación se efectúa en el hipotálamo

anterior,se produceun efectohipotensor,hechocongruenteconla disminuciónde
la presiónarterialproducidapor administraciónde NA a estenivel.

A partir de estos estudios, se ha postulado que los mecanismos
noradrenérgicos en el hipotálamo anterior estarían relacionados con el
desencadenamientode unarespuestadepresora,quetiene comoobjeto amortiguar
las elevacionesfisiológicas de la presión arterial, mientrasque en el hipotálamo
posterior el aumentode la actividad noradrenérgicaes relativa a la respuesta

compensatoriaen estadoshipotensivos(Philippu y cols. 1979). Así pues,existe una
influencia recíprocaentre el arco barorreflejo y la actividad noradrenérgicadel
hipotálamo,posibilitandola hipótesis de que los mecanismosnoradrenérgicosen
estenúcleo puedenser importantesen la regulacióndel reflejo barorreceptor.

8.2.1.5. Sistemadopaniinérgicoy control centralde la presiónarterial

Con una función mucho menosdefinidapor el momentoy un controvertido
conjunto de evidenciasfarmacológicas,el sistemadopaminérgicoha sido también
consideradoentrelos posiblessistemasqueparticipanen los mecanismoscentrales
de control de la presiónarteria].

De las seis vías dopaminérgicas descritas en el SNC, designadas
consecutivamentede los grupos A7 a MS (Fig.4), solamente las neuronas
intrínsecas,localizadasen los diversosnúcleoshipotálamícos,parecenteneralguna
relevanciaen el control cardiovascular;entreellas, las neuronasde los gruposAh
y A12, localizadasrespectivamenteen el núcleo paraventriculary en el núcleo
tuberoinfundicular,quese proyectana eminenciamedia(Dahlstromy Fuxe 1964).
Además de las regiones Alí y A12, la pequeña población de terminales
dopaminérgicassituadasen el NIS, parecenser relativamenteimportantesen la
modulación del reflejo barorreceptor. En gatos anestesiados,la actividad

dopaminérgicaen estenúcleo se ve reducidade modo paraleloa la disminución
de la presión arterial provocadaexperimentalmente(Kobilansky y cols. 1988).
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Datosobtenidosrecientementepor Feldery Carey (1987), otorganun papel
presorpara la dopaminacentral. Estaafirmaciónestábasadaen el hechode que
la liberación basal de DA se encuentraincrementadaen ratas espontáneamente

hipertensas(SHR), cuandose comparacon sus respectivoscontrolesWKY. De
modo análogo, la microinyecciónde DA en el NTS de ratas anestesiadasinduce
un aumentode la presión arterial (Granatay Woodruff 1982), aunquecon esta
misma aproximación experimentalZandbergy cols. (1979) hallaron un efecto

depresor.

&2.2. Sistemaopioide en la regulacióncentral de la presiónarterial

La sensibilidad del sistema cardiovasculara la administraciónexógenade
opioidesesconocidadesdela segundamitad del siglo XIX, cuandodiversosautores
describieronlos efectoscardiovascularesinducidospor la morfina (Witkowski 1877;
Van Egmund 1911).

La posible significación fisiológica del sistema opioide en el control
cardiovasculartiene su punto de partida, en el descubrimientode los péptidos
opioides,y subsiguientementeen los trabajosde Flórez y Mediavilla (1977). Dichos
autoresdemostraronque la aplicación de metionina encefalinaen la superficie
ventral del tronco cerebraldel gato anestesiadoocasionaba,unadisminución de la

presión arterial reversible por naloxona.Con posterioridad,han sido numerosos
los investigadoresquehanintentadodefinir los efectoscardiovascularesproducidos

por la administración de distintos agonistasopioides. Los resultadosobtenidos
demuestranque éstospuedenproducir hipertensióno hipotensióny taquicardiao
bradicardia,dependiendodel agonista y la dosis utilizada, del lugar y vía de

administración,de la especieanimal empleada,o de la presenciao ausenciade
anestésicosa lo largo de la manipulaciónexperimental.

Un hallazgo importanteque se ha derivadode estosestudioses el carácter
silentedel sistemaopiolde en el control fisiológico de la presiónarterial, de modo
que su activación se restringea aquelloscasosconcretosdonde la homeostasis
cardiovascularestá interrumpida(Holaday 1985).

De cualquier modo, existenmúltiples evidenciasque apoyan la participación
del sistemaopioide endógenoen el control central del sistemacardiovascular.
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8.2.2.1.Evidenciasanatómicasde la participacióndel sistemaoploide en el control
central de la presión arterial

La amplia distribucióndel sistemaopioide en el SNC en general,y en cerebro
medio y bulbo raquídeo en particular, supone la proximidad, cuando no la

existencia, de este tipo de péptidos en todas las áreasy núcleos descritos
previamentecomo responsablesdel control cardiovasculara nivel central. En
concreto,mereceun interésespecialla densalocalizaciónde receptoresopioides
y encefalinashalladasen hipotálamoy NTS (Khachaturian1985; Aid] y cols. 1988).

El patrónde distribución paraestosreceptoresen estaszonascríticas para el

control cardiovascular,muestraen rataunadensidadmuy elevadadereceptoresmu
en bulbo raquídeo, preferentementeen el NTS, con moderadapresencia de

receptoresdeltay kappa(Sharify Hughes1989).En hipotálamo,los receptoresmu
son muy escasosy los delta esténausentes,correpondiendola mayor concentración
a los receptoreskappa.Los tressistemasopioidoérgicos(prodinorfina,proencefalina

y POMC) aparecenrepresentadosen estenúcleo en una proporción similar.

La hipotética importancia del sistema opioide intrabulbar con respectoal
control centralde la presiónarterialha sido confirmadacon la recientedescripción
de una vía encefalinérgicaque se proyectadesdeel NTS a la RVLB (Morilak y

cols. 1989). Esta proyección podría tener una función moduladora importante,
actuandosobre el reflejobarorreceptor,y su descubrimientopodríaproporcionar
nuevasperspectivasa la hora de definir los sustratosanatómicosresponsablesde
los efectosfarmacológicos de los agonistasy antagonistasopioldes, y, lo que es
más importante, puede representarel sustrato neuronal implicado en las
alteracionesde la presiónarterial o en las modificacionesde la sensibilidaddel
reflejo barorreceptor,observadasdurante condiciones tales como el shock o el
estres.

Respectoa las neuronasbeta-endorfinérgicas,tienen una gran significación
funcional aquellasque, con su cuerpocelular ubicado en el núcleo arcuato,área
preópticae hipotálamoanterior, envíansus proyeccionesal NIS (O’Donohue y

Dorsa 1982),ya queconectancon dicho centro de reconocidatrascendenciaen la
regulaciónhomeostáticacardiovascular.
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8.2.2.2. Evidencias farmacológicasde la participacióndel sistemaopicide en el
control central de la presiónarterial

Estas evidencias están constituidas por un número importante de
investigaciones,incapacesde ser reflejadasde modo conjuntodadala controversia

que existe sobre los efectoscardiovascularesproducidospor los opioides. Debido
a dichasvariaciones,los ensayoscon agonistastienen, por sí mismos, un valor
relativo para predecir el modo en el que los opioides modulan las respuestas
cardiovasculares(Holaday 1983). La administraciónde antagonistasen animales

cuya homeostasisestá alterada,puede considerarsecomo una aproximaciónmás
adecuadapara obtenerinformaciónsobre el papel fisiológico y patofisiológico del
sistemaopioide endógenoen la función cardiovascular,ya que el sistemaopioide,
comose mencionabacon anterioridad,esinactivo en situaciónbasal.De hecho,la

administracióndel antagonistanaloxonaen rataso individuosnormotensoscarece
de efectosobre el sistemacardiovascular(Feuersteiny Siren 1987b).

Como consecuenciade la escasaliposolubilidad de los péptidos opioides, la

mayor partede los datosexistentessobresusefectoscardiovascularesmásquepor
administraciónperiférica,sehanobtenidomediantesu administracióndirectasobre
SNC. Así, hipertensióny taquicardiasucedena la administracióni.c.v. de morfina

o de diversos péptidos opioides, mientrashipotensióny bradicardiase observan
despuésde su administracióni.v.(Lang y cols. 1982; Yukimura y cols. 1981c).

El empleo de análogossintéticos de los opioides endógenos,más resistentes
a la degradaciónenzimática (Tabla 1), ha resuelto el problema inicial que
representabala imposibilidad de detectar efectos cardiovascularesapreciables
despuésde la administracióni.c.v. de péptidos talescomo la met-encefalina.En
principio el experimentadorestabaobligado a administrar dosis muy altasde los
neuropéptidos,en cuyo casolos resultadosobtenidoseran cuestionablesdebido a
la posibilidad de que, a concentracionestan elevadas,seprodujerauna ocupación

inespecíficade otros receptores.

Por otra parte,es frecuenteobservarun dualismode efectoen relacióncon
la dosis, apareciendo, en muchos casos, efectos excitatorios (taquicardia e

hipertensión)a dosisbajas,y efectosinhibitorios (bradicardiae hipotension)a dosis
elevadas(Bellet y cols. 1980; Bolme y cols. 1978). Por tanto, la mayor o menor

ocupaciónde los receptoresopioldespareceser crucial parael efectoobtenido.De
nuevo, hay que tener en cuenta que los péptidos opioides son fácilmente
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degradadosa nivel central por acciónde las peptidasascorrespondientes,y que,
por tanto, la ocupaciónpuedevariar, sobretodo, trasla administracióni.c.v., donde
influyen dos factores: el volumen del líquido cefalorraquideo y la propia
degradaciónenzimática (Arndt 1987), determinandoentre ambos hechos la
concentraciónfinal del péptidoen el lugar de acción.

El estadodel animal durantela manipulaciónexperimentales tambiénuna
variable importante a considerar en la interpretación de las respuestas
farmacológicasinducidaspor los opioides, puesto que el empleo de anestésicos

alteradrásticamentelos efectosproducidospor aquéllos.Delbarrey cols., en 1978,
demostraron,por primera vez, que los anestésicospodíanbloquear la respuesta
presoraa la inyección central de péptidos opioides. Con posterioridad,Sandery
cols. (1982) y Yukimura y cois. (1981b), estudiaron, de modo sistemático,las
respuestascardiovascularesque seguíana la inyección de opiáceosen animal

conscientey anestesiado,sin quehastael momento,sehayanobtenidoconclusiones
definitivasal respecto.

Las diferenciasentre especiesson tambiénapreciables.La administraciónde
len-encefalinaproduceuna disminución de la presiónarterial en conejo, penoy
mono anestesiado,sin embargo,el cursotemporalde la respuestaesmuy diverso
y el aumentosimultáneode la frecuenciacardíacaobservadoen monosno aparece
en ratay conejo (Koyama y cols. 1985). La inconsistenciaentre estos resultados
puede ser debida a las diferenciasde sensibilidaddel reflejo barorreceptorentre

las diversasespecies,situación estaque puedeatribuirse,a su vez y parcialmente,
a la distinta distribuciónde las subpoblacionesde receptoresopiodesen SNC para

cadaespecie(l-lughes y Shariff 1989; May y cols.1989).

También ha sido investigada la posibilidad de que distintos subtipos de
receptoresopioides favorezcan un determinadoefecto. En este punto, puede
afirmarseque los agonistasdel receptormu son presorescuandose administran
tanto en animal conscientecomo en anestesiado,y, en términos generales,su

acciónhipertensoratranscurreindependientementede la zonadel SNC en la que
se efectúala administración:NTS (Hasseny Feuerstein1987; Gordon 1986) o

hipotálamoanterior (Feuersteiny Faden 1982; Pfeiffer y cois. 1983a).

Los agonistasdelta, por su parte, se asociantambiéna respuestaspresoras,
si bien se ha descrito que, para producir estosefectos,poseenuna potencia
inferior y de grado variable a la halladapara los agonistas del receptormu



55

(Pfeiffer y cols. 1983b; Feuersteiny Faden1982).

Con un carácter opuestoa las respuestasinducidas por activación de los

receptoresmu y delta, la estimulación de los receptoreskappa en el nucleo
paraventriculardel hipotálamo, NTS y núcleo ambiguo y supraóptico,producen
respuestasdepresorascuandoseadministranenrataanestesiada(Gautrety Schmitt
1985; Hasseny cols. 1984). En animal consciente, los efectos relativos a la
administraciónde agonistaskappaestánaunpoco documentados.La microinyección
en hipotálamoanteriordel agonistakappaMR 2034, no alterala presión arterial

ni la frecuenciacardíacaen rata(Pfeiffer y cols. 1983a). Resultadosmásrecientes
muestranuna acciónhipertensoraparala dinorfinaA (1-13) trassu administración
¡.c.v. (Glatt y cols. 1987), datosque concuerdancon los obtenidospor Saundersy
Thornhill (1987),y en los quela hipertensiónpuedeser parcialmentedebida,según

el diseño experimentaly la argumentaciónde los propios autores,a la intensa
activación de la ingestay de la conductaexploratoria evocadapor la dinorfina,
alteracionesestasquetranscurrende modosimultáneoa la elevaciónde la presión
arterialen las ratas.

Una gran parte de los estudiosactualesen este área tratan de definir, de
maneraprecisa, cuál es el sustratoanatómico sobre el que residenlos efectos
cardiovascularesde los opioides.Sobrela basedel elevadocontenidode receptores

mu, delta y kappa,así como de encefalinas,observadotanto en la RVLB como
en la CVLB, y de la gran relevanciade estaszonasen el control central de la
presiónarterial,Sapruy cols. (1987)han puestode manifiestoquela activaciónde

receptoresopioides en la CVLB de rata anestesiadaproduceuna disminución de
la presión arterial y de la frecuencia cardíacade mayor magnitud, cuandolos
agonistasadministradosson kappay delta. La activación de los receptoresmu y
delta en el áreadepresoradel bulbo raquídeo(RVLB), por el contrario, causaun
incrementode la presiónarterialy de la frecuenciacardíaca,que, como en el caso
anterior, son prevenidaspor la administraciónde naloxona. Este efecto ha sido

interpretadoen términosde un aumentode la liberaciónde acetilcolinaen RVLB,
ya que, a nivel central, ésta se comporta como un neurotransmisorexcitador
(Brezenoffy Giuliano 1982).

La administraciónde agonistasopioides en rata conscienteen diversasáreas
hipotalámicastambiénha sido examinada.Las microinyeccionesde DADLE
-(D-Ala’, D-Leu5) encefalina-y DAGO -(D-Ala2, N-Me-Fen4, Gli-o15> encefalina-,
agonistasespecíficosde los receptoresdelta y mu opioides respectivamente,
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producenun incrementode la presiónarterialy de la frecuenciacardíaca.En este

caso, para dosis bajas de DAGO, el mecanismode acción sugerido es una
activación final del sistema nervioso simpático ya que, simultáneamente,se ha

observadoun incrementoen los niveles plasmáticosde AD y NA (Pfeiffer y cols.
1983b).

Por lo que se refiere a las evidenciasfarmacológicas,merecen,por último, un
interés especial los efectos de los opioides sobre el reflejo barorreceptor.La

mayoría de dichos efectosse ha caracterizadoa travésde la evaluaciónde las
modificacionesque seproducenen la frecuenciacardíacaen respuestaa estímulos
presoreso hipotensores(Petty y Reid 1982, Yukimura y cols. 1981c).

Con otra aproximaciónexperimental,Gordon (1986) ha demostradoque la

microinyección intracisternaldel agonista selectivo del receptormu, DAGO, es
capazde atenuar,de forma dosis-dependiente,la reducciónrefleja de la presión
arterial, de la frecuenciacardíacay de la actividad nerviosa simpáticaproducida
por estimulacióndel nervio aórtico. Esteefectoes selectivoparalos agonistasmu
y presentala particularidadde que la magnitud de la inhibición de la respuesta

barorrefleja es inversamente proporcional al grado de activación de los
barorreceptores.Es decir, la estimulación de los receptoresopioides centrales

suprime la función barorreflejade modo más eficaz cuandola activación de los
barorreceptores no resulta excesiva. Resultados similares, mostrando una
modulación del arco barorreflejo para los agonistasmu, han sido descritospor
Hasseny Feuerstein(1987), que demostraronque el incremento reflejo de la
presión arterial, inducido por oclusión de la carótida, era abolido por

administraciónde DAGO en el NTS. Este hechoapuntaa queel NTS esel lugar
dondelos opioldesexógenospuedenmodularel reflejo barorreceptor.Sin embargo,
la administraciónde naloxonaen el NTS de animalescontroles no modifica la
función barorrefleja, sugiriendo estos resultados que los péptidos opioldes

endógenosen estazonano son imprescindiblesparael control centralbarorreflejo
en rata, aunqueno se excluyela posibilidad de que, de nuevo,bajo determinadas

situaciones(estres,shock),los opioidesliberadosseancapacesde modularel reflejo
barorreceptor(Gordon 1990).

Por otro lado, es probable que el NTS no constituya la zona exclusiva del
bulbo raquídeo,en la que los opioides interactúancon los sistemascentralesque

regulanla función barorrefleja,ya que la administracióndel agonistadel receptor
delta DADLE en la CVLB tambiénmodifica el reflejo barorreceptor,potenciando
la respuestapresoraderivadade la oclusióncarotideaprevia (Willette y cols. 1984).
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Dado que los efectoscorrespondena la activación de dos subtiposdistintos de
receptores,es posible que se trate de accionesindependientesy que dos familias
de péptidosopioides regulenla función cardiovasculara dos niveles distintos del
SNC.

Los mecanismosmediantelos cuales la activación de los receptoresopioides
modulan en cerebro el reflejo barorreceptorpodrían incluir la inhibición de la
liberaciónde neurotransmisoresdesdelasaferenciasprimariasdel arcobarorreflejo,
de interneuronasdel NTS, o la interferenciacon la respuestapostsinápticade
neuronasqueparticipanenel control barorreflejo (Dingledine 1985; Mulder y cols.

1987, Nicol! 1982).

8.2.2.3. Evidenciasclinicas de la participaciónde! sistemaoploide en el control
central de la presiónarterial

El tercer grupo de evidenciasse centra en los estudiosde Holaday (1983)
demostrandoel efectoterapéuticode la naloxonasobrela patologíacardiovascular
con la quecursandistintos tiposde shocks:endotóxico,hipovolémicoy neurogénico.

Estos datostienen un basebioquímica, puestoque el shock hemorrágicose
encuentratambiénasociadoa modificacionesen los niveles de oploides y de sus
receptoresen diversosnúcleosdel SNC (Feuersteiny cols. 1985). En concreto,en
dichascondicionesexperimentalessehaobservadounasupersensibilizaciónselectiva
para los receptoresdelta y kappaen el tronco cerebral(Feuersteiny cols. 1984).
En cualquierade los modelos experimentalesempleadospor Holaday para sus
investigaciones,la administracióni.v. o i.c.v. de dosis de naloxonaque bloquean
específicamentelos receptoresopioidesrestauranla hipotensiónasociadaal estado
shock, del mismo modo que la administraciónprevia del fármaco impide el
desarrollode los episodioshipotensivos(I-loladay 1983).

Asimismo, se han caracterizado,parcialmente, los mecanismos precisos
implicadosen el efectopresorde la naloxona.Hastala fecha,hansido propuestas
tres hipótesis para explicar el efecto de la misma: antagonismode opiodes
endógenos(Holaday y Faden1978), aumentode la liberación de catecolaminas
periféricas o plasmáticas(Schadt y York 1981) y estabilizaciónde membranas
lisosomales(Curtis y Lefer 1980). La posibilidadde que un antagonismosobre el
sistemaopoide endógeno,a nivel central,desencadeneunasecuenciade eventos,



58

desconocidospor el momento,paraocasionarun aumentode la actividadsimpática
periférica, podría constituir el mecanismomásprobable parajustificar el efecto

presor de la naloxonaen el shock hemorrágicohipovolémico (Schadty Gaddis
1985).

En humanosse ha confirmado, igualmente, la eficacia de los antagonistas
opioidesen el tratamientode distintos estadosde shock(Tiengo 1980; Gurilí 1983;
NcNicholasy Martin 1984). En muchosde los modelos investigados,sin embargo,
el incrementode la presiónarterial,provocadopor la administraciónde naloxona,

es de escasamagnitudy duración.Por otro lado, ciertos factores,como la rapidez
en la pérdida de volumen sanguíneoy la baja temperaturaambiente,parecen
disminuir los efectosbeneficiososdel antagonistaen distintasespecies(Bennetty
Gardiner 1982; Cheny cols. 1985). En la mayoríade los casos,aunqueel tiempo
de supervivenciatrasla administraciónde naloxonaaumenta,las posibilidadesde
recuperacióntotal de los animalesno son mejoradas,a menosque se proceda
simultáneamentea restaurarel volumen sanguíneo(Van der Meer y cols. 1982;
Mclntosh y cols. 1984).

Estasapreciaciones,juntocon datosmásrecientesquedemuestranla ineficacia
de la naloxonapararevenirel shock por isquemiaintestinal,y que ponenen duda
su capacidadpara contrarrestarel shockanafiláctico(Van derMeer y cols. 1986),
cuestionanel empleoúnico de la naloxonaen la terapia del shock.No obstante,
no se puede excluir el posible empleo de la misma como coadyuvantede otros
fármacosempleadosclásicamenteen su tratamiento.

8.3. Fisiopatologíade la hipertensiónesencial

De las distintas enfermedadesque afectan al sistema cardiovasular, la
hipertensiónarterial esla quepresentaunamayor incidenciaen los paísesdel área

occidental,dondese calculaqueentre un 15 y un 20% de los individuos mayores
de 19 añossonhipertensos.En España,segúnlos datosdisponiblesde los distintos
estudios epidemiológicos,la prevalencia de la hipertensión, atendiendoa los
criterios clásicosde la OMS (presionessuperioreso igualesa 160 de sistólicay 95

de diastólica),se sitúa entreel 20 y el 30% de la población(Luque Otero 1987).

Por otro lado, la hipertensiónarterialconstituye el factor principal de riesgo
para enfermedadescardiovascularestales como los accidentescardiovasculares
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cerebrales,la insuficienciacardíacacongestiva,la aterosclerosisy las arteriopatías

en general,y, por lo tanto, la enfermedadcrónica a la que se asociadirecta o
indirectamenteuna morbimortalidadmáselevada(Connelí 1986).

Aunque las manifestacionesclínicas seansimilares,los individuos con presión
arterial persistentementeelevada, no constituyen un grupo homogéneo.La

hipertensiónarterialpuedepresentaretiologíasmuy diversas,a las que acompañan
mecanismosfisiopatológicos también dispares.Desde el punto de vista de la
etiología,los distintos tipos de hipertensiónhumanasehan dividido endos grandes
subgrupos:hipertensiónesencial,tambiéndenominadaprimariao idiopática,cuando
el origen es desconocido,e hipertensión secundaria, cuando la causa está
establecida,y el procesopatológicoque generala elevaciónde la presiónarterial
essusceptiblede tratamientoespecífico.No obstante,hay que hacerénfasisen el
hecho de que sólo un 10% de los pacientespertenecenal segundogrupo,
representandoel 90% restante a individuos hipertensoscon elevacionesde la

presiónarterial cuya causaes desconocida.

8.3.1. Control central de la presión arterial durante modificaciones
comportamentales

Los mecanismoscentralesque gobiernanla variabilidad y la labilidad de la
presión arterial son distintos, al menosen parte, a los responsablesdel control
tánico de la misma.

Si el bulbo raquídeo constituía el núcleo central que operabaduranteel
control tónico y reflejo de la presión arterial, los sistemasresponsablesde la

integraciónde los cambios de presión arterial asociadosa modificacionesen el
comportamientose sitúan, ademásde en el bulbo, en regiones superioresdel

tronco encefálico,hipotálamoy sistemalímbico (Reis y Ledoux1987).En concreto,
el núcleo paraventriculardel hipotálamo y el núcleo central de la amígdala
intervienen,de forma sobresaliente,en la regulacióncardiovascularcuandose dan
variacionesen el estadoemocionaldel individuo, y constituyencircuitoscerebrales

específicos que controlan los efectos cardiovascularesderivados de patrones
concretosde conducta(Weiner 1985).

La activación de los mencionadosnúcleos hipotalámicos durante estas
alteracionespareceser responsablede la inhibición del reflejo barorreceptor,hecho
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que permiteque la presiónarterial semantengaelevadadurantesituacionestales

como el estrés,y despuésalcanceun estadoestacionadocuandola duracióndel
estímulo aversivo se prolonga (Spyer 1989). Así, se acepta que, durante las
primerasfasesde hipertensiónlábil, existeuna disminuciónde la funcionalidaddel
reflejo barorreceptor,pero que, durante la hipertensióncrónica, se observaun
restablecimientode la capacidadfuncional de los barorreceptorespara operara
niveles de presión arterial más elevados (Krieger 1988). Esta afirmación se
correpondeconel hechode quela función barorreflejaestáprácticamenteinhibida,

o no es operativa,durantelas alteracionesemocionales(Stephenson1984).

La inhibición del reflejo barorreceptorduranteel estrésemocional se ha
demostradoen el hombre (Brooks y cols. 1978) y en el mono (Engel y Joseph
1982). La denervaciónquirúrgicade los barorreceptorestambiénhasido empleada
para determinarsu implicación en la hipertensiónpor estrés.Los resultadoshan
puestode manifiestoque la presión arterialde los animalesdenervadosfluctuaba
con mayor intensidadantediversosestímulosambientalesque la presión arterial
de los animales intactos (Cowley y cols. 1973). Empleandootra aproximación
experimentalpara inhibir la función barorrefleja,las lesionesbilateralesen el NTS

producenuna hipertensióninmediataen rata (Miura y Reis 1972),y en gato un
aumentocrónico y mantenidode la presión arterial (Nathany Reis 1977). La
destrucciónquímica o electrolítica de distintas áreasdel NIS en rata, también
incrementala labilidad de la presiónarterialsin modificar de modoneto la misma,

mientrasen gato las mismaslesionesocasionanuna hipertensióncrónica dondela
presión arterial está elevada y la reactividad de la misma ante conductas

espontáneas,talescomoel aseo,esmarcadamenteexagerada(Nathany cols. 1978).

Todos estosdatos indican, en primer lugar, que]as neuronasdentro del NTS
son esencialespara mantenerla estabilidady la reactividadde la presiónarterial
y, en segundo lugar, que son imprescindibles para mediar las respuestas
cardiovascularesespecificas,quesemanifiestanante los estímulosambientaleso las
modificaciones de la conducta. En definitiva, la activación de un eje que se
extiende longitudinalmente desde la amígdala al tronco cerebral, y que está
constituido por una compleja red de circuitos neuronales, permite modular
apropiadamentelas alteracionesde la presión arterial, que se producenbajo

determinadassituaciones fisiológicas y patológicas, tales como el ejercicio, los
estadosde alerta o el estrésemocional (Jordany Spyer 1986). Este control se
puedeejercera distintos nivelesy es posible graciasa la amplitud de las sinapsis
que conformanel sistema.
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&3.2. Etiopatogénesisde la hipertensiónesencial

Debido a la complejidad de los circuitos que regulanla presión arterial, no
existe,por el momento,ningún mecanismoque explique el procesopor el cual se
desarrollae instaura la presión arterial elevadaen este tipo de pacientes.La
hipótesis,sin embargo,es que la hipertensiónesencialno está mediadapor un

único factor, sino que, probablemente,tanto los sustratosanatómicoscomo las
causasimplicadas en el desarrollo y mantenimiento de la misma, son muy
numerosos(Connelí 1986).

Desdehacetiempo,se sabeque el estrésmental, la ansiedady los diferentes
estadosemocionalespuedenser factoresdesencadenantesdeunaelevaciónmarcada
de la presiónarterial, contribuyendoa la etiología multifactorial de la hipertensión
esencial(Folkow, 1987).

El término hipertensiónlábil o intermitenteha sido empleadopara describir
las oscilacionesde presión arterial entre niveles elevadosy de normotensión,
oscilacioneséstasquetienen, generalmente,un origen psicógeno.Distintosautores

(Langewitz y Vale 1987; Falkner y cols. 1981) consideranque este estado de
hipertensiónlábil, en buen númerode casos,suponeel comienzo de la historia

natural de la hipertensiónesencial.

Es muy posible,además,quelos sistemasactivadosdurantelas fasesiniciales
de la hipertensióndifieran notablementede áquellos que actúanen una segunda

fase, cuandola hipertensiónestádefinitivamenteestablecida.En este sentido, la
hipótesis neuronal estableceque un componentecentral o neurogénico sería
responsable de la inducción y desarrollo de la hipertensión, mientras el
mantenimientoy establecimientode la misma residiría en factores periféricos

mecánicosque operaríana nivel vascular(Connelí 1986).

La evoluciónde los patroneshemodinámicos,en la mayoríade estospacientes,
muestra,de hecho, que, en los estadiosiniciales, duranteel desarrollo de la
hipertensión,la resistenciaperiféricano se encuentraalterada,pero a medidaque
la elevación de la presiónarterial sc va implantando,hay una evolución de la
resistencia periférica desde su estado inicial hacia valores más elevados,
manifestándose ahora un gasto cardíaco normal respecto a los valores
incrementadosdel mismo durantela primera fase (Juliusy cols. 1971).



62

Segúnlos estudiosde Julius y Johnson(1985) y Goldstein(1983),se considera
que un estadode hiperactividadsimpáticapodríaser responsablede los periodos
de presiónarterialelevadaen los pacientescon hipertensiónlábil, pacientesque,
por otro lado, añadena las manifestacionesfarmacológicasy bioquímicas de
disfuncionalidadsimpática, una respuestasobrepresoraal estréspsicológicomuy

superior a la presentadapor individuos normotensos(Drummond 1985). Esta
misma situación se observaen las BHR (Borderline HypertensiveRats) ante la
aplicación de estímulosaversivos,con respectoa sus controlesWKY (Sandersy
cols. 1988). En varios de estoscasosde hipertensiónlábil, el aumentodel gasto
cardíacopareceser la causaprincipal de la elevaciónde la presión arterial. No
obstante,debido al hechoya comentadode que estáausenteo, al menos,no es
operativala correspondientecaídarefleja compensatoriaque, en situaciónnormal,
es capaz de restaurar la presión arterial, quizá la alteración residiría en la
operatividaddel reflejo barorreceptor,másqueen la regulacióndel gastocardíaco.

8.3.3. Hipertensióny estrés

Comoya reconocióSelyeen 1946al caracterizarlasdenominadasenfermedades
de adaptación,entre las múltiples respuestasinducidasen el organismopor el
estrés,la hipertensiónesuno de los trastornosmáscaracterísticos.

En la actualidad,en el ámbitode las investigacionesclínicas,seha consolidado
la idea, como sc comentabaanteriormente,de que el desencadenamientoy
desarrollode la hipertensiónesenciales consecuenciade una deficiencia de los

mecanismosneurogénicosdepresoressobre los presores.Este control anormal
puede ser hereditario, pero existen numerosos datos que sugieren que los
mecanismos neurogénicospueden estar alterados como consecuenciade la
exposicióndel organismoa estímulosambientales.De todosellos, el estrésmental
estáconsideradocomo el candidatomásprobablepara desencadenareste tipo de
respuestahipertensiva(Dustan 1987).

Si bien no existe ningunaduda de que el estrés,independientementede su
naturalezafísica o emocional,incrementainicialmentela presiónarterial, surgeuna
cierta controversiacuandose trata de determinarsi éstecontribuye,de la misma
forma, al mantenimientode la hipertensión.Experimentalmente,existen escasas
evidenciasde que el estrés,por sí mismo, produzcauna hipertensiónsostenida
cuandose aplica en animalesnormotensos,apoyandola hipótesisde la naturaleza
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multifactorial de la hipertensiónesencial.

En la mayoríade los casos,la hipertensióntiene un carácterlábil y sólo es
apreciable en tanto el individuo se encuentrasometido al estímulo estresante,
aunque la intensidad y la duración del mismo sean elevadas.Avalando esta
afirmación se puedencitar los estudiosde Henry (1982), que empleóen ratones
un modelo consistenteen la lucha por la posesiónde un congénerede distinto
sexo. Tambiénsehan descritorespuestashipertensivasinducidaspor estrésen los
las queel estímuloestresanteconsisteen promoverla lucha entreindividuos de la
misma especiey sexo(Fokkemay Koolhaas 1985), bien seacompitiendo por la
comida o por el espaciovital. Empleandomodelos de condicionamientoaversivo
en monos (Forsyth 1969), o por deprivación social de ratas adultas en jaulas

metabólicas(Gardinery Bennett 1977) se han obtenidorespuestashipertensivas
tambiénpuntuales.

Si nos centramosen modelos de estrés físico, las consecuenciasson muy
similares. La presiónarterial se incrementapero desapareceal cesarla sesiónde
estimulacióndiaria.En estesentido,seencuentrantambiénlos resultadosde Iomori
y cols. (1982) tras la apliación de shock inescapableen las patas,o los obtenidos
tras estimulación ambiental en la que se precisa un periodo de tiempo para
instaurar la respuestahipertensiva,estandoel animal, en este caso, sometidoa
distintos tipos de estímulosluminososy acústicos(Perhachy cols. 1975; Galenoy
cols. 1984),o enel estréspor inmovilización (Saavedra1982; Kvetnanskyy Mikulaj
1970) o por frío (Ceasary cols. 1974).

Los datosen humanos,respectoa los efectosproducidospor el estréscrónico
sobrela presiónarterial, sonmásconfusos.Estasituaciónsedebe,en gran medida,
a la escasezde estudiosa largo plazo, dondeseaposible registrarla evolución de
la hipertensióndesdesus estadiosiniciales hastael mantenimientoe instauración
de la misma, con el fin de estableceruna correlaciónentreaquéllay el impacto
de los factorespsicosocialesy ambientalesen el transcursodel desarrollode la
enfermedad.El problema se acentúa,si sc considerala dificultad de establecer

conclusionesgenerales,cuando,con mayor fundamentoqueen el propio animal de
experimentación,la susceptibilidadindividual en humanoses un factor de mayor

influencia.

Ya en 1945, Grahamhalló elevacionesapreciablesde la presiónarterial en
soldados durante el combate, si bien la misma se restaurabacuando éstos
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abandonabanel campode batalla.Existe, por otro lado, una elevadaprevalencia

de la hipertensiónentretrabajadoresexpuestos,de maneraprolongada,a ruidos
intensos(Jonssony Hansson1977; Delin 1984) o entre los controladoresaéreos

(Cobb y Rose 1973). Reforzandola incidencia de los factoresocupacionalesen
los casosde hipertensión,se ha comprobadoque individuos sometidosa fuertes

tensionesen su puestode trabajo, con escasasexpectativasprofesionales,o con
inestabilidadocupacional,y que representanen cualquiercaso fuentesde estrés,
presentanvalores de presiónarterial sístólicay diastólicamuy superioresa los de
aquellosindividuoscuyasexperienciaslaboralesson menosdesagradables(Siegrist

1987).

Puestoque los resultadosno son concluyentes,unagran partede los estudios
en humanosse han enfocadoa determinar la importancia de la predisposición

individual en el carácter patógenodel estréssobre el sistema cardiovascular.
Falknery cols. (1979) demostraronque niños con padreshipertensospresentaban
una respuestapresoraa la aplicaciónde estrésmuy superiora la de adolescentes
sin antecedentesfamiliaresde hipertensión.Del mismo modo, individuos jóvenes
con hipertensiónlábil, o situadosen las primerasfasesde la misma, presentan

mayorsusceptibilidadal efectopresorinducidopor el estrésmentalen sus diversas
formas de aplicación(test aritméticos: McCubbin y cols. 1988; Drummond 1985;
realizaciónde entrevistaso al test de estréspor frío: Fredrikson1986.

En otro sentido,el patrón de respuestapresoraal estrésestá incrementado
en individuosque ingiereno consumengrandescantidadesde sal (Falkner y cols.
1981), o en aquéllos otros con una funcionalidad renal o hepática disminuida
(Brody y cols. 1987). Tambiénse ha demostradoque la respuestahipertensivaal

estrésse acentúaen función de las característicaspsicológicas. Individuos que
respondenal patrónde comportamientotipo A, con un carácterdondepredominan
la agresividady las tendenciashostiles, tienen incrementadala duración y la
magnitudde la respuestapresoraal estrés,tanto mental como físico (DeOuattro
1989).

En conclusión,tanto en animal de experimentacióncomo en humanos, los
datosexistenteshastala fechasugierenque los factoresde predisposiciónparecen

necesariospara la expresiónde la hipertensiónproducidapor efectodel estrés.



PLANTEAMIENTOS Y OBJETIVOS
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1. ANTECEDENTES INMEDIATOS DEL TRABAJO

1.1. Evidenciaspreliminaresde la participacióndel sistemaoploide en la respuesta
hipertensivaal estéspor deprivaciónsocial

Los resultadosiniciales que sugerían la posible participación del sistema
opioide en el desarrollo de la respuestahipertensivaal estréspor deprivación

social se encuentranen los trabajosde Naranjoy Fuentes(1985). Estos autores
demostraronqueel aislamientode ratasjóvenesduranteun períodode tiempo no
inferior a siete días producíauna elevaciónde las lecturas de presión arterial
sistólica, hecho que se acompañabade un aumentodel umbral doloroso,siendo

ambosefectossensiblesa la administracióndel antagonistaopioide naloxona.

La caracterizaciónde la antedicha respuestahipertensiva, efectuda con
posterioridad(florentino y cols. 1987), permitió establecerdos fases claramente

diferenciadasen su desarrollo.Una primera fase de hipertensiónlábil, cuandoel
períodode aislamientoerainferior a 30 díasaproximadamente,y en el transcurso
de la cual la resocializaciónde los animalesnormalizabalos valores de presión
arterial, y una segundafasepara tiempos de deprivaciónsocial superiores,donde
la elevación de la presión arterial no se modificaba por interrupción de la

aplicación del estímulo estresante,fase esta que denominaronde hipertensión
establecida.Además,pudieroncomprobarquela naloxonaeracapazde antagonizar

la hipertensión asociadaa los primeros estadiosdel estrés, mientras que se
mostrabaineficaz para restaurarlas lecturaselevadasde presiónarterial durante
la segundafase de aislamientoprolongado.De esta manera,postularonque el

sistemaopioide estaríaimplicado,únicamente,enel desencadenamientoy desarrollo
de la hipertensión,mientrasel mantenimientode la mismaseríaindependientede

la actividad del sistemaopioide y estaríaasociadoa alteracionesa otro nivel, tal
vez periférico.

Otras evidencias adicionalesde la implicación del sistema opioide en la
respuestahipertensivageneradapor estemodelode estrés,incluíanla observación
de que otros antagonistastambiéninespecíficosdel receptoropioide (naltrexona
y nalorfina), se mostrabanigualmente efectivospara bloquear la respuesta.La
ausenciade efectoantihipertensorde un derivado cuaternariode naltrexonaque,
dada su naturalezapolar, no atraviesala barrerahematoencefálica,indicaba, por



67

último, que la disminución de la hipertensión asociadaal estrés,inducida por

antagonistasopioides,tenía como lugar de acciónel SNC (Naranjo y cols. 1986).

1.2. Modificacionesde la actividad de los sistemascatecalaminérgicoscentrales
asociadasal estés

Tradicionalmente,enel estudiode las alteracionesneuroendocrinasproducidas
como consecuenciadel estrés,se ha concedidouna gran importanciaal papelde
las catecolaminascerebrales, identificando éstas como el posible sustrato
neuroquimicoresponsablede la activación inicial del SNC a nivel hipotalámico
(Spinedi y cols. 1988).

Las modificacionesde la actividad catecolaminérgicacentral tras exposición
al estrésson particularmenteimportantesen el hipotálamoe hipófisis anterior y

han sido estudiadascon detalle por diversos autores (Lumpkin y cols. 1983;
Johnstony cols. 1985). Tras la exposición aguda de ratas a estrés por éter,

Lumpkin y cols. describieronun aumentode la velocidadde renovaciónde NA y
DA en los núcleossupraópticoy paraventriculardel hipotálamo.El aumentodel
tono noradrenérgicoeraparticularmentesignificativo enésteúltimo núcleo,y sería
un hecho que serviríapara explicar el incrementoposterior de la liberación de
vasopresinay, sobre todo, de CRF, al actuar la NA como reguladora de la
secreciónde ambosneuropéptidos(Spinedi y cols. 1988).

Aunque parececlaro que las catecolaminasen el SNC resultanmodificadas
como consecuenciadel estrés, el significado funcional y el sentido de tales
variacionesno estáaún determinado,existiendo una gran discrepanciaentre los

diversos autores.Esta discrepanciapareceser consecuenciade la naturalezay,
sobre todo, de la duracióndel estrésaplicado. Así, para el estrésagudoinducido
por aplicaciónde shockseléctricosen las patasse ha descrito un aumentode la
velocidad de renovaciónde DA y NA en diversasregiones cerebralesde ratón
(Dunn 1988). En rata se encuentranresultados similares, incremento de la
liberaciónde NA en amígdala,hipotálamoy bulbo raquídeo(Tanakay cols. 1988)
o en locus coeruleus (Abercrombie y .lacobs 1988), cuando los animales son
sometidosa estréspor inmovilización. Sin embargo,muchasde estasvariacionesno
se detectan,o se verifican en sentido contrario, cuandoel estrés tiene carácter
crónico. Hata y cols. (1987) han descritoun incrementode los niveles de NA y
DA, hecho congruente con una disminución del tono noradrenérgicoy
dopamínérgicoen corteza,hipotálamoe hipoacampode ratassometidasdurante
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5-10 díasa un modelo de estrésconsistenteen alterar, de modo sistemático,la

temperaturade estabulaciónde los animales.En contraposicióna los resultados
anteriores,el contenido de ambosneurotransmisoresno se modifica o disminuye
cuandoel estrésque se aplica esde tipo agudo. De modoanálogo,se ha descrito
un aumentode los nivelesde NA y DA, tanto parael caso del estrésinducido por
inmovilización prolongada(1 hora/díadurante24 días) (Adelí y cols. 1988), como
en el casode aquélprovocadopor shocksrepetidosen las patas(Anismany cols.

1987).

La mayoríade los estudios,sin embargo,han sido diseñadoscon el objetivo

de correlacionarlas modificacionesen la actividadde los sistemasmonoaminérgicos
duranteel estréscon las respuestasendocrinasque se sucedende modo paralelo,
existiendo,por el momento, evidenciasmuy escasasque aportenalgún dato al
conocimiento del papel que desarrollan las catecolaminascerebralesen el
transcursodel estréssobre otros sistemasfisiológicos.

1.3. Modulación de la liberaciónde catecolaminaspor opioides

La interacción entre neuronas catecolaminérgicasy opioides está bien

documentadadesde que, en el año 1976, Detlef Taube y cols. pusieron de
manifiesto que la met-encefalinadisminuía la liberación de NA producida por
estimulacióneléctricaen rebanadasde tejido procedentesde cortezafrontal de
rata. Ahora bien, esta interrelaciónno sólo se presentaa nivel central, sino que
también se extiende a nivel periférico. En relación con el sistema nervioso
simpático, se ha demostradoque los péptidosopioides actúanpresinápticamente

sobre receptores situados en terminales axónicas de fibras postganglionares
simpáticas,con objeto de modularla liberaciónde NA (Szaboy cols. 1986).Datos
en el mismo sentidoson la inhibición por opioides de la liberación de NA en la
arteria de la orejadel conejo (BIes y cois. 1985a) o en la arteria mesentérica(lIJes
y cols. 1985b).

Por lo que respectade nuevo al SNC, la capacidadde los opioides para
modular la liberación de catecolaminas,ha sido tambien demostradautilizando
otros diseños experimentales.Llorens y Schwartz (1984) demostraronque la
inhibición de la degradación enzimática de péptidos opioides, mediante la
administraciónconjuntai.c.v. de bestatinay tiorfano en rata, aumentalos niveles
de NA en cortezacerebral.En sentido contrario, el antagonismode la acciónde

los opioides endógenospor naloxona disminuye los niveles de NA en amígdala,
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tálamo e hipotálamo(Tanakay cols. 1988).

En experimentos in vitro’, los datos tambiénson múltiples. La naloxonaha
demostradosu efectividadpara aumentarla liberaciónde NA en la neurohipófisis
(Zhao y cols. 1988). Parael caso de la DA, Latimer y cols. (1987) observaronun

aumentode la velocidadde renovaciónde esteneurotransmisoren la región AlO,
incrementoque era selectivo para el agonistadel receptormu opioide, DAGO.

Con unaaproximacióndistinta,consistenteen la destrucciónselectivade terminales
en tractosnoradrenérgicos,medianteel empleode la neurotoxina6-OR-dopamina,

y examenposterior de la modificación del número de receptoresen membranas
cerebrales,Schwartz y cols. (1979) observaron una disminución de receptores

opioidesenterminalesnoradrenérgicosde cortezay cerebelo,confirmandoel hecho
de que estos receptoresestán situados sobre dichos terminales, donde serían
capacesde modular presinápticamentela liberaciónde NA..

En años recientes,el interés de los distintos grupos se ha focalizado en
determinarquésubpoblaciónde receptoresopiáceosmediaen cadaregióncerebral,
y para cadaaminaen concreto,estasrespuestas.En preparacionessinaptosomales

de cortezacerebralde rata,Mulder y cols. (1987) handemostrado,que el DAGO
inhibe presinápticamentela liberación de NA, y que, por lo tanto, en esta
estructurael efecto modulador de los oploides sobre este neurotransmisor,se
produce a través de la ocupación de receptoresmu opioides. La activación de

receptoresmu opioides también pareceser responsablede la inhibición de la
liberaciónde NA en hipocampoy amígdalade rata(Werling y cols. 1987). Por su
parte, los receptoreskappa oploides inhibirían la liberación de DA en cuerpo
estriado,mientrasque, segúnestemismo estudio,los receptoresdelta opioidesde

cortezacerebraly cuerpoestriado,no estaríanligadosa accionessobrelos sistemas
monoaminérgicos(Schoffelmeery cols. 1988).

2. OBJETIVOS

Tomandocomo baselos resultadosprecedentes,que sugeríanla participación
del sistemaopioide en la fase inicial de la respuestahipertensiva,generadacomo
consecuenciade la aplicación del modelo de deprivación social en rata, los
objetivos globalesdel presentetrabajo se puedenresumiren tres apartados.
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1. Establecerde manerainequívoca,medianteel empleode los dos enantiómeros
del antagonistaopioide naloxona,la implicación de estesistemaen el desarrollo
de la antedicharespuestahipertensiva,así como determinarel subtipo de
receptor opiáceo cuya activación persistente media el desarrollo de la
hipertensión,empleandoparaello antagonistasselectivosde los receptoresdelta

y mu opioides,en animalessituadosen la faselábil de la respuesta.

2. Examinarsilos efectoscardiovascularesproducidospor la liberaciónde opioides

endógenosen SNC durante el estrésson similares a los que se producen
cuando se activa farmacologicamenteel receptor opioide mediante la
administracióncentral de agonistasselectivosde los receptoresdelta y mu
opioides DADLE y DAGO, respectivamente,para lo cual sc analizó el
comportamiento de ambos péptidos, en un estudio sistemático tras su
administracióni.c.v., tanto en animal conscientecomo en animal anestesiado.

3. Delimitar la eventual interacción, a nivel central,entre los sistemasopioide y
catecolamínérgico,de probadaimplicación éste en la regulaciónde la presión

arterial. El objetivo, en este caso,consistíaen establecer si las catecolaminas
centralesson, de algún modo, alteradascomo consecuenciade la activación
previa del sistemaopioide, y en último término, intervienenen el incremento
de la presiónarterial observadobien en el casode los animalessometidosal

modelo de estréso en el de los animales administradoscon los agonistas
DADLE y DACiO.

2.1. Aproximacionesexperimentales

2.1.1. Experiencias“in vivo”

Para el primero de los objetivos, se siguieron distintas aproximaciones,
consistentes,todasellas, en la aplicaciónde diferentestratamientosfarmacológicos,
y que puedendividirse entreaquéllosaplicadosde forma agudacon posterioridad
al desarrollode la respuestahipertensiva,y los que sc aplicaroncrónicamentede
modo simultáneoal aislamiento.

Los tratamientosagudosfueronlos siguientes:
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- Administraciónagudade los enantiómeros(-) y (+) de naloxonaen los
animaleshipertensos.

Si bienel empleode antagonistasesla herramientafarmacológicade uso más
frecuentepara determinar el papel de un sistema de neurotransmisióno de
neuromodulaciónen un fenómenodeterminado,en el casodel sistemaopioide el
sólo uso de la forma racémicade naloxonano suministradatosconcluyentesya que
existenen la literaturauna gran cantidad de datos,obtenidosutilizando la forma
racémicade naloxona,queno garantizanqueseael receptoropiáceoel implicado
en el proceso fisiológico o en el efecto farmacológico observado,como se le
atribuyehabitualmente,ya que la naloxonapuedeafectar,y de hechoactúasobre
otros sistemasde neurotransmisión(Sawynoky cols. 1979).

- Administraciónagudade morfina en los animaleshipertensos.

El segundocriterio seleccionadopara establecerla mediación del sistema
opioide en la hipertensión desarrolladacomo consecuenciadel modelo de
deprivación social, consistía en verificar que el agonista oploide, morfina,
administradode forma aguda, debía desencadenaren los animales aislados un
efecto contrarioal del antagonistaopioide naloxona.

En el segundogrupo de experimentosrealizados“in vivot’ con objeto de
establecerla implicación del sistema opicide en la respuestahipertensiva, los
animalesfueron tratadoscrónicamentecon agonistasy antagonistasopioides de

modo simultáneo al aislamiento y, por lo tanto, con carácter previo a la
instauraciónde la respuestahipertensiva.Estos experimentosse puedendesglosar
en dos apartados:

- Determinaciónde la susceptibilidadde desarrollode la hipertensiónen animales
dependientesde morfina.

- Desarrollo de la hipertensiónen animales tratados crónicamentecon el
antagonistaopioide naloxona.

Por último, y debido a la ausenciade selectividadde naloxona para
bloquearde modo específico un determinadosubtipo de receptor opioide, se
procedió a determinarqué subpoblaciónde receptoresmedia, en concreto, la
respuestahipertensiva, mediante el empleo de antagonistasselectivos de los
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receptoresdelta y mu opiáceos,ICI 174,864, IC 154,129 y beta-funaltrexamina
respectivamente.

2.1.2 Experiencias“in vitro”

Bajo esteepígrafese incluyenun grupode ensayos,tanto farmacológicoscomo
neuroquimicos,que constituyenel tercer objetivo al que se aludía inicialmente.
Estosexperimentosestabanorientadosadeterminarsi existíaunainterdependencia
entreel efecto presorde los opioides y las catecolaminasen SNC, tanto tras la
administraciónde los agonistasselectivosde los receptoresmu y delta opioides,
cuyasaccionescardiovascularessehabíanexaminadoconanterioridad,comocuando
la activaciónde estesistemapeptidérgicoseproducíacomoconsecuenciadel estrés.

El objetivo final, en cualquier caso, fue establecer si el sistema
catecolaminérgicocentral,en sus tres modalidades,noradrenérgico,adrenérgicoy
dopaminérgico,media los efectosdel sistemaoploide para producir, en definitiva,
la elevaciónde la presiónarterial.

La elección del sistemacatecolaminérgicocentral frente a otros sistemasde
neurotransmisiónclásicos con el fin de estudiar la eventual interacción con el
sistemaopioide en terminos de las accionespresorasde éste,se justifica teniendo
en cuentalas siguientesevidencias:

1. La correlación anatómica existente entre neuronas catecolaminérgicasy
opioidoérgicasquese hadescritoparanúcleosde probadaimplicación en el control
cardiovascular(Leger y cols. 1983; Ceccatelliy cols. 1989).

2. El conocidopapelde las catecolaminascerebralesen la regulaciónde la presión
arterial (ver apartado8.2.1. de la Introducción).

3. La alteracionde la actividadde los sistemascatecolaminérgicoscentralesdurante
el estrés(ver apanado1.2 de Antecedentes).

4. La probada existencia de un receptor presináptico opioide ubicado sobre
terminalesnoradrenérgicas,así como la capacidadde los opioides paramodular la
liberaciónde catecolaminasen distintasestructurascerebrales(ver apartado1.3 de

los Antecedentes).



73

La evaluación de las modificaciones de la actividad de los sistemas
noradrenérgico,adrenérgicoy dopaminérgico,asociadasa la activacióndel sistema
oploide, se realizó empleandodos aproximacionesexperimentalesdistintas:

- Efectuandoen bulbo raquídeoe hipotálamola valoraciónde las velocidadesde
renovaciónde NA, DA y de los niveles de AD, mediantela determinacióndel
contenidode las aminasy de susmetabolitosrespectivos.

- Puestoque la velocidadde renovaciónde un neurotransmisorrefleja la suma
conjuntade los procesosde síntesis,liberacióny metabolismoen un momento
determinado,y no permitediscernir cuál de estostres eventosse encuentra
alteradoen concreto,se determinóla actividad de la tirosina hidroxilasa, enzima
quecatalizala reaccióninicial en el procesode formaciónde DA, NA y AD. Ya
que estaenzima catalizala reacciónlimitante de la síntesisde catecolaminasy
quejuega,por lo tanto, un papel destacadoen el matenimientode los niveles

intraneuronalesdel neurotransmisorreciénsintetizado,cualquieralteraciónen el
grado de formación de las catecolaminasdebe reflejarsecomo unavariación de

su actividad,y éstapuedeemplearsecomo indicador de las modificacionesde la
actividad funcional de estasneuronas(Broadhursty Briley 1988).



MATERIALES Y METODOS
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1. FARMACOS Y PRODUcTOS QUÍMICOS

La procedenciade los fármacosy productos químicos empleadosfue la
siguiente:

DADLE y DAGO procedíande Bachem. ICI 154,129 e ICI 174,864, de
Cambridge ResearchBiochemical (CRB). Beta-funaltrexamina,de Research
BiochemicalInc4RBI). Naloxona(-) (ResearchTriangle Institute. U.S.A), Naloxona
(+) (Dupont)y Naloxonaclorhidrato,de Sigma.Morfina, de] Ministerio de Sanidad
y Consumo.El ácidoetilendiaminotetracético(EDTA), octilsulfato sódico,bisulfito
sódico, noradrenalina bitartrato, adrenalina, dopamina, DOPAC, 3,4,
dihidroxibencilamina(DHBA), MHPG-sulfato,MHPG hemipiperazina,L-DOPA.,
D-tirosina y L-tirosina, seroalbuminabovina, tripsina, inhibidor de tripsina,
hidroxiapatitay la corticosteronaprocedíande Sigma.

La 3H-etorfina y la 3H-corticosteronase obtuvieron de Amersham y el
anticuerpopara corticosteronade Bioclin. La gamma-globulinaprocedíade Serva.
Los reactivosempleadospara la preparaciónde las distintas fasesmóviles tenían
la siguienteprocedencia:ácido cítrico, acetatosódico y fosfato disódico de Merck
y metanolpara HPLC (Scharlau).

El resto de los productosorgánicoso inorgánicos procedíande Merck, con
purezade análisis.

2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Duranteel desarrollodel presentetrabajo se utilizaron ratas Wistar macho,
de peso variable en función del experimento concreto efectuado. Para la
realización del modelo de estrés, el peso de los animales al comienzo del
aislamientofue de 90 ± 10 g. Dado que la respuestahipertensivase desarrolla
transcurrido un período de 7-15 días, los experimentos efectuadosen ratas
normotensas,con objeto de cuantificarel efectode los agonistasopiáceossobrelos
distintosparámetros,se llevaron a caboen animalesde un pesosimilar. En la tabla
adjuntase expresanlas edadesrespectivasparacadaintervalo de peso.
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Peso(~

)

90-100 6
140-150 8
200-220 11

Los animales procedían de Interfauna Ibérica (San Feliu de Codines,
Barcelona)y permanecieronen nuestroestabulario,al menos,durantelos 5 días
previosa su utilización. Las ratasse mantuvierona temperaturaconstante(21 C)
y luz controlada(12 hr luz/12 hr oscuridad),disponiendoen todo momento de
accesolibre a la comida y a la bebida.

3. VIAS Y PAUTAS DE ADMINISTRACION

Los distintos compuestosy fármacos administradosa los animales de
experimentaciónsedisolvieronen salino,exceptoel ICI 174,864quese disolvió en
bicarbonatosódicodiluido para la dosis de 20 uglrata, y la morfina que sedisolvió
en sacarosaal 10% para el desarrollode animalesdependientes.

Los fármacosse administraroncentral o periféricamente:

Para la administraciónde naloxona,naltrexonay para las inyeccionesagudas
de morfina seempleóla administraciónperiféricapor vía i.p. en animal consciente.
El volumen de inyección aplicado para la administraciónpor estavía fué de 2,5

ml/kg.

En el caso del animal anestesiado(etiluretano al 20%, 1,2 mg/kg) la
administraciónintravenosase llevó a cabo en la venayugular. El ICI 154,129se
administró en vena caudaly en rata consciente. Parael desarrollode animales
dependientesde morfina se utilizó la vía oral segúnel esquemaque se indica

posteriormente.

La vía i.c.v. seutilizó parala administraciónlocal de los compuestosen SNC.
con el fin de salvar la barrerahematoencefálica,siendoel volumen de inyección

en estecaso de 10 ul.
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3.1. Administraciónintracerebroventricular

La administracióni.c.v. seefectuódespuésde procedera ¡a canulacióncrónica
delventrículolateralcerebralderecho,paralo cual seanestesiaronpreviamentelas
ratas con Equitesín(3 mllkg), cuya composiciónsc indica a continuación:

Hidrato de Cloral 2.5 mM
Pentobarbitalsódico 0.4 mM

Sulfato magnésico 8.6 mM
Propilenglicol 56.0 mM
Etanol 90% 11.5%
Agua c.s.

Una vez anestesiadas,se fijaron a un aparatoestereotéxico(David Kñpf) y
se efectuó una pequeñaincisión en la piel craneal,entre las líneasinterocular e
intraural, limpiándoseperfectamentela superficieexpuestade la calotahastadejar
las suturasvisibles, para permitir con posterioridadla fijación permanentede la
cánula. A continuación,utilizando un torno dental, se practicarontres pequeños
orificios en el cráneo,en uno de los cualesse introdujo una cánulaguía de teflón
(24 CiA, ID. 0.022. Wall. 0.006”, Small Parts Inc. Maryland) de acuerdocon las

siguientescoordenadas:1.0 mm lateral,0.8 mm posteriorcon respectoa la bregma.
La profundidad fue variable en función del peso del animal empleado,
estableciéndose¡a correlaciónque a continuaciónse indica:

Pesodel animal (~) Profundidad(mml

150 3.5
200 4.0
250 4.5

La cánula se introdujo utilizando como soporte una jeringa Hamilton
(Hamilton CO. Mod. 701), a la cual se había ajustadopreviamente,de forma que
la profundidadalcanzadaen el momento de la administracióncoincidiesecon la
senaladaen las coordenadascorrespondientes.La fijación permanentede la cánula
a la superficiecranealse efectuócon cementodental (Dura Lay, RelianceDental

Mtg. Co.). Parafacilitar el proceso,se emplearondos pequeñostornillos ajustados
a los dos orificios situadospor encimay por debajo de la posición de la cánula.

Antes de procedera cualquier manipulaciónexperimental,se dejarontranscurrir,
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al menos,72 horasparapermitir la recuperacióncompletade los animalesque se
mantuvieronaisladospara evitar la destrucciónmutua de las cánulas.
Transcurrido este periodo de tiempo, la administración sc llevó a cabo
introduciendo,a travésde la cánulaguía, una cánulade polietileno(PE 10, Clay
Adams)que había sido llenadapreviamentecon la solucióna inyectary que, a su
vez, estabaconectadaa unajeringa Hamilton (Hamilton CO. Mod. 701), necesaria

para procedera impulsar la solución a través de la misma. Para confirmar la
localizacióncorrectade la cánula,siempreque el diseñoexperimentallo permitía

y tras el ensayocorrespondiente,se inyectaron10 ul de tinta, comprobándoseal
cabo de 5 minutos, en una seccióntransversaldel cerebro, que la distribución y
difusión de la mismaen el sistemaventricularera adecuada.

3.2. Administraciónaónicapor implantaciónde minibombasAlzet

Parala administracióncrónicade naloxonaen animalessometidosal modelo
de deprivaciónsocial,sc utilizaron 24 ratasmachode 90±10g de peso,a las que
se les implantó una minibomba ALZET (modelo 2002) conteniendonaloxonao

salino. El aislamientoo agrupamientose efectuó inmediatamentedespuésde la
operación.Paraprocedera la implantaciónde ¡a bombade infusión continua,una
vez anestesiadoel animal con equitesín,se procedió a afeitar la piel en la zona

dorsal del cuello y se realizó una incisión transversalde 1 cm de largo. A
continuación,seseparóel tejido adheridoa la piel, medianteun pinzo hemostático,

y se realizó unacavidadsubcutáneaadecuadapara ¡a inserciónde las minibombas
en el espacio intraescapular. Una vez llena la bomba con la solución

correspondiente,se introdujo por el extremo a través del cual se verifica la
liberacióny a continuaciónse suturóla herida.

La minibombaALZET es una bombaen miniatura que libera una cantidad
constantede la solución colocadaen su interior duranteun periodomáso menos
largo de tiempo. El modelo empleadopara el ensayofue el 2002 que, con un
reservoriode 200 ul, ¡ibera 0.5 ul,/hora durante14 días. De modo que, llena la
misma con una solución de naloxona de 100 mg/mI, proporcionaun grado de

liberación de 50 ug¡h, suficiente para mantenerbloqueadopermanentementeel
receptoropioide durantecatorcedías. Estasminibombasconstande un reservorio

de materialflexible e impermeable,rodeadode unaláminaquecontieneun agente
osmótico,y, todo ello, rodeadoa suvez de unamembranasemipermeable.Cuando
la minibombaestá llena e implantadaen el animal, se encuentraen un ambiente
acuosoy el agenteosmóticoembebeunaciertacantidadde aguaqueescontrolada
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por la membrana semipermeable.Este agua embebida genera una presión
hidrostáticasobre la pareddel reservorio,originándoseasí un flujo constantede
su contenidoa travésdel orificio de salida.

3.3. Protocoloparael desarrollode animalesdependientesde morfina.

Las ratasse hicieron dependientesde morfina por autoadministraciónoral del

opiáceoen el agua de bebida, según el protocolo elaboradopor Ahtee y cols.
(1989). Este método presenta, sobre las técnicas clásicas (administraciónpor
inyección repetidade morfina durantevarias semanaso implantaciónde pellets),
las ventajasde evitar, tanto la manipulaciónexcesivade los animaleseliminando
de estemodoel estréseventualal quepudieranestarsometidos,como la aparición
de síndromes de abstinencia parciales en los períodos existentes entre las
inyeccionesrepetidasde morfina.

La morfina, en forma de clorhidrato, sc disolvió en una solución de sacarosaal

10% con objetode evitar el rechazode los animalesal opiáceodebido a su sabor
amargo(Khavari y cols. 1975). Despuésde realizarun control inicial del consumo
de la solución de sacarosa,los animalesfueron aisladoso agrupadosy recibieron,

durante 15 días, concentracionescrecientesde morfina (0.1-0.4 mg/mí) en la
solución de bebida.Los dos grupos control eran similares, teniendocomo fuente

única de bebidasacarosaal 10%. El protocolo de administraciónfue el siguiente:

Días O - 4 O.i mg/ml
Días 4 - 8 0.2 mg/ml
Días 8 - 12 0.3 mg/ml
Días 12 - 15 0.4 mg/ml

En el día 15 se interrumpió la administracióny la dependenciafísica de los
animalesa morfina se confirmó mediantela observaciónde la pérdidade peso
duranteel síndrome de abstinencia(Stolermany cols. 1975). A partir de este
momento, y hasta la finalización del experimento, todos los animales se
mantuvieroncon sacarosaal 10%.
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4. METODOS DE MEDIDA DE LA. PRESION ARTERIAL

4.1. Medida indirecta(tail-cuff)

La medida indirecta de la presiónarterial sc efectuó en un aparatoW+W,
B.P Recordero, en su caso, en un aparatoLetica, segúnel método descritopor

Buñag(1973). En esteprocedimientoseaplica en la cola del animal un manguito
unido a un dispositivoneumáticogeneradorde unapresiónquevaría cíclicamente.
Cuandola presión de este manguito superala presión sistólica de las arterias
caudales,éstasse colapsan,interrumpiéndosela transmisiónde la pulsacióna la
parteperiféricade la cola. Cuandola presióndel manguitodesciende,la pulsación

retornay es detectadapor un transductoracopladopreviamentea la cola de la
rata, cuya señal es convenientementeamplificada y registradapor una plumilla
sobre un papel calibradoen mm de Hg o en un lector digital.

Para obtenerun registro estable de presión arterial es preciso provocar
previamentela vasodilataciónde las arteriascaudalesde la rata,lo cual seconsigue
colocandoel animal bajo una lámpara de luz infrarroja duranteun período de

tiempo de 5-10 minutos, dependiendode la temperaturaambiente.A continuación,
se introduce el manguito y el transductor en la cola y se va aumentando
progresivamentela presión ejercida por el manguito a medida que se va
registrando la pulsación. Cuando la presión del manguito iguala la presión
diastólica, la amplitud del trazado comienzaa descenderhasta que se anula
completamentecuandoalcanzala presiónsistólica. La escasareproducibilidaden
los valores de la presión arterial diastólicaobtenidascon el aparatoW+W, B.P

recorder,obligarona utilizar exclusivamentelas medidasde presiónarterialsistólica
cuandoel diseñoexperimentalrequeríaestemétodode medida.

Todaslas ratasse sometierona dicha medidadurantelos tresdíasprevios al

inicio de cada experimentocon objeto de favorecer su acostumbramientoy
posteriormanipulación,seleccionandoúnicamenteaquellosanimalescuyosvalores
de presión arterial eran establesduranteeste período de tiempo. Los valores
finales de las presionesarterialessistólicay diastólica consideradoscorresponden

a la media de, al menos,ocho medidasconsecutivas.La frecuenciacardíacase
obtuvo medianteun cardiotacómetroacopladoal sistema.
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42 Medida directa

La medida directa de la presión arterial se realizó conectandoun catéter,
previamenteimplantadoen la aortaabdominalo en la carótidaa un transductor

Stahamacopladoa un polígrafo Grass7D con salida para tres canales.Dos de
las tres unidadesconstande un preamplificadory un amplificador de corrientey
el tercero lleva un cardiotacómetroque, estimulado por la presión de pulso,
permite la medidade la frecuenciacardíaca.

La presión arterialy la frecuenciacardíacase registraron,al menos,durante
los treinta minutospreviosal inicio de cadaexperimento,o hastaque se consiguió
un registro estable de presión, lo cual sucede cuando el animal permanece
prácticamenteinmóvil en el interior de la jaula. Para facilitar estasituación, el

animal había sido acostumbradopreviamenteal entornoy al manejo durantelos
tres días previos a la realización del experimento. Las medidas de la presión
arterial y ¡a frecuencia cardíaca,siempreque fue posible, se efectuaronpor el

método directo, eligiéndose éste frente al método indirecto porque permite
determinarambosparámetroscardiovascularescon el animal en situación libre,
mientrasqueen el casodel “tail-cufft ha de reducirsela motilidad del animalilidad
al mínimo envolviéndoloen el interior de un paño, quedandoúnicamentela cola
al descubierto.Adicionalmente,el procedimientode medida directa permite un
registro continuo de la presión arterial, ventaja importantecuando se trata de
observarefectosagudoso de breve duración,imposiblesde apreciarpor el método
indirecto.

Las variacionesdebidasal empleo de una u otra técnica fueron descartadas
enexperimentospreviosrealizadosen rataanestesiada,pudiendocomprobarseque
existía una buena correlación entre los valores de presión arterial sistólica y
diastólica obtenidospor ambosprocediemientosde medida,coincidiendode este

modo con los datos obtenidospor otros autores(Pfeffer, 1971; Ferrari y cols.
1986).

5. TEST DE ANALGESIA

El test de analgesiade la placacaliente(Eddy y Leimbach1953) fue aplicado
para evaluarla acciónantinociceptivaprovocadapor el aislamiento,así comopara
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confirmarla adecuadaliberaciónde naloxonaenanimalesimplantadosconbombas
ALZET mediantela determinaciónde su efectohiperalgésico.

Para ello, las ratas se colocaron en una placa caliente mantenida a una
temperaturaconstantede 50~ C, anotándoseel tiempo de latencia transcurrido

hastala aparicióndel primer síntomanociceptivo. El lamido de las patastraseras
fue el criterio seleccionadopara la respuesta.En ausencia de la misma la
aplicacióndel test al animal se interrumpió a los 80 sg. (“cut-offtime”).

6. TECNICAS QUIRURGI CAS

6.1. Canulaciónde la aortaabdominal

La implantacióncrónica de un catéteren la aorta abdominal,método que
permitela medida directa de la presiónarterial de un modo continuo en el animal

conscientey en estado libre, se efectuódel modo siguiente.Unavez anestesiadas

las ratas con equitesin, se practican dos incisiones transversalessobre la zona
posteriordel cuello. A continuación,se abre el abdomensiguiendola ¡inca alba.
El catéter, compuesto por dos segmentos de polietileno PE-lO y PE 20
(Clay-Adams, U.S.A), de 10 y 17 cm de longitud, respectivamente,ensamblados

de acuerdocon el método de Stanton(1971), se colocanen un trocar, el cual se
pasa a través del psoaslateral izquierdo y, siguiendo la pareddorso lateral, se

conducehacia las dos incisiones previamenterealizadasen el cuello, fijándoseel
extremoPE 20 del catéteral músculo situadopor debajode aquellascon hilo de

sutura.Seguidamente,se llena con heparina0.1% (Labs.Leo) y se cierra con un
pequeño tapón de polietieleno PE 100. Después de localizar y disecar

cuidadosamentela aorta abdominal,entrela bifurcación de las arteriasrenal e
ilíaca, sc ocluye momentáneamentela arteria con hilo de sutura, y se pincha
superficialmentepor encimadel punto de oclusión con una aguja semicircular C
18. Con posterioridad,el extremoPE 10, cortadoen forma de bisel, se introduce

en la aorta hastasituar el mismo por encima de su unión con la arteria renal
izquierda. Una vez fijada la cánulaal psoas,se procedea suturar,por planos,el
músculoabdominaly la piel, aplicándoseunasolución de alcohol iodadosobre las
suturas. Finalmente,se admínistra,a través de la cánula, gentamicina5 mllkg,
(Gevramycin 20, Schering Labs. Essex, España). Esta operación,así como la

administraciónde heparina, sc repitieron tres veces por semanapara evitar la
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obstrucciónde la cánulay prevenir el riesgode infecciones.Una vez implantado
el catéter,y antes de procedera cualquiermanipulaciónexperimentalen las ratas,
se dejaron transcurrir,al menos,72 horas para permitir la recuperacióncompleta

de los animales.

6.2. Canulaciónde la arteria carótida

La canulaciónde la arteria carótidase aplicó, única y exclusivamente,parala
medida de la presión arterial en animales anestesiadoscon una solución de
etiluretanoal 20% (1,2 mglkg). Paraello, el animal sc colocaen posiciónventral
sobre una mesade operaciones.Despuésde localizar la arteria junto al nervio
vago, se disecael vaso,efectuándosela canulacióncon una pequeñaagujaque se

asegura a la arteria mediante hilo de sutura. La arteria así canulada y
convenientementeconectadaa un transductorStahamy a un polígrafo Grass7D,
permite la medida de la presión y la frecuencia cardíaca.Cuandoel protocolo
experimentalexigía la administraciónen estos animalespor vía iv., se canuló la
venayugularcontralateralde modoanálogoal descritoparala carótida.Conobjeto

de prevenir la coagulaciónse administraron0.1 ml de heparina5.000 U/ml.

6.3. Extracciónde las adrenales

Las adrenalesse extrajeron retirando ambas glándulas a través de dos
pequeñasincisionesrealizadasaambosladosdel dorsodel animal, tanto en la piel
como en la masamuscularsubyacente.Inmediatamentedespuésde la extracción
de las glándulas,se procedió a determinarsu peso, previa eliminación del tejido
adiposoadheridoa las mismas.

7. MODELO DE ESTRES

El modelo de estrés utilizado fue el de deprivación social breve. Las

condicionesexperimentalespara la inducción del estréspor este método fueron
descritas en primer término por Gardiner y Bennett (1977) y modificadas
posteriormentepor Naranjoy Fuentes(1985). En estemodelo,cadaratase coloca
individualmente en una jaula standard (25*25*14 cm) de paredes opacas,
manteniéndoseen aislamientocontinuodurante15 días,o hastaque se obtieneel
desarrollode la respuestahipertensiva,considerandosequeéstaseproducecuando
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los valoresde presiónarterial sistólicase sitúanpor encimade los 150 mm de Hg.
Paralelamente,se utiliza un grupo control constituidopor un conjunto de cinco
ratas agrupadasque permanecenduranteel mismo períodode tiempo en jaulas
de mayor tamaño(40*33* 16 cm) y en condicionessimilaresa las descritasparalos
animalesaislados.En todos los casosse utilizaron animalesde seis semanasde
edad (90+10 g) al comienzo del período de aislamiento, que habían sido
habituadospreviamentea la medidaindirecta de presiónarterial, y, en todo caso,
con valoresde presiónarterial sistólica inferioresa 140 mm de Hg.

& DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

8.1. Fundamentosde la cromatografíalíquida de alta resolución(HPLC)

La técnica de cromatografíalíquida de alta resolución (HPLC) y de fase
reversa, empleadapara la realización de determinadosexperimentosde este
trabajo,esunavariantede la cromatografíaclásica de fasenormal,quepermite la
separaciónde mezclascompuestaspor sustanciaspolareslas cuales,utilizando fase
normal,quedaríanfuertementeretenidasen la faseestacionaria(columna) por su
caracter hidrofílico, circunstanciaesta que alargaría el tiempo de análisis y la
cantidadde eluyente empleado.La cromatografíade fase reversade par jónico
incorpora a la anterior la ventaja de permitir la manipulaciónselectiva de los
tiemposde retenciónde moléculasionizadas,cuandoel formador delpariónico (en
nuestrocasoun ácido sulfónico) se añadea la fasemóvil, e interaccionacon el
grupo NI-I” de las catecolaminas,suprimiendosu ionización e incrementando,de
este modo, la retención de las mismas en la fase estacionaria,mientras los

componentesácidos o neutrosde la muestrano son afectados.

Además de los compuestos formadores de pares iónicos, el pH, la
concentracióndel solvente orgánico y ¡a fuerza iónica, son los factores más

frecuentementemanejadospara obteneruna resoluciónadecuadade la mezclade
catecolaminasanalizadas.

Respectoa los sistemasde detecciónempleados,han sido los dos que a
continuaciónse describen.
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& 1.1. Detecciónelectroquímica

Un compuestopuedeser detectadoelectroquimicamentecuandoes capazde
sufrir procesosde óxido-reducción,dentro de los límites de potencialfijados por
el tipo de materialdel electrodode trabajo.Todaslas catecolaminasson,por tanto,

susceptiblesde ser detectadasanalíticamentepor oxidación a suscorrespondientes
ortoqinonasen la superficiedel electrodode trabajo,liberándosedoselectronesen

el proceso.La intensidadde la corrientegeneradaesdirectamenteproporcionalal
númerode moléculasoxidadasen contactocon la superficiedel electrodo.

La selectividadde este método de detecciónse logra ajustandola diferencia
de potencialentreel electrodode trabajo, y el de referencia,a un valor justo por
encimadel potencialde oxidaciónde los compuestosde interés.Parala detección

de catecolaminas,se requierenpotencialesdel ordende 0.60-0.70V, sin embargo,
los metabolitos0-metiladosde éstas,como el MHPG, requierenuna energíade
activación más alta y, por tanto, potencialesde oxidación más elevados.En la
práctica,mientrasseefectuabala eleccióndel mejor métodoparala determinación
de MHPG, se emplearonal menos 15 fases móviles distintas, variando fuerza
iónica, pH y concentraciónde metanolen la fasemóvil, así como modificandoel
potencialde oxidación, sin conseguir,con el empleodel detectorelectroquímico,
ni la sensibilidadadecuadani una resolución satisfactoriaparaestemetabolito.

8.1.2. Detecciónfluorimétrica

La fluorescenciatiene lugar cuandolos compuestosqueposeendeterminados
gruposfuncionalesse excitan con energíade una cierta longitud de onda y emiten
una radiación de energia inferior, que es medida graciasa la presenciade un

fotomultiplicador. Las catecolaminas,debido a su estructurafenólica, presentan
fluoresencianatural para unalongitud de ondaentre200-300nm. Este sistemade
detecciónpermite la cuantificacióny separaciónde catecolaminas,y de catecoles
en general,aunquecon una sensibilidaddel orden de 10-100 veces inferior a la
obtenidacuandose empleala detecciónelectroquímica.Mediante el empleo de
estatécnica, sc obviaron los inconvenientesderivadosde la escasaresoluciónque
se obteníapara la identificacióny posterior cuantificacióndel MHPG cuandose
utilizaba la detecciónelectroquímica,ya que otros componentesresultantesde la
hidrólisisnecesariade la muestra,comosedetallaráposteriormente,detectadospor

estesistemano presentanfluorescencianatural.
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Nuestro sistema constabade un monocromadorpara la selección de la
longitud de onda de excitación y un filtro de emisión de pasode bandapara la
longitud de ondade emisión.

8.2. Determinaciónde la velocidadde renovaciónde noradrenalina,dopaniinay de
los nivelesde adrenalinapor I-LPLC

8.21. Preparaciónde las muestras

Los animales se sacrificaron por decapitación, procediéndosede modo
inmediato a la extracción del cerebroy, posteriormente,a la disección de las
estructurascerebralesdiscretas,según el procedimiento de Glowinski e Iversen
(1966).A continuación,sepesarony congelaronennieve carbónica,almacenándose
a -81$C hastael momento de las determinaciones.

Homo2eneización

La homogeneizaciónse realizó en un líquido de extracciónque conteníaácido
perclórico0.4 M y 3-4 DHBA como standardinterno parala cuantificaciónde NA,
AD, DA y DOPAC, empleandopara este fin un homogeneizadorde ultrasonidos
(Labsonic1510, Braun). A continuación,se centrifugó el homogeneizadoa 11.000
r.p.m. en una minifuga Heracus. Mod.B durante30 minutos, recogiéndoselos

sobrenadantespara efectuarel análisis directo de los mismos por HPLC con
detecciónelectroquímica,en el caso de NA, AD, DA y DOPAC, o bien se
procedióa realizarunahidrólisis ácidaprevia a su determinaciónfluorimétrica, en
el caso del MHPG-sulfato. El volumen para la homogeneizaciónfue variable,
dependiendode la concentraciónestimadade MHPG en el tejido a analizar.Se
obteníanbuenasrespuestaspara ambosdetectoresempleando8 volúmenespara
el bulbo raquídeoy 10 volúmenespara el hipotálamo.

Paraprocedera la determinaciónde MHPG,y puestoqueestemetabolitoen
cerebrode rata se encuentramayoritariamenteconjugadoen forma de sulfato, es

necesariorealizarunahidrólisis previa,con objetode dejar el MHPG en su forma
libre, ya quela presenciadel grupo sulfato imposibilita su detecciónposterior.Con
este objeto, se tomaron 200 u] del sobrenadanteen tubos de crista] de 3 ml y se
introdujeron en un baño de agua a 1000 C durante 4 minutos. Después de
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neutralizarlos mismos con Na(OH) 2N, se efectuó el análisis cuantitativo de
MHPG, tras someter a las muestrasa una centrifugación leve con el fin de
recolectartodo el líquido en el fondo de los tubos.El rendimientode la hidrólisis

no fue, en ningún caso, inferior al 70%.

8.2.2. Condiciones cromatográficaspara la determinación de noradrenalina,

adrenalina,dopaminay DOPAC.

La separacióny cuantificaciónde estas aminasse llevó a cabo inyectando
directamente los sobrenadantesen un equipo de HPLC con detección
electroquímica,empleandocolumnascromatográficasde fase reversa.El sistema

cromatográficoempleadoestabaconstituido por una bomba (WatersM-510), un
inyector automático(Spark Holland. Mod.Promis II), un detectorelectroquímico
(Waters M-40) y un integrador (Spectra Physícs, Mod. SP-4290). La columna
empleadafué una Resolve C-18 (Waters) de 15 cm de longitud, 4.6 mm de
diametroy 5 u de tamaño de partícula,de fase reversa.La fase móvil estaba
compuestapor:

Acido cítrico 0.1 M
Acetato sódico 0.1 M

EDTA 0.15 mM
Octilsulfatosódico(PIC) 1.2 mM

Metanol 10%
pH = 3.75

todo ello, disuelto en agua procesadamediante un sistema Milli-Q (Waters),

adosadoa un sistemade prepurificación Milli-RO (Waters).La adición de PIC
como formador de par iónico es imprescindiblepara la detecciónde NA, ya que
aumentasu tiempo de retenciónimpidiendo queeluya con el frente de inyección.
La separacióncromatográficase realizó a un flujo de 1 ml/mm, aplicándoseuna
diferenciade potencialde 0.65 V, entreel electrodode trabajoy el de referencia.
La cantidad de muestrainyectadafue de 20 ul.

8.2.3. Condicionescromatográficasparala determinaciónde MHPG

Para determinarel contenido de MHPG en las muestrasse utilizaron dos
alicuotas del sobrenadantede 200 ul cada una, según el método descrito por
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Artigas y cols. (1986). La alicuota endógena(Ej llevaba,además,10 ul de agua
destiladay la sobrecargada(5) 10 ul de MHPG-sulfato (600pg/ul). A continuación,
se procedióa la hidrólisis de ambasalicuotas,segúnse indicaba con anterioridad,
y los sobrenadantes,una vez hidrolizados,se inyectaronen un equipo de HPLC
con detecciónfluorimétrica.

Los componentese instrumentaciónfueron similaresa los descritos en el
apartado anterior, si exceptuamosel empleo en este caso de un detector
fluorimérico (Applied Byosistem, 980). La columna utilizada fue una ODS-1
Spherisorb(Brownlee) de 5 u, 10 cm de longitud y 4.6 mm de diámetro.La fase

móvil tenía la siguientecomposición:

Acido cítrico 0.03 M
Fosfato disódico 0.06 M

Metanol 5,5%

y circulabapor el sistemaa un flujo constantede 1.2 mí/mm. En estascondiciones,

el MHPG eluye aproximadamentea los 5 minutos. Las longitudes de onda
empleadaspara la detección fueron 236 nm (excitación) y 350 (emisión). La
respuestadel detectorfluorimétrico para el MHPG era lineal, segúnsecomprobó
previamente,en un rangoentre 0.5-5 ng r= 0.9996.

El volumen inyectadofue de 50 ul y la cuantificaciónse efectuópor el método

de adicción externa.

8.2.4. Cuantificacióny expresiónde los resultados

Los standardsempleadosparala identificacióny cuantificaciónde los distintos
componentesde las muestrasse prepararonen ácido perclórico 0.4 M para NA,
AD, DA y DOPAC y en metanol absoluto para el MHPG-sulfato y MHPG-
hemipiperazina.Estas soluciones almacenadasa -2(9 C se mantienenestables
duranteun mes.Lassolucionesde trabajo(50-200 pg/ul) seprepararondiariamente
por dilución de las solucionesmadre (100-200ng/ul) en ácido perclórico.

La calibración del sistema se efectuó por inyección del standardexterno
correspondiente.El DHBA y el MHPG-sulfato se emplearoncomo standards
internos para la cuantificación de NA, AD, DA, DOPAC y de MHPG,
respectivamente,y su uso se justifica por las pequeñasvariacionesque pudieran
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presentarseen la preparaciónde la muestrao en el volumen de inyección. Para
compensarla disminución gradual de la sensibilidad del detector con el uso
continuo, se inyectaronlos standardscada5 muestras.

Los standardssc procesaronde modo paraleloy la concentraciónde las
catecolaminasen las muestrasse determinópor comparaciónde las áreasde sus
picos con las áreasde los picos obtenidospara los standards,despuésde aplicar
la correccióncorrespondienteunavez evaluadala recuperaciónparael standard
interno (3-4 DHBA). El valor obtenidofue de nuevocorregido,en función de los
volúmenesde homogeneizaciónde cadatejido, para expresarlas concentraciones

en pg/mg de tejido.

Para el caso del MHPG, la concentraciónen las muestrasse obtuvo de
acuerdocon la siguientefórmula:

he/ce hs/(ce + cs)

he = altura del pico de MHPG en la alicuota E
hs altura del pico de MHPG en la alicuota S

ce = concentraciónreal de MHPG
cs = concentraciónde MHPG-sulfato añadidoa la alicuotaS

Las velocidadesde renovaciónde NA y DA se expresancomo el cociente
entrela concentracióndel metabolitoy la concentraciónde la amina, MHPG¡NA

y DOPAC/DA respectivamente.

8.3. Ensayosde fijación

El fundamentode este tipo de ensayosse basa en la capacidadque poseen
distintos radioligandos (compuestos marcados radioactivamente), a bajas
concentraciones,para unirse selectivamentea aquellos sitios de fijación por los
cuales presentanuna afinidad elevada.Esta metodologíapennite estudiar las

poblacionesrelativasde receptoresexistentesen un tejido determinadoy, asimismo,
observar las eventualesvariacionesproducidas por distintos tratamientossobre
dichosreceptores,mediantela cuantificaciónde unaseriede parámetrostalescomo
la constante de afinidad (KD) específica para cada receptor, el número de
receptores(Bmax) o la determinaciónparalos distintos agonistasy antagonistasde
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cadareceptorde los valoresde 1C50 (concentraciónde desplazantequees capaz
de inhibir en un 50% la unión específicade un ligando marcado).

El mayor problemaen cualquierestudiode fijación, esla identificación de los
sitios de unión reconocidospor el radioligandoempleadocomo receptores.Para
los receptoresopioides son dos los requerimientosmínimos exigibles: que el
procesode unión específicaseasaturable,entendiendoaquellacomo la diferencia
de radioactividadligadaen presencia(binding inespecífico)y en ausencia(binding
total) de un exceso del ligando no marcado frío, y que la unión sea
estercoespecífica.

8.3.1. Metodologíade los ensayosde fijación de receptores

El método más común para el análisis directo de la interacción opioide-

receptoresla medidade la fijación de ligandosa preparacionesde membrana.Las
membranasson preparadaspor homogeneizaciónenfrío del tejido correspondiente,
en un buffer adecuadopara el ensayo. A continuación, el homogeneizadose
somete a una o varias centrifugaciones sucesivas para separar la fracción
enriquecidaen membranasplasmáticas.Despúesse procedea la resuspensióndel
pellet, siendoen algunasocasionesnecesariauna preincubaciónpara facilitar la
disociación de los ligandos endógenos al receptor. Una vez preparadaslas
membranas,sc procedea los ensayosde fijación propiamentedichos, incubando
las mismascon distintas concentracionesde un radioligando en presenciay en
ausencia de un exceso de ligando “frío’ (no radioactivo), que actúa como
desplazante.Paraasegurarlas condicionesóptimasdel procesode fijación sedeben
controlarlos siguientesfactores:concentraciónestimadadel receptor,concentración
del radioligando, tiempo, y temperaturade incubación. Tras la incubación, se

procede a separarla fracción fijada del ligando al tejido de la fracción libre,
medianteunafiltración rápidaal vacío, siendonecesariolavar cadatubodos o tres
vecescon 5-10 ml del buffer frío correspondiente.Una vez finalizadala filtración,
se realiza el contaje radiométricode los filtros introducidospreviamenteen viales
con un volumen adecuadode líquido de centelleo.

La representaciónde los datos se efectúa medianteel procedimientode
Scatcharden la que en abcisasse indican los valores de “binding específico”

(BE¡fmoles muestra)y en ordenadasBE/DL, donde DL es la concentracióndel
ligando libre por muestra,obtenidade la diferenciaentrela cantidadde ligando
en el medio, y BE el ‘binding” total obtenidopara cadaconcentracióndel ligando
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marcadoradioactivamente.La intersecciónde la rectaconel eje de abcisaspermite
cuantificarel númerode receptores(Bmax) y la inversade la pendientela afinidad
del proceso(KD).

8.3.2. Fijación de 3H-etorflnaa receptoresoploides

El hipotálamoy el bulbo raquídeo,ademásdelcerebrototal previaseparación
del cerebelo, fueron las estructuraselegidaspara los estudios de fijación de
etorfina,debidoa la poblaciónrelativamenteelevadade receptoresopioidesen las

mismas,así comopor su conocidopapelen el control cardiovascular.

Los animales,unavez sometidosal tratamientoen estudio,se sacrificaronpor
decapitación,procediéndosea la extracción del cerebroy a la disección de las
estructuras,segúnseindica en el apanado8.2.1. La homogeneizaciónserealizó en
20 volúmenesde un buffer con la siguientecomposición:Hepes25mM, sacarosa
0,32 M, pH=7.4, en un homogeneizadorcon émbolo de teflón. El homogenado
resultantese centrifugóa 40 C y 3000 r.p.m.durante5 minutosen una centrífuga

MSE, Mod. High Speed18. Despuésse recogió el sobrenadantey el pellet fue
nuevamenteresuspendidoen 20 volúmenesdel mismo bufferhepes-sacarosa,siendo
centrifugado por segunda vez en las mismas condiciones. El sobrenadante
procedentede la misma,junto con el de la primeracentrifugación,se sometieron
seguidamentea una terceracentrifugacióna 12.000 r.p.m. durante10 minutos. El
pellet obtenido se rehomogeneizóen 10 volúmenesy, despuésde una última
centrifugacióna 12.000r.p.m. durante10 minutos, se resuspendióen un volumen
de buffer hepes-sacarosasuficiente para obteneruna concentraciónfinal de 0.1
mg/nl de tejido. La suspensiónresultantefue la que se empleócomo fuente del
receptoren los ensayosde fijación.

Posteriormentese incubaron, por triplicado y a 370C durante25 minutos,
alicuotasde 100 ul parael bulbo raquídeoy de 70 ul parael hipotálamo,junto con

3H-Etorfina (50 Ci/mmol) en un rango de concentracionesde (0.25-4 nM), en
presenciay en ausenciade levorfanol 10~ M, completandocon hepes25 mM hasta
un volumen final de 500 ul por tubo. Transcurridoel tiempo de incubación,las

muestrasse filtraron a vacío de forma rápida a travésde filtros WathmanGF¡F
de fibra de vidrio. Los filtros se lavarondos vecesconsecutivascon 5 ml de hepes
5mM y se introdujeronen miniviales,añadiendo2 ml de cocktail de centelleo(22-
Normascint. Lab. Scharlau)determinándose,por último, la radioactividadde las
muestrasen un contadorde centelleoliquido Beta (LKB).
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8.4. Valoración de proteínas

La evaluaciónde la concentraciónde proteínase realizó segúnel método de
Low¡y, que se basa en la formación de un complejo cobre-proteinaen medio
alcalino. Estecomplejo reduceel reactivode Folin (fosfomolíbdico-fosfotúngstico),
originando un compuestocoloreado, azul, que es susceptiblede ser medido
espectrofotométricamente,presentandosu longitud de ondade máxima absorción
a 560 nm.

Para la realizarestavaloraciónse parte de una solución de albúminabovina
de concentración1 mg/mí, a partir de la cual se prepara,posteriormente,unacurva
patrón mediantedilucionessucesivasparaobtenerconcentracionesde proteínaen
un rangode 20-300 ug. Los reactivosempleadosfueron los siguientes:

Reactivo1 Carbonatosódico 2%
Hidróxido sódico 0.1 N

Reactivo II Sulfato cúprico 0.5%

Tartratosódico 1%

Reactivode Folin

A continuación, sc colocan en cada tubo 400 ul de las soluciones que
contienen las distintas concentracionesde albúmina bovina, o bien, una cierta

cantidad de nuestrohomogeneizadoproblema,volumen éste que dependede la
concentraciónestimadade proteínaen cada estructuracerebral,y que se lleva
siempre hasta 400 u] con agua. Seguidamente,se añaden2 ml de la solución
alcalina de cobre, formadapor la mezcladel reactivo 1 y el reactivo II en una
proporciónde 50:1. Se agitala muestray sedejareposar10 minutosa temperatura
ambienteantesde añadir 200 ul del reactivo de Folin 1 N. Despuésde un tiempo
de contactono inferior a unahora,se mide la absorbanciadel compuestoformado
a 560nm. Las concentracionesde proteínaen la muestraproblemase determinan
por extrapolaciónde las absorbanciasen la curvapatrón.
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8.5. Determinación de los niveles plasmáticos de corticosterona par
radioinniunoensayo

8.5.1. Preparación de las muestras

Los animales se sacrificaron por decapitación, entre las 9 y las 11 a.m.,
recogiéndosela sangretroncularen tubosde polipropilenoheparinizados,enfriados
con hielo. Posteriormentese centrifugaronlas muestrasa 2500 r.p.m. durante10
minutosa 40 C. Por último, el sobrenadantese mantuvocongeladoa -20” C hasta

el momentodel análisis.

Paraevitar la necesidadde efectuarla extracciónprevia de la hormonacon
disolventesorgánicos,se realizó una digestiónde las muestrascon tripsina, enzima
que permite la hidrólisis de la transcortinay otras proteínascon alta afinidadpor
la corticosterona. La tripsina y el inhibidor de tripsina se prepararon
extemporáneamenteen un buifer de ensayoconstituido por:

Fosfato 0.005 M
SeroalbúminaBovina 0.06 %

Gamma-Globulina 0.02 %
CINa 0.9 %
pH~7.4

El ensayo se realizó por duplicado en miniviales, añadiendo100 ul de la
solución de tripsina (1 uglul) a 2 ul de las muestras,o a 100 ul de los standards,
en su caso. Despuésde agitar los tubos durante un minuto e incubarlos a
temperaturaambienteduranteuna hora, la reacciónse detuvo añadiendo100 ul

de unasoluciónde 1.25 ug¡ul del inhibidor de tripsina.Tras agitacióne incubación
durante 30 minutos a temperatura ambiente, se procedió a realizar el

radioinmunoensayo.

Los standardsse prepararondiariamentea partir de una soluciónmadre de
corticosteronaen etanolde 500 ug/ml, añadiendo0, 15, 31, 62, 125, 250, 500, 1000,
2000, 4000 y 8000 pg de corticosteronaa 100 ul de etanol. El etanol se evaporó

con corrientede nitrógenoen un baño a 370 C, y los standardsse resuspendieron
en 100 ul de buffer de ensayo.
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8.5.2. Radioininunoanálisis de corticosterona

El radioinmunoensayoesun métodoquese basaen la unión específicade un
antígeno(corticosteronaen nuestrocaso)con su anticuerpocorrespondiente:

Ag+Ac Ag-Ac

Si a una cantidadconstantede antígenomarcado(Ag’) y de antisuero(Ac)
se le añadeantígenono marcado(Ag), ambosantígenoscompitenpor los lugares
de unión del anticuerpo,desplazandoeste último al trazador(Ag):

Ag + Ag + Ac AgtAc + Ag-Ac

Para esta reacción se necesitauna concentracióndel anticuerpo tal que
permita obtener, al menos, un 50% de unión entre el antígenomarcadoy el
anticuerpo en ausencia de antígeno frío. Realizandouna curva standard con
concentracionescrecientesdelAg, se irá produciendoun desplazamientoprogresivo
del Ag del complejoAgtAc, de maneraquepuedeestablecerseunarelaciónentre
la concentraciónde Ag en la mezcla de reacción y la cantidadde complejoAg-

Ac formado, determinadopor el contajedel radioisótopoque permaneceunido
en forma de complejo.La concentraciónde complejo marcadoradiométricamente

represcntael índice de la cantidadde antígenofrío existenteen las muestras.

El radioinmunoensayoparacorticosteronase llevó a cabosegúnel métodode
Armario y Castellanos(1984),realizandoligerasmodificaciones.Despuésderealizar
la digestión de las muestrasy de los standards,según se indicaba en el apartado

anterior,se completóel volumen de todos los tubosa 300 u] con buffer de ensayo,
y se añadieron100 u] de 1,2, 3H corticosterona(60 Ci/mmol), aproximadamente

unas 3000 c.p.m., y 100 ul de anticuerpode dilución 1/10000 (concentración
necesariapara obtenerdel orden de un 50% de unión antígeno-anticuerpo).La
curva standardse completócon un tubo indicador de la unión máximaentre3H-
corticosteronay el anticuerpopresenteen el ensayo,denominadoblancode unión
maximo (B

0), al cual no se le añadióel antígenofrío, y un tubo (N) que contenía
el buffer de ensayomás el marcadorsin el anticuerpo.Todas las muestrassc
incubarona 0-4” C durante14-16h; transcurridoesteperiododetiempo,se separa
el exceso de antígenomarcadoy anticuerpo libre de los complejos antígeno-
anticuerpoformados, precipitandoestos últimos con 200 ul de hidroxiapatitaal
2.5% en buffer fosfato 0.001 M (pH=7.4) por centrifugacióndurante10 minutos
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a 3000 r.p.m. (0-4v C). Por último, se añaden50 ul de buffer fosfato 0.05 M al
pellet. Todos los tubos se sometierona estetratamiento,exceptoel indicador de
la concentracióntotal de antígenomarcado(Ag) en el ensayo.La cuantificación
radiométricade las muestrasse realizó, tras añadir 2 ml de líquido de centelleo
(22-Normascint.Lab. Scharlau),en un contadorbeta(LKB).

El tubo N, que conteníala corticosteronatritiada más el buifer de ensayo,
representala unión inespecíficade éstaa la hidroxiapatita,por lo que las c.p.m.
obtenidasde su contajese han de sustraerde las c.p.mtotalespara cadatubo.

En la Figura5 se muestraunacurva de calibradoen la queserepresenta,en
ordenadas,el porcentajede complejo AgtAc frente a concentracionescrecientes
de antígenono marcado(corticosterona)en abcisas.Estacurva presentauna zona
lineal que se emplearápara la extrapolaciónde las c.p.m. contenidasen las

muestrasproblema,y, consecuentemente,para la determinacióndel contenidode
corticosteronaen las mismas.

8.6 Determinaciónde la actividad de tirosina hidroxilasa

La evaluacióndc la actividad del enzimaTEL se efectuésegúnel métodode
Nagatsuy cols.(1979).El ensayose basaen la determinaciónde la concentración
de L-dopa formada por acción de la TEL sobre su sustrato L-tirosina en
homogeneizadoscerebrales,efectuándosela cuantificaciónmedianteHPLC de fase
reversacon detecciónelectroquímica.

Los animalessesacrificaronpor decapitacióny seprocedióde modo inmediato
a la diseccióndel cerebroy de las estructurascerebralesdiscretas(bulbo raquídeo
e hipotálamo), siguiendo el procedimiento de Glowinsky e Iversen (1966). A
continuación,las estructurasdisecadasse pesarony congelaronen nieve carbónica

hastael momento del ensayo.

La homogeneizacióndel bulbo raquídeoy el hipotálamose realizó en 4 y 2
volumenesde sacarosa0.25 M, respectivamente,y el homogenadocorrespondiente
a 15 y 7 mg de tejido se incubó a 370 C en presenciade 100 ul de una solución
compuesta por: acetato sódico 0.1 M, catalasa 0.1 mg/mí, 6-metil-5,6,7,8
tetrahidropterina(preparadaen mercaptoetanol1 M) y L-tirosina 0.2 mM. Parael
blanco de incubaciónse empleóD-tirosina, que no es sustratoparala TEL ya que
la enzimasólo reconocela forma 1.., en lugar de L-tirosina. Otro tubo conteniendo
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L-dopa 1 uM sc empleó como standard interno. El objeto de procesar
paralelamentetres tipos de tubos (test, blanco y standardinterno) sc fundamenta
en la necesidadde tenerun control indicativo de la L-dopacontenidainicialmente
en la preparaciónantes de procederal ensayo, o de la DOPA formada por

reacciónno enzimática,así como de la recuperacióndel ensayo.Tras 30 minutos
de incubación,la reaccciónse detuvo añadiendo0.2 ml de una solución de ácido
perclórico0.2 M queconteníabisulfito sódico0.5. mM y DELBA 3 uM, realizándose
unacentrifugaciónposterior.La evaluaciónde las cantidadesde L-dopaformadas
en cadatubo se llevó a cabo inyectandolos sobrenadantesen un equipode HPLC
con detecciónelectroquímica,previa purificación de la L-dopa por absorciónen
alúmina activada, lavado y reextracción en ácido perclórico. El sistema
cromatográficoutilizado fue similar al que se describeen el apartado8.2.2. Para
la separaciónse empleó una columna RP-18 (Brownlee L.abs.) de 10 cm de
longitud, 4.6. mm de diámetroy 5 u de tamaño de partícula, efectuándosela
elución con la siguientefase móvil:

Acido cítrico 10 mM
Fosfatodisódico 5 mM
EDTA 0.05 mM

Octil sulfato sódico 0.12 mM
Metanol 3%

pH = 3.0

La diferenciade potencialaplicadaparala determinación entreel electrodo
de trabajoy el de referenciafue de 0.80 V.

Los standardssc procesaronde modo paraleloy la concentraciónde L-dopa
en las muestrasse determinópor comparaciónde las áreasde sus picos con las

áreascorrespondientesa los picos obtenidosparalos standards,despuésde aplicar
la correccióncorrespondientey unavez evaluadala recuperaciónparael standard
interno. La actividad de la TEL se expresaen ng de L-dopa/mgde tejido/horade
incubación.
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9. TRATAMIENTO ESTADIS~CO DE LOS RESULTADOS

El valor de las variablesestudiadasse expresamedianteun parámetrode
centralización(mediaaritmética)y otro de dispersión(error standardde la media)
(ES).

Paraanalizarlas diferenciasentrelos gruposexperimentalesse utilizó el test
“t” de Student,una vez comprobadala viabilidad de su aplicación(ajuste de los
gruposexperimentalesa una distribución normal).



RESULTADOS
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1. ESTUDIOS SOBRE LA PARTICIIPACION DEL SISTEMAOPIOIDE EN LA
RESPUESTA HIPERTENSIVA AL ESTRES POR DEPRIVACION SOCIAL

1.1. Caracterizaciónde la respuestahipertensivaal estréspar deprivaciónsocial

La aplicacióndel modelo de deprivaciónsocial en ratasjovenesprodujo un
incrementoprogresivo tanto de la presión arterial sistólica (Fig.6) como de la

presiónarterial diastólica(Fig.7). En nuestrascondicionesde trabajo, el aumento
de ambos parámetrosfue significativo a partir de la primera semanade
aislamiento,alcanzandola hipertensiónsu nivel máximo y prácticamenteestable
en el transcursode la tercera semana.La lectura simultáneade la frecuencia
cardíaca en los mismos animales no reveló modificaciones apreciables como
consecuenciadel aislamiento(agrupadas420~18;aisladas 408~12,en el día 14).

En los animalesaislados, los niveles plasmáticosde corticosteronay el peso
de las glándulasadrenales, se utilizaron como índices de la actividad del
eje H-H-A y, consecuentemente,del grado de estrésal que estánsometidoslos

animales.La determinaciónse llevó a cabo en el día 14 del aislamiento,una vez
quelos animaleshabíandesarrolladola hipertensión.En esteinstante,los animales

deprivadossocialmentepresentabanunaelevaciónestadísticamentesignificativa de
los niveles de la hormona,así como un aumentodel peso (tejido fresco) de las

adrenalesrespectoal grupo control de animales agrupadosal cabo del mismo
periodo de tiempo (Tabla II).

12 Reversiónde la respuestahipertensivaal estréspar naloxona

La administracióni.p. de] antagonistaopiáceonaloxona(1 niglkg) antagonizó
totalmentela elevaciónde presión inducida por el estrés,ya que el grupo de
animalesaisladostratadoscon el antagonistapresentabaunaslecturasde presión
arterial tanto sistólica como diastólica, similaresa las de los animalesagrupados

(Fig.8). El efecto antihipertensivofue máximo a los 15 minutos de la inyección y
la presión retornó a los niveles basalesal cabo de 1 hora. El grupo control de
animalesagrupadosnormotensosno experimentóalteracionesen la presiónarterial
por efectodel tratamientoconel antagonista.Untercergrupo de animalesaislados
se trató con salino paraexaminarla accióndiferencialdel vehículo,que resultóser

nula.
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TABLA It- Efectode la deprivaciónsocial sobre e] pesode las glándulasadrenales
y sobre los niveles plasmáticosde corticosterona.

PESOADRENALES
(mg/lOO g peso)

COR’I1COSTERONA
(ug/ml)

15.7±0.7 4.08±1.17

20.O±1.4 8.56±O.09~

Los datoscorrespondena animalessacrificadosen el dia 14 de aislamiento,cuando

las ratasaisladashabíandesarrolladola respuestahipertensiva.
* p-cO.05 y ** p-cO.O1 respectoal grupo control de animalesagrupados(test de
la t de Student).

AGRUPADAS

AISLADAS
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13. Reversiónestercoespecíficade la respuestabipertensivaal estréspor naloxona

Con objeto de evaluar la capacidaddel antagonistaopiáceonaloxonapara
revenir, de modo estereoespecífico,la respuestahipertensiva generadacomo
consecuenciade la aplicacióndel modelo de deprivaciónsocial, se procedióa la
administracióni.c.v. de los enantiómeros(-) y (+) del fármaco (20 nmol/rata)en
animalesque, unavez aisladose hipertensos,se habíansometidoa la implantación
de unacánulaen el ventrículo lateralcerebral.Estadosisde naloxonaseseleccionó
sobre la basede estudiospreliminaresen los que se habíademostradoqueerala
mínimacantidadde la forma racémicacapazde antagonizarel aumentode presión

arterial (10-20 mm Hg) que se producetras la administracióni.cv. en animales
conscientesy normotensosde los agonistasselectivosde los receptoresdelta y mu

op¡oides,DADLE y DAGO respectivamente.Dicho incrementoerasimilar al que
segeneraen los animalesestresadospor efectodel aislamiento.Una dosisanáloga
de naloxona(24 nmol/rata)administradai.c.v. sehabíademostradoademásqueera
efectiva para antagonizarla hipotensiónasociadaal shockespinal(Holaday 1983).

Comose observaen la FigS, la administraciónde naloxona (-) produjo una
disminución significativa de la presiónarterial en los animaleshipertensos.Por el
contrario, la administración de una dosis equivalente de su correspondiente

enantiómeronaloxona(+) no antagonizóla antedicharespuestahipertensiva,y su

efectono difería significativamentedel quese obtuvo despuésde la administración
del vehículo.

1.4. Efecto de la administraciónaguda de morfina en animaleshipertensospor
deprivaciónsocial

La administracióni.p. de morfina (10 mg/kg) produjo un incrementode la
presión arterial sistólica en las ratas sometidasdurante 15 días al modelo de
deprivaciónsocial y que presentaban,por tanto, previamente,lecturaselevadasde
presión.Tras la administracióndel opiáceo,la presión arterial sistólica de este
grupo sufrió un aumentoestadísticamentesignificativo respectoal ligero efecto
presorque se obtuvo cuando los animalesagrupadosnormotensosse sometieron

al mismo tratamiento.El aumentode la presión arterial fue máximo a los 30
minutosde la inyección (Fig.10).
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La acción presora de la morfina se acompañóen ambos grupos de una
disminución de la frecuenciacardíaca,que de nuevo fue máxima a los 30 minutos
de la administración , y que, al igual que para la presiónarterial, fue de mayor

intensidaden los animalesaisladoshipertensos(Fig.11).

La administración de salino i.p. no modificó ambos parámetros
cardiovascularesdemodosignificativo enningunode los dosgruposexperimentales.

15. Desarrolla de la respuestabipertensi’vaal estréspor deprivaciónsocial en
animalesexpuestoscronicamentea morfina

En las Figs.14 y 15 se muestrala evoluciónde las presionesarterialessistólica
y diastólicaen animalessometidosal modelo de deprivaciónsocial cuandoson
expuestos,de modo simultáneo,a la administracióncrónica de morfina. En ellas
seobservacómolos animalesaisladosque no recibieronmorfina en la soluciónde
bebidadesarrollabanla hipertensiónde modohabitualduranteel transcursode las
dos primerassemanas,alcanzándosevaloressignificativamenteelevadosrespectoa
su grupo control (agrupados+sacarosa)a partir de los 8 díasde aislamiento.Por
el contrario, la presiónarterialde los animalesaisladosdependintesde morfina se
mantuvo prácticamenteestable mientrasIs ratasestabanexpuestasal efecto del
fármaco. Los valores de presión arterial de este grupo fueron similares a los

observadospara su grupo control (agrupadas+morfina),y sólo ligeramente
superioresa los de los animalesagrupadosquerecibíanuna solución de sacarosa.

La dependenciafísica de los animalesa la morfina se puso de manifiesto
mediante la interrupción del tratamientoa los 15 días de su inicio y posterior
observaciónde la pérdidade peso (máximo a las 24 horas)duranteel síndrome
de abstinencia.Dicha disminuciónponderalfue seguidaen los díasposteriorespor
una mayorgananciade pesoen los animalespreviamentesometidosal tratamiento

crónico con morfina que en el caso del grupo control (Fig.13). Asimismo, se
detectó un incremento progresivo del volumen de solución ingerido por los

animalesexpuestosa morfinaapesardelaumentode la concentracióndel fármaco
en la misma, hecho que se traducíaen una mayor dosis autoadministradaa lo

largo del periodode exposiciónal fármaco(Fig.12).

La interrupcióndel accesoa morfina provocó, asimismo,un aumentode la
presión arterial muy acusadodurante el síndrome de abstinencia,tanto en los

animalesaisladoscomoen los agrupados.Dicho incrementocontinuó haciéndose
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mayor en díassucesivosen el caso de los animalesaislados,mientrasque parael

casode los animalesagrupadosse observabaun descenso,situándoseentoncessus
lecturaspróximas a las de los animalesagrupadosen tratamientoconstantecon
sacarosa.Como consecuencia,en el día 22 los animales aislados, superadoel
síndromede abstinencia,y a los 7 díasde reemplazarla morfina por unasolución
de sacarosaerancapacesde desarrollarla respuestahipertensivageneradapor la
deprivaciónsocial (Fig.14y 15).

Paraponerde manifiestoel componenteopiolde de la hipertensióninducida
porel aislamiento,tanto en el casodelgrupo control tratadopermenentementecon
una solución de sacarosa,como en el del grupo de animales inicialmente
dependientesde morfina y tras retirada de la misma, se procedió a la
administracióni.p de naloxona(1 mg/kg). La inyeccióndel antagonistaprodujo, en
ambosgrupos,un bloqueoreversiblede la hipertensión,hechoquese reflejó tanto
en los valoresde presiónarterial sistólica (Fig.16) comoen los de presiónarterial

diastólica (Fig.17).

1.6. Desarrollo de la respuestahipertensivaal estréspor deprivaciónsocial en

animalestratadoscrónicamentecon naloxona

Para la realización de este experimento, se emplearon 4 grupos

experimentales,constituidostodos ellos por animalesa los que previamentese les
había implantadounaminibombaAlzet, cargadacon salino (grupo control) o con

el antagonistaoploide naloxona.Durante los 14 días de tratamiento,la presión
arterial sistólica (Fig.18) y diastólica (Fig.19) de los animalesagrupadoscontroles
y de los animalesagrupadostratadoscon naloxonapermanecieronconstantes(132-

136 mm Hg y 105-110 mm Hg, respectivamente).Un tercer grupo de animales
aislados controles, procesadode modo paralelo, presentabaun incremento
considerablede los valoresde presiónarterial,alcanzandonivelesestadísticamente
significativos respectoa su grupo control de animales agrupadosal cabo de dos
semanasde ser sometidosa deprivaciónsocial. Sin embargo,en el grupo de ratas
aisladasimplantadascon una minibombaAlzet que liberabanaloxona,la presión

arterial se elevó de maneramucho más lenta, no llegandoen ningún momentoa
desarrollarla respuestahipertensiva.En estemismo grupo,el cesede la actividad

de la bombatras dos semanas,se tradujoen un incrementolento y progresivode
la presiónarteria]sistólicay diastólicaque, sin embargo,no llegó a sersignificativo
en el transcursode la duracióndel experimento.
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NALOXONA

II AGRUPADAS E AISLADAS

Fig.20.- Variación del umbral doloroso en ratas tratadascronicamentecon naloxona y
sometidasa deprivaciónsocial.

La medida del umbraldoloroso se realizó aplicandoel test de analgesimetrfade la placa
caliente, anotandoel tiempo que el animal tardaba en reaccionara la aplicación del
estímulo doloroso. El ensayo se efectuó en el día 14 del aislamiento. Para detalles
metodológicosver Fig. 18. * p<O.O5 respectoa las ratasaisladascontroles,y. p<O.05
respectoa las ratasagrupadascontroles(test de la 1 de Student).
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El último día de funcionamientode las bombas,cuandoaún se desarrollaba
normalmente la infusión continua del fármaco, se llevó a cabo el test de
analgesimetríade la placa calienteen los 4 gruposexperimentales,con objetode
determinarsi la naloxona se liberaba adecuadamentedesde el interior de las

minibombas.Los resultadosse recogenen la Fig.20.Los animalesaisladostratados
con naloxona presentabanun tiempo de latenciade respuestaa la aplicacióndel

estímulo doloroso inferior al de los animales control igualmente aislados. La
naloxonano produjo, sin embargo,efecto algunosobre el umbral dolorosode los
animalesagrupados.Por otro lado, sepudo observarun aumentoestadísticamente
significativo del umbralde percepciónnociceptivode los animalesaisladoscontroles
con respectoa las ratasagrupadascontroles.

Z DETERMINACION DEL SUBTIPO DERECEPTOROPLOIDEIMPLICADO
EN EL DESARROLLO DE LA RESPUESTA1-IIPERTENSIVA AL ESTRES
POR DEPRIVACION SOCIAL

2.1. Efectos de los antagonistasselectivosdel receptordelta, IQ 174,864 e ICI
154,129.

Los antagonistasespecíficosdel receptordelta, ICI 174,864 (15 nmol¡rata)e

ICI 154,129 (45 mglkg) no modificaronlos valoressignificativamenteelevadosde
presión arterial en los animales aislados, cuando se administraron Lc.v. e x.v.
respectivamente,y su efectono difería delquese obteníatras la administraciónde
salino (Fig.21).

En el caso del tratamiento con ICI 174,864 se seleccionóla dosis de 15
nmol/rata ic.v. por carecer de efectos neurotóxicos. Una dosis superior del
antagonista(20 n¡nol/rata)se mostróigualmenteinefectivapararevertir la repuesta
hipertensiva y produjo, durante los 10 minutos posteriores a la inyección,
alteracionesneurológicasseveras,en todos los animales(5 de 5), queconsistíanen
ataxia, parálisis de las extremidadesy rotación a lo largo del eje longitudinal del
tronco (movimiento en barril), efectosque habíansido descritospreviamentepor
Long y cols. (1988) y queparecenser consecuenciade accionesde tipo no opioide
de estospéptidos.

Paralos experimentoscon ICI 154,129se selecciónola dosisde 15 mg/kg por
vía i.v, de acuerdocon los trabajosprevios de Holaday (1983).
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Figil.- Inefectividadde los antagonistasselectivosdel receptordelta opiolde ICI 174,864
e XCI 154,129sobrela respuestahipertensivainducida por deprivaciónsocial.

Las medidasde presión arterial sistólicaseefectuarona distintos tiempos despuesde la
administración£c.v de ICI 174,864(15 nmol/rata)-panelsuperior-, XCI 154.129(45 mg/kg
ix.) -panel inferior- o salino en el grupo de animales aisladoshipertensos.Valores de
presión arterial sistólicaprevios al tratamiento:XCI 174,864,159±2;ICI 154,129,160±4;
salino i.p 158+4 salino i.v, 161±4.Cada punto representala media ± ES. de las
diferenciasentre los valoresbasalesy las medidastras la administración.
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2.2. Efecto del antagonistaselectivodel receptormu, beta-funaltrexamina.

Conel fin deevaluarel efectodel antagonistaselectivodel receptormu, beta-
funaltrexamina,sobre la respuestahipertensivainducidapor deprivaciónsocial, los
animalesse trataroní.c.v. con unadosisde 20 nmol/ratadel antagonista,o biencon
un volumen similar de salino. La presión arterial y la frecuencia cardíacase
midieron hasta48 horas despuésde la administracióndel fármaco.La dosisy los
distintos tiempospara las medidasse seleccionarontomandoen consideraciónel
hecho de que la beta-funaltrexaminaposeepropiedadesagonistasdel receptor
kappade modoagudoy durantelas primerashoras siguientesa su administración,
mientrasque su comportamientocomo antagonistairreversibledel receptormu, a

la dosis ensayada(como demuestrasu capacidadpara bloquear la analgesia
inducidapor morfina), persisteal menos24 horas (Takemoriy cols. 1981).

Los datos obtenidos aparecen reflejados en la Fig.22. La respuesta
hipertensiva de los animales aislados fue completamenteantagonizadapor la
administracioni.c.v. de la beta-funaltrexaminaentre las 18 y las 24 horas de su
administración,careciendode efecto el tratamientocon salino. La inyección del
antagonistano tuvo efectosobrela frecuenciacardíacaen ningunode los intervalos
de tiempo a los que se efectuó la medida.

3. ESTUDIO DE LOS EFECTOS CARDIOVASCULARES DE AGONETAS
SELECTIVOSDE LOS RECEPTORESDELTA Y MU OPIOIDES EN RATAS
NORMOTENSAS

3.1. Efectosde la administraciónintracerebroventriculardel agonistaselectivodel

receptordelta DADLE.

11.1. Efectosen animal consciente

El efectosobre la presiónarterial provocadopor la administracióni.c.v. del
agonistaselectivo del receptordelta, DADLE en ratasnormotensasy en situación

libre, semuestraen la Fig.23 (panelsuperior).En ella se observaclarameninteque
la potenciade la acciónhipertensoradel péptidoes dosis-dependienteen el rango
ensayado(0.36-36 nmol/rata).



o
:4

-E
UU—

—
1

‘4
,

ci<e
-4‘o

o
..-a

N
O

4
>

oCoe‘u
E

c
e

4>-d
Z

—
c
li

‘u
C

o
’o

t
e

cli
a

--y

E
<Ocr

c
a

c
e

>
<e

-e
.~

’o
c
a

—
.

-4
,

ca
.~

U
e‘u

(‘.1
o>

-~
~

-O
ca

c
a

c
a

’u
.

*
0

E
1

~
‘o

*
~1~~

—
-—

U
’—

.,
<e

-=
ca

—
o‘o

‘o
e

<o
~

‘u
:9

‘u
—

e
ca

a.
O

.

ID
a-a

.
-e

<O
o

y
,U

a
-

ca

-ee
o

c
a

—
~

~
o.<

eo
~

E
~

E
~

-~
c
a

c
i

a
-c

a
o

>
t

;z
~

c
a

—
a.—

Ó
~

o
--

‘u
-~

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

<
O

tS
‘o

~
~

V
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

-4
4

~
~

ce
Z

~
o

¡~<->
o

~
-e

E
~

..
U

>
O

LO
O

a
.n

‘o

—
<NI

ca
‘u

ce
a

-o
->

‘u—
-.4

-
‘0

U
.9

~
tO

.
c
a

o
.+

I~
(6I-I

W
W

)
V

O
IlO

IS
IS

N
O

IS
J
U

d
:U~

E
-~

-~
c

~‘8
~

O
1~

~bb—
~

‘o
~

ú
E

-—
o->

~L
d

—
4

0
—

<O

*

o
4

22
22

-J4
u

-

cm
c
a

o
e

1



124

Por otro lado, se analizaronlos efectoscomportamentalesprovocadospor
las distintas dosis de DADLE, con objeto de poder disociar las variacionesde
presiónarterial de las accionesinducidaspor el péptido sobre la conducta.Aún
cuandodosis superioresa 36 nmol/rata ocasionabanincrementosmayoresde la
presión arterial, éstasno se emplearonpara la realizaciónde los experimentos,

dado que su administracióntenía efectoscatatónicosy producíarigidez muscular
generalizadaen todos los animalesempleadospara los ensayos.La catatoniaera
de aparición rápida (5 mm) y se manteníaduranteun periodo prolongado de

tiempo(20-25 mm). La dosismáximaempleada(36 nmol/rata)aunsiendomasbaja
que las dosis del agonistaque presentabanefectocatatónico,produjo una suave
sedaciónen los animales.La dosis inmediatamenteinferior 18 nmollratase asoció
frecuentemente(4 de 6 animales)con un ligero incrementode la actividadmotora,
que se acompañabade un aumentodel número de episodiosde aseo y de la

actividad exploratoria.Todos estosdatos se tuvieron en consideracióncon objeto
de eliminar aquellas respuestascardiovascularesque estuvieranasociadasa un
aumentoexcesivode la actividadmotoradel animal.El restode las dosisensayadas
no afectaron,aparentemente,a la conductadel animal.

En la FigQ4 semuestrael desarrolloenel tiempode la respuestapresoradel
DADLE para la dosis de 36 nmol/rata. El aumento de presión arterial fue
significativo entre los 5 y los 15 minutos de la administración,detectándosela

máxima respuestaa los 10 minutos.Paralelamenteal efectopresor,seproducíauna
ligera bradicardiatambiéndosis-dependiente(Tabla III), que, solamentepara las
dosis más altas (18 y 36 nmollrata), fue significativa respectoa los valores de
frecuenciacardíacaobtenidospara el grupo tratado con salino. La bradicardia

comenzóa los 5 minutosde la administracióndel péptidoy fue máximaa los 10

minutos. (Fig.25)

3.1.2. Efectosen animal anestesiado

En ratas anestesiadascon etiluretano, la administracióni.c.v. de DADLE
originó, de nuevo, un incrementodosis-dependientede la presión arterial(Fig.23,
panelinferior). El cursotemporalde la respuestapresorafue análogoal observado

cuandoel péptidose administrabaen el animal consciente,manifestandosu efecto
máximo a los 10 minutosde la inyección. En la Fig. 24 puede comprobarseeste
hecho,y se puede observarque la administraciónde una dosis de 36 nmol/rata
produjo una elevación de la presión arterial que, para dosis similares, fue

— - . ... .,. ~
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significativamentesuperiorenel animal anestesiadorespectoal aumentode presión
que se obteníaen el animal consciente.

Contrariamentea la bradicardia que producía el péptido en el animal
consciente,el aumentode la presiónarterial,en estecaso, transcurríaacompañado
de una intensataquicardiade caráctersostenido,que persistíaincluso cuandoel
efecto presor del DADLE ya no era evidente y, del mismo modo, era dosis-
dependiente(Tabla III).

3.1.3. Antagonismopar naloxonade los efectoscardiovascularesinducidospor la
adminstraciónintracerebroventricularde DADLE

El estudio del antagonismoDADLE-naloxonase efectuó partiendo de una
dosisLc.v. del antagonistade 125 nmollrata.Unadosis cuatrovecessuperiorhabía
sido utilizada previamente(Yukimura y cols. 1981b)para antagonizarlos efectos
cardiovascularesdel tambiénanálogo sintético de met-encefalinaDAME (D-Ala2
metioninaencefalina).La administraciónde 125 nmol/ratade naloxonaen nuestro
ensayose manifestó,sin embargo,neurotóxica,puestoque provocabaen la rata
una potente excitación psicomotora, caracterizadapor sacudidas constantes,
aumentode la agresividady movimientoscircularesestereotipados,por lo queesta

dosis fue rechazadapara el estudio.

En ensayosposterioresseempleóunadosisde 20 nmol/rataquecarecía“per
se de efectos cardiovascularesy comportamentalesy que se mostró como la
mínimadosiscapazde impedir el aumentode la presiónarterial (Fig.26) y la ligera
bradicardia (Fig.27) ocasionadapor la administración Lc.v. de 36 nmollrata de
DADLE. El antagonistase inyectó en el animal conscientepor la misma vía y 5

minutos antesdel péptido.

Siguiendoel mismo esquemade administración,se pusode manifiestoqueel
pretratamientocon naloxonaantagonizabael aumentode presióny la taquicardia

que producía la administración de 36 nmol/rata de DADLE en el animal
anestesiado.En este caso, sin embargo, fue necesarioaumentar la dosis de

naloxonahasta40 nmol/rataparaobtenerun bloqueocompletode ambosefectos.
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TABLA III.- Efectosobre la frecuenciacardíacade los agonistasde los receptores

mu y delta opioldes, DAGO y DADLE.

Frecuenciacardiaca(latidos/mm’

>

(mnollrata) 0.36 3.60 18.00

ANEST. 12±5 70±15~ 78±14” 80±8~

-30±6~ 40±8”

ANES’L -10±4

CONSC -8±3

ANEST.

CONSC

-20±6~ ~84-k12” -95~15~

-15±4 -58±7~ -65±r

4±3

-4±3

Los datosrepresentanla media±E.S. de las diferenciasentrelos valoresbasales
y la medida de la frecuenciacardíacaa los 10 minutos de la administracióni.c.v.
de DADLE (36 nmol/rata),DAGO (18 nmol/rata) o salino. p.cO.OS, ** p<O.Ol

DAflLE

36.00

CONSQ -6±3 -8±5

DAGO

SALINO

y ** * p~c0.001 respectoal grupo tratadocon salino (test de la 1 de Student).
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3.2. Efectosdc la administraciónintracerebraventrículardel agonistaselectivodel
receptormu, DACIO.

3.2.1. Efectosen animal consciente

En rata consciente,la administracióni.cv. del agonistaselectivodel receptor
delta DACIO produjo un incremento dosis-dependientede la presión arterial
(Fig.23, panel superior), así como una intensa disminución del ritmo cardíaco
(Tabla III). La máxima respuestapresora se obtuvo cuandose inyectaron 18

nmol/rata.Comosepuedeobservar,el empleode unadosissuperior(36 nmol/rata)
no aumentóla acciónpresoradel péptido.Paradosisequimoleculares,e] efectodel
DACIO sobre ambosparametroscardiovascularesfue aproximadamente2 veces
superioral que se obtuvo tras la inyección del agonistadelta DADLE (Fig.23).

En las Figs. 28 y 29 se muestrala evolución en el tiempo de la presión
arterial y la frecuencia cardiaca para la dosis de 18 nmol!rata. El aumento,

estadísticamentesignificativo, de la presiónarterial se manifestóentre los 5 y los
20 minutos de la administración,alcanzándosela respuestamáxima a los 10
minutos. La disminuciónde la frecuenciacardíacapresentabaun patrón temporal
de respuestasimilar, si bien la bradicardia,quese iniciaba rápidamente(1 minuto),
persistía a los 30 minutos, cuando la acción presora del DACIO ya había
desaparecido.

Los efectoscomportamentalesinducidospor el DACIO fueron muy discretos,

y solamentelas dos dosissuperioresensayadasprodujeronunaleve sedaciónen los
animales.

3.2.2. Efectosen animal anestesiado

De modo análogo a las respuestasobtenidasen el caso del DADLE, la
anestesiaconetiluretanopotencióel efectopresordel agonistamu, DAGO (Fig23,
panel inferior). El aumentode la presión arterial ocasionadopor la dosis de 18
nmollrata entre los 10 y los 15 minutos, en el animal anestesiado,fue
significativamentesuperiorrespectoal incrementoquese obteníacuandola misma
dosisse inyectó en el ventrículo lateralcerebraldel animal consciente(Fig28). La
disminución de la frecuencia cardíaca,por su parte, fue también manifiesta

inmediatamentedespuésde la inyección (1 minuto) y se mantuvo hasta la
finalización del experimentoen valoresinferioresa los que se habían observado
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para el animal consciente(Fig.29). La respuestamáxima, tanto para la presión
arterial, como para la frecuencia cardíaca,se detectéa los 10 minutos de la

administración.El efecto dosis-dependientedel agonistamu sobre la frecuencia
cardíacase muestraen la Tabla III.

3.2.3. Antagonismo por naloxona de los efectoscardiovascularesinducidos por

administraciónintracerebroventricularde DAGO

El pretratamientocon naloxona(20 nmol/rata,Lc.v.), 5 minutos antesde la
inyecciónde DAGO (18 mno¡/rat.a),bloqueócompletamenteel efectohipertensor
y la bradicardiainducidospor el agonistaopiáceoen el animal consciente(Figs. 30
y 31). En el animal anestesiado,como en el caso del DADLE, fue necesario
aumentarla dosis del antagonistahasta40 nmol/rata para obteneruna reversión
completade ambosefectos.

3.3. Efecto de la anestesiacon etiluretano sobre la fijación de 3H-etorfina a
receptoresopioidesen bulbo raquídeoe hipotálamo.

A la vista de la potenciaciónde los efectoscardiovascularesque se producían
cuando los agonistasDADLE y DACIO se administrabani.c.v. en el animal
anestesiadocon etiluretano,y para examinarla hipótesisde una eventualvariación
en los receptoresinducidapor el anestésico,se procedióa realizarun ensayode
fijación de 3H-etorfinaal receptoropioide en bulbo raquídeoe hipotálamo.Ambas
estructurasse seleccionaronpor constituir los dos centrosmás relevantesen el

control cardiovascular.

Para la realización de estaexperienciase utilizaron dos grupos de ratas,el

primero de los cualesse anestesiócon etiluretano(1.2 mg/kg i.p.), sacrificandoa
los animalespor decapítacióna los 30 minutosde la administracióndel anestésico.
El segundogrupo estabaformado por animalesque recibieronuna inyección Lp.
de salino.

Los resultadosobtenidospara bulbo raquídeoe hipotálamo,se muestranen
las Fig.32 y 33 respectivamente,en las cualesse representala fijación específica

(BE) frente al cociente fijación específica/fijacióntotal (BE/DL) para diferentes
concentracionesde etorfina (0.25, 0.5. 1, 2 y 4 nM) (representaciónde Scatchard).

En ambos casos se observa cómo la anestesiacon etiluretano no modificó
significativamenteel númerode lugares de unión de la etorfina marcadani en
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bulbo raquídeoni en hipotálamo. Esta ausenciade efecto se traduce en unos
valoresde Bmax similaresparaambosgruposde animales.La afinidaddel ligando

por el receptor,representadapor el valor de la KD, tampocofue alteradapor
accióndel anestésicoen ningunade las dos estructurascerebralesexaminadas.

14. Efecto de la administración intravenosade DADLE y DACIO en rata
anestesiada

La dosis de 18 nmol¡rata de DADLE y DACIO ensayadapreviamentepor
vía i.c.v. se administró tambiénperiféricamentepor vía i.v. para comprobarla
accióndiferencial de las distintasvías de administración.En la Fig34 se muestra
el efecto de ambos péptidos sobre la presión arterial (panel superior) y la
frecuenciacardíaca(panelinferior) a la dosis mencionadacuandoseadministróen
el animal anestesiado.

Ambos agonistasprodujeronunadisminuciónsignificativade la presiónarterial,
disminución que transcurríade modo simultáneocon una ligera bradicardia.El
efectodepresorfue inmediatoy de caráctermuy fugaz, comenzandoa manifestrase

a los 30 segundosde la administracióny desapareciendorápidamente(5 minutos).
Este carácterlábil de la respuestatambiénse observópara el casodel efectode

ambospéptidos sobre la frecuencia cardíaca.La acción bradicardizantede los
mismos tenía una cinética similar, con un pico de respuestamáximo a los 90
segundosde la administracióny desaparicióndel efectoa los 4 minutos.

En esta ocasión el agonista mu DAGO se mostró sólo ligeramentemás
efectivoqueel agonistadel receptordelta DADLE para alterarambosparámetros.

En todos los casos,los efectosfueronbloqueadospor Ja administraciónprevia
de naloxonapor vía intravenosa(0.1 mg¡kg).

— 4444~4444.4.44.4.4~-444.4.444.4 —
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4. INTERACCION ENTRE LOS SISTEMAS OPLOIDE Y

CATECOLAMINERGICO A NIVEL CENTRAL

La determinaciónde los niveles de aminas y de sus metabolitos para la
estimaciónde las correspondientesvelocidadesde renovación,asícomolos ensayos
efectuadospara evaluar la actividad de la TH, se llevarona cabo despuésde 15
días de aislamiento, una vez que los animales aisladoshabían desarrolladola
respuestahipertensivay se habíacomprobadola participacióndel sistemaopioide
en su desarrollo,mediantela reversiónde la hipertensióncon naloxona.

4.1. Efecto del estréspor deprivacián social sobre la actividad de los sistemas
catecolaminérgicosa nivel central

4.1.1. Efectodel estráspor deprivaciónsocia] sobre las velocidadesde renovación
de noradrenalinay dopaniinay sobre los niveles de adrenalina

Los cocientes MHPG/NA y DOPACJDA expresan las velocidades de
renovación de NA y DA respectivamente.Debido al hecho de que sólo una

pequeñafracción del MHPG, imposible de determinar,deriva de la actividad de
neuronasadrenérgicas,y procediendola mayor parte del metabolismode NA
(hecho que está de acuerdo con la mayor concentracióncerebral de este

neurotransmisor;Kopin 1985), la evaluaciónde la actividaddel sistemaadrenérgico
seefectuó tomandocomoreferenciaúnicay exclusiva el nivel de la aminaen lugar
de la velocidad de renovación. Se ha asumido, por tanto, que la totalidad del

MHPG detectadoprocededel metabolismode NP..

Efectoen bulbo raquídeo

En la Tabla IV se reflejan de modo conjunto los niveles de NA, AD y DA,
así comolos de sus metabolitosMHPG y DOPAC en bulbo raquídeode animales
hipertensosaislados y sus correspondientescontrolesagrupados.En esta región
cerebral, el aislamiento no alteró los niveles de NP., DA ni los de sus

correspondientesmetabolitosMHPG y DOPAC, por lo que las velocidadesde
renovaciónde ambosneurotransmisoresson similaresa las que se hallaronpara

los animalesagrupados(Fig.36). Sin embargo,como se observaen la Fig.35, los
niveles de AD se encontrabansignificativamente aumentadosen los animales
deprivadossocialmente(y por lo tanto hipertensos)respectoal grupo control de
animalesnormotensosagrupados.
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Efecto en hipotálamo

Los resultadosobtenidosen hipotálmoparalos mismosgruposexperimentales
se muestranconjuntamenteen la Tabla V.

El aislamiento no produjo alteraciones significativas en la velocidad de
renovaciónde DA (Fig.39), como puedededucirsede la similitud de los contenidos
de DA y de su metabolito DOPAC observadaentre los animales aisladosy
agrupados.Sin embargo,seobservóuna disminuciónconsiderablede los nivelesde

MHPG en los animaleshipertensoscomoconsecuenciadel aislamiento,hechoque
no tenía correlato en el grupo control de animales agrupados(Fig.38), y que
tampocose acompañabade modificacionesen los niveles de NA, produciéndose
consecuentementeuna disminución de la velocidadde renovaciónnoradrenérgica
(Fig.39). Por último, el análisis de AD en esta estructuracerebral reveló un
incrementoestadísticamentesignificativo en los niveles del neurotransmísor,en el
caso de los animales aislados, cuando se compararoncon el grupo control de

animalesagrupados(Fig.37).

4.1.2. Efecto del estréspor deprivaciónsocial sobre la síntesisde catecolaminas:
ensayode actividaddel enzimatirosina hidroxilasa

Con objeto de complementarlos datos previos y con el fin de examinar la
posible alteraciónde la actividad de los sistemascatecolaminérgicoscentralespor
efecto del aislamiento,se procedió a determinarla actividaddel enzimaTH.

En la Tabla VI se muestra la actividad de la TH en bulbo raquídeoe
hipotálamode ratas con hipertensióninducidapor deprivaciónsocial. En ambas
estructuras,el grado de actividaddel enzimaen los animalesaisladoserainferior

al que se observabaen los animalesagrupados,si bien estadiferencia no alcanzó

significaciónestadística.

4.2. Efectode la administraciónintracerebroventriculardc DADLE y DACIO sobre
la actividadde los sistemascatecolaminérgicosa nivel central

Paraevaluarel efectoproducidopor los agonistasselectivosde los receptores
delta y mu opiodes,DADLE y DACIO respectivamentesobre la actividad de los

sistemas noradrenérgico,dopaminérgico y adrenérgico, en bulbo raquídeo e
hipotálamo,se seleccionaron las dosis de 36 nmol/rata parael DADLE y
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TABLA VI.- Actividad enzimáticade la tirosina hidroxilasaen bulbo raquídeoe
hipotálamode ratashipertensaspor deprivaciónsocial.

HIPOTALAMO BULBO RAQUIDEO

7.14±0.92 L40±0.18

5.50±032 0.76±a20

Los datoscorrespondena animalessacrificadosen e] día 14 del aislamiento,y se
expresanen ng de L-DOPA formada/mg de tejido/h de incubación. Valores de

presiónarterialsistólicade las ratasempleadaspara el ensayo:agrupadas,135 ~

aisladas,168±4.

AGRUPADAS

AISLADAS
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18 nmol/rata para el DAGO (i.c.v.). Estas dosis administradasen el animal
consciente,producíanelevacionesde la presión arterial, del mismo grado (W-20

mm Mg) que aquéllasocasionadaspor efecto de la deprivaciónsocial, segúnse
mostrabaen las fipiras 24 y 28.

4.2.1. Efecto sobre las velocidadesde renovaciónde noradrenalinay dopaminay
sobre los nivelesde adrenalina

Efecto en bulbo raquídeo

En la Tabla VII se reflejan de modo conjunto los niveles de NA, DA y AD,
así como los de sus metabolitosMHPG y DOPAC en bulbo raquídeoa los 10
minutosde la administraciónde DADLE y DACIO. El momentoenel cualse llevó
a cabo el sacrificio de los animales tras la administraciónde los péptidos se
seleccionóconsiderandoque es el tiempo al quetiene lugar el efectomáximo de

amboscompuestossobre la presiónarterial (Fig 24 y 28).

En bulbo raquídeo,solamenteel DADLE disminuyó significativamente la
velocidad de renovaciónde NA (Fig. 43). Esta alteración es consecuenciadel
descensoque se halló para los niveles de MHPG, apareciendo,en cambio,
inalteradoslos niveles de NA (Fig.40).

Respectoa la actividaddel sistemadopaminérgico,ningunode ambospéptidos
modificó la velocidadde renovaciónde DA (Fig.43), si bien, tras la administración
del agonistadelta DADLE, se apreciabaun incrementosignificativo del DOPAC
respectoal grupo de animales tratadoscon salino (Fig.41). No obstante,dicho
incrementose compensabaen el cálculode la velocidadde renovacióncon el leve
aumentopresentadopor los niveles de DA por efectodel péptido (Fig.41)

El único sistema alterado por acción del agonista mu DACIO fue el
adrenérgico,ya que su administración indujo un aumento de los niveles del
neurotransmisorpróximo al 50%. El efectofue selectivo paraestepéptido,ya que
en este caso la inyección del agonistadelta, DADLE, no producíamodificación
alguna sobre los niveles de AD (Fig.42).
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Efecto en hipotálamo

Les resultadosobtenidos en el hipotálamodespuésde la administraciónde
ambosagonistasse muestranen la Tabla VIII.

Siguiendouna aproximaciónexperimentalsimilar a las anteriores,los nivelesde
NA, DA y AID no sufrieronningunamodificacióndespuésde la administraciónde

ambosagonistas.

Respectoa los metabolitosde degradaciónde las catecolaminas,los nivelesde
DOPAC fueron similares en los cuatro grupos experimentalesanalizados,y el

MHPG, si bien aparecíadisminuido para ambos péptidos de modo significativo

(Fig.44), sudisminuciónno se tradujoen alteracionesde la velocidadde renovación
de NA (Fig.45), puesto que, debido al ligero descensoen los niveles de NA
obtenidoenamboscasos,severificó un efectocompensatorioal realizarel cociente
MHPG/NA.

4.2.2. Efectos sobre la síntesis de catecolaminas:actividad del enzima tirosina

hidroxilasa

La administración i.c.v. de DADLE y DACIO a las dosis anteriormente

mencionadasprodujó una disminución de la actividad de la TH en hipotálamo
que no alcanzó,sin embargo,significación estadísticarespectoal efectodel salino
sobre el enzima. En bulbo raquídeo, los valores se mantuvieronprácticamente
constantesen todos los gruposexperimentales(Tabla IX).
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TABLA DC- Actividad enzimática de la tirosina hidroxilasa en bulbo raquídeo e

hipotálamo de ratas tratadas con los agonistas de los receptores mu y delta

opioides, DAGO y DADLE.

BlPOTAIAMO BULBO RAQUIDEO

CONTROL

SALINO

6.58±0.64

4.67±0.85

4.59±0.55DADLE

DAGO 3.66±0.17

1.23±0.14

144±0.08

1.08±0.12

1.12±0.13

Les datos corresponden a animales sacrificados a los 10 minutos de la
administracióni.c.v. de DADLE (36 nmol/rata)y DAGO (18 nmol/rata) o de salino,
y se expresanen ng de L-DOPA formada/mgde tejido/h de incubación.El grupo

controlpresentabaunacánulapermanenteenel ventrículocerebral,pero no recibió
ningun tratamiento.
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1. VALIDACION DE LA DEPRIVACION SOCIAL COMO MODELO DE
ESTRES,Y CARAC1’ERIZACION DE LA CORRESPONDIENTE RESPUESTA
HIIPERTENSIVA

Antes de intentarponerde manifiesto la implicación del sistemaopioide en
la respuestahipertensivageneradacomoconsecuenciade la aplicacióndel modelo
de deprivación social en ratasjóvenes, se procedió a validar dicho paradigma
experimentalcomo modelo de estrés.Si bien (como ya se hacia referenciaen el
apanado3 de la Introducción)la definición de marcadoresbiológicosparael estrés

resulta francamentecomplicada,hecho debido a la gran especificidaddel efecto
que producecadamodelo sobre los distintos parámetrosfisiológicos, no esmenos
cierto que en todos ellos se verifica una activación del eje H-H-A (Selye 1976;
Dunn y Kramarcy1984).Como consecuenciade estaactivacióncabríaesperar,por
lo tanto,un aumentode los niveles de glucocorticoidescirculantesy unahipertrofia
de la glándulaadrenal.Debencitarseen estesentidolos trabajosde Vogel y Jensh
(1988) y Natelsony cols. (1981) indicandoque, mientraslos nivelesplasmáticosde

catecolaminasexpresan,con gran precisión,la intensidaddel estréspercibido por
el individuo cuando la naturalezade aquél es aguda, la concentraciónde
corticosteronaen plasmareflejamásadecuadamentela magnituddel estréscuando
éstepresentaen su aplicaciónun caráctercrónico o semicrónico.Por lo tanto, y

desdeeste punto de vista, estaríajustificada la determinaciónde corticosterona
plasmáticacomo indice del estrésinducido por deprivaciónsocial.

De acuerdoconel caráctersemicrónicode nuestromodelo,y confirmandoeste
extremo, los niveles plasmáticos de corticosteronase elevaron de manera
significativa como consecuenciadel aislamiento, simultaneamente,las glándulas
adrenalessufrieronun incrementode peso.Estos resultadosson cualitativamente
coincidentescon las observacionesde Bennett y Gardiner (1978), empleandoel

mismo modelo experimentalen ratas adultas. Sin embargo,con respectoa los
resultados de estos autores, las variaciones en los niveles plasmáticos de
corticosterona detectadas son, en nuestro caso, aunque considerables
(aproximadamentedel ordende dosvecessuperiorespara los animalesaisladoscon
respecto al grupo control, al cabo de 14 días de aislamiento),sensiblemente
inferiores a los descritos por Bennett y Gardiner (1978), incluso cuandoellos
emplearonperiodosde aislamientomenores(1-5 días). La mayormagnitudde estas
variacionespodría explicarse,bien en función de la distinta edadde los animales
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empleadospara el ensayo,o bien, en función de la hora del día a la cual se
efectuóla toma de muestras,circunstanciaesta que, como es sabidoy debido al
ritmo circadiano de Ja corticosterona(Shimoday cols. 1988), puedemodificar de
forma radical los resultados.

En una segundaaproximación a este modelo, se trataron de replicar los

hallazgosde Naranjoy Fuentes(1985)en el sentidode queel aislamientode ratas
jóvenesduranteun periodo no inferior a 7 díasproduce un incrementode la
presión arterial sistólica. Efectivamente,este hecho ha sido confirmadoy se ha
podido, además,aportarel dato adicional de que la presiónarterial diastólicade
los animalesdeprivadossocialmentese incrementade modoparalelo, alcanzando
unosvaloresmáximos,y prácticamenteestables,a partir de la segundasemanade
aislamiento.

La generalizaciónde estehallazgo no es, sin embargo,posible,ya quela raza
pareceser determinanteen cuantoa la capacidadde la rata para respondercon
elevacionesde presiónarterial a estemodelode estrés.Así, Szenasiy cols. (1988)
hanobservadoquelas ratasLong Evansson completamenteresistentesal aumento
de presión arterial generadocomo consecuenciadel aislamiento.

En contraposicióna los resultadosde Naranjoy Fuentes(1985) obtenidosen
una estirpe distinta de ratas Wistar, resultadosque mostrab~nque la frecuencia

cardiacaexperimentabaun incremento significativo a los 7 días de aislamiento,
recuperandosus niveles basalesa los 15 días, en nuestro caso este parámetro

cardiovascularno se modificó a lo largo del períodode tiempo en quelos animales
se encontrarondeprivadossocialmente.Puestoque las condicionesexperimentales
empleadaspara la aplicación del modelo de estrés fueron análogasa las aquí
descritas,unaposibilidadparafundamentartal discrepanciapodríaestarconstituida
por la diferentereactividadde la estirpede razaWistar utilizadaen amboscasos.

Estajustificación de caráctergenéticotambiénha sido esgrimidapor otros autores
con el fin de explicar la diversidad de las respuestasobservadaspara distintos
grupos de ratas espontáneamentehipertensas(SHR) en diversos paradigmas

experimentales(Trippodoy Frohlich 1981).
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2. IMPUCACION DEL SISTEMA OPIQIDE EN LA RESPUESTA
HIPERTENSIVA AL ESTRES POR DEPRIVACION SOCIAL

2.1. Tratamientosagudos

2.1.1. Reversión estercoespecíficade la respuestahipertensiva al estrés por
naloxona.

Como consecuenciade la aplicación del modelo de deprivaciónsocial, los
animales mostraronuna respuestahipertensivaque, tanto para las lecturas de
presión arterial sistólica como de presión arterial diastólica, fue sensible a la

administración i.p. del antagonistaopiáceo naloxona. Estos datos confirman y
amplian los resultados de Florentino y cols. (1987), que consideraron el
antagonismopor naloxonade la elevaciónde la presión arterial inducidapor el
aislamiento,como una condición necesariaaunqueno suficiente, para poner de
manifiestola implicaciónde los péptidosopioidesendicha hipertensión.Asimismo,
como ya había sido descritopor algunosautores(I-Ioladay 1985), los resultados
antedichos demuestranel carácter silente del sistema opiolde en situaciones
fisiológicasen las cualesla homeostasisdelorganismono se encuentraperturbada;
de hecholos valoresde presiónarterial de] grupocontrol de animalesnormotensos

no experimentóningunamodificación por efectode la naloxona.

Los resultadosobtenidos están tambien de acuerdo con los publicados

recientementepor Rheey Hendrix (1989), que, aunquebajo otras condiciones
experimentales,bloquearoncon naloxonael aumentode la presiónarterialasociado

al estréspor inmovilización.

Los efectos farmacológicosdescritos para la forma racémicade naloxona
(forma del antagonista utilizada habitualmente), no demuestran

incontrovertiblementela mediacióndel receptoropiáceo(Sawynoky cols. 1979). El
antagonismocon naloxonaes, pues,un criterio necesario,pero no suficiente,para
concluir la mediaciónopioide en una respuestadeterminada.Desdeque enel año
1975, Waterfield y Kosterlitz demostraron que los antagonistas opiáceos
interaccionanestereoespecíficamentea nivel de receptor,para demostrarde forma
definitiva la implicación del sistema opioide en un proceso fisiológico o
farmacológicoes necesariocomprobarla existenciade estereoespecificidaden el
bloqueode dicho efecto por naloxona.Tomandocomo punto de referenciaeste
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criterio en el estudio de la elevación de la presión arterial inducida por el
aislamiento,se observóque la administracióni.c.v. de naloxona (-) es capazde
revertir la antedicharespuestahipertensiva, mientras que su correspondiente
enantiómero(+), quepresentaunaafinidad10.000vecesinferior sobre el receptor
opioide (luma y cols. 1978), carece de efecto a la misma dosis. Esta
estercoespecificidaden el bloqueode la respuestaindica que la elevaciónde la
presiónarterialen estemodeloestámediada,al menosen parte,por la activación
del receptoropioide y demuestraquelos opioides liberadosduranteel estrésson
uno de los factoresresponsablesde la respuestahipertensivaobservada.

Aunque la naturalezacentral de la elevaciónde la presión arterial se había
puestodemanifiestomedianteel empleode antagonistascuaternariosdel receptor
oploide (Florentino y cols. 1987), algunosautoreshan sugerido que los opioides
circulantes podrían accederal SNC a través de diversasáreasdonde la barrera
hematoencefálicaes prácticamenteinexistente(áreapostrema,región subfornical;
Holaday 1983). Bajo esta perspectiva,el hecho de que la dosis del antagonista
seleccionadapara su aplicaciónen el espacioventricularcerebralfuera inefectiva
cuandose administrabaperiféricamente,tanto por vía i.v. como por vía i.p.(vias
estaspara las quese requiereunaconcentraciónmuchomáselevadade naloxona
para producir un bloqueoequivalentede la respuestahipertensiva),es un hecho

que demuestraque es a nivel central, y no a nivel periférico, donde los opioides
endógenosliberados como consecuenciadel estrésejercen su acción sobre el

receptorpara desencadenarla respuestahipertensiva.

2.1.2. Potenciaciónde la respuestapresoraa morfina en los animalesdeprivados
socialinente

Siguiendouna aproximaciónopuesta,pero siemprecon el fin de examinarsi

el sistemaopioide es capazde mediar el procesohipertensivoobservadoen los
animalessometidosa estréspor deprivaciónsocial y, puestoquetodos los ensayos
realizadosen este trabajo y en estudiosprecedentes(Florentino y cols. 1987)
fueron realizadosmedianteel empleode antagonistasopiáceos,se llevó a cabo
un estudio adicional empleandoagonistasen esta misma línea de aproximación
farmacológica,y observandosu efectosobre la presión arterial. Con este fin, se
procedió al tratamientoagudo de los animalescon morfina i.p., una vez que la
hipertensiónhabía alcanzadosu desarrollo máximo. Tras la administracióndel
opiáceo,la presión arterial de los animalesaisladoshipertensos,experimentóun
incrementomuy superioral que seobtuvo cuandola mismadosis se inyectó en el
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grupo de animalesagrupadosnonnotensos.Lasratasaisladashipertensasdiferían,
asimismo, de las normotensasen su respuestaal fármaco con respectoa la
frecuenciacardíaca,ya que la bradicardiafue másintensaen el gruposometidoal

estrés.La potenciaciónde la respuestapresoraa la administración exógenade
opioides, tambiénha sido empleadapor otros autores(Yukimura y cols. 1981b;
Rockholdy cols. 1981) paraevaluarla mediaciónde estesistemaen el incremento
de la presión arterial de ratas espontáneamentehipertensas(SI-IR). En estos
experimentos,como en el casode nuestrosdatos,el efectopresor obtenido para
el opiáceoresultó muy superior cuando la administraciónse realizabaen ratas
SHR, con respectoal queseobservabaenratasnormotensasWistar-Kyoto (WKY).

La mayor intensidaddelefectopresorde morfina en los animaleshipertensos
se explicaría como consecuenciadel refuerzo ejercido por el fármaco sobre la
sensibilidad de los mecanismosregulatorios cardiovascularesy sobre el propio
sistema opioide endógenode estos animales, activado con anterioridad a la
administración del agonista. Estos resultadosconstituyen, pues, una segunda

evidenciade la activaciónopioide en el transcursode la respuestahipertensivaal
estréspor deprivaciónsocial.

En resumen,los datos obtenidosse encuentranen la fnisma línea que los
observadospor otros autores,enel sentidode queel sistemaopioide se encuentra
activado en numerosas formas de hipertensión experimental. Con datos
estrictamentefarmacológicos,se ha demostradoque la administración i.v. de
naloxonadisminuye la presiónarterial de ratasjovenesSHR, careciendode efecto
en sus controles WKY (Delbarre y cois. 1982). Por otro lado, con una

aproximaciónbioquímica,Van Loon y cols. (1987) hallaron,en ratassometidasa
estrés agudo por inmovilización, un incremento considerable de los niveles
plasmáticosde met-encefalina.En otros modelos experimentalesde hipertensión,
independientesde la aplicación de un estímulo estresante,se puedenencontrar
resultados similares; así, recientementese ha descrito un aumento de la
concentraciónde ARNm de proencefalinaen hipotálamoy cerebromediode ratas
SI-IR (1-loegler y cols. 1989).
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2.2. Tratamientoscrónicas

2.2.1.Toleranciaa la respuestahipertensivaal estrésen animalesaisladostratados
crónicamentecon morfina

Si los opioides estánimplicadosen el desarrollode la respuestahipertensiva

al estréspor deprivaciónsocial, es un hechoque ha de manifestarse,ademásde

en el bloqueoestereoespecíficodel incrementode la presiónarterialpor naloxona,
y en la sensibilizaciónde los animaleshipertensosal efectopresorproducidopor
la administraciónagudade morfina, como había sido descritopreviamente,en la
incapacidado, al menos,en la dificultad de ]os animalesaisladospara desarrollar
hipertensióncuandoson expuestossimultáneamentea la administracióncrónicade

morfina. La manifestaciónde toleranciacruzadaentreel efectopresorinducidopor
el opiáceoy la respuestahipertensiva,apoyaríala mediacióndel sistemaopioide,
puestoquees un hechoconocidoqueefectosentrelos cualesse observatolerancia
cruzadacompartenun mecanismode acciónsimilar (Dow y cols. 1989). Estetipo
de aproximaciónha sidoampliamenteutilizado en diversosestudiospara poner de
manifiestola implicación del sistemaoploide en otro tipo de respuestas,como son
el caso de la analgesiainducidapor shock en las patas(Watkins y Mayer 1982),
el efecto hipoalgésicode algunos antidepresivos(De Felipe y cols. 1986) o la
regulacióndel eje H-H-A (Martínez y cols. 1990).

En este ensayo, los animales recibieron una solución con concentraciones
crecientes de morfina en la solución de bebida a lo largo del periodo de
aislamiento.En estascondiciones,los animalesaisladostolerantesa morfina, cuya
dependenciadel fármaco se determinóverificando la pérdidade pesoduranteel
síndromede abstinencia(Stolermany cols. 1975) y el incrementode la cantidad
de morfina autoadministrada,se mostraronincapacesde desarrollarla hipertensión
a lo largo del periodo de tiempo en que estuvieron expuestosal efecto del
fármaco. Por el contrario, la evolución de la presión arterial de los animales
aisladostratadoscon sacarosatuvo lugar de manerahabitual, alcanzandovalores
significativamenteelevadosal cabo de 15 díasde deprivaciénsocial.

Estosresultadosse interpretancomoconsecuenciade la ocupaciónpermanente
de los receptoresopiáceos por la administración continuada de morfina. La
consiguientesubsensibilizaciónde áquellos es el fenómenoque impide el efecto
activadorde los oploidesendógenosy que, finalmente,imposibilita el desarrollode
la hipertensión.De hecho, cuando se procedió a sustituir el opiáceo por una
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solución de sacarosa, los animales aislados recuperaronsu capacidadpara

responderpositivamenteal estrés,manifestandoun aumentosignificativo tanto de
la presiónarterial sistólica, como de la diastólica, transcurridauna semanadesde

la suspensióndel tratamiento.

En nuestrosexperimentos,se observo que la interrupcióndel accesode las
ratas a la autoadministraciónde morfina provocabaun aumentobrusco de la
presiónarterialdurante48 horas tanto en el grupo de animalesaislados,comoen
los animales agrupados.El aumento de actividad simpática que conlíeva el
síndrome de abstinencia (Himmelsbach 1937; Buccafasco 1990) justificaría la
elevaciónde la presiónarterialobservadaen ambosgruposya que, superadoaquél,
los animalesagrupadosrecuperaronsus nivelesde normotensión,mientrasquelos

animales aisladosevolucionaronhasta alcanzarvalores de hipertensión.Como
confirmación del componenteopioide de la respuestahipertensivaobservadatras
la retiradade la morfina en los animalesaislados,la presiónarterialdisminuyótras
la administración i.p del antagonistaopiáceo naloxona. La resistenciade los
animalesdependientesde morfina al desarrollode la respuestahipertensiva,que
habríade generarsecomoconsecuenciadel aislamiento,constituye,pues,la tercera
evidenciaencontradaen el presentetrabajo con respectoa la implicación del
sistemaopioide en la respuestahipertensivaal estréspor deprivaciónsocial.

2.2.2. Prevención del desarrollo de la respuestahipertensiva al estrés por

deprivaciónsocial en animalestratadoscrónicamentecon natoxona

La utilidad de los antagonistasopioides,no sólo parabloquear“a posteriori”,
sino también para prevenir el desarrollo de la respuestahipertensivaal estrés,

quedópuestade manifiesto comoconsecuenciade los resultadosobtenidossobre
la presiónarterialen la presentememoriacuandolos animales,paralelamente,se
trataroncrónicamentecon unainfusión continuade naloxonaquese liberabadesde
el interior de una minibomba Alzet. En estas condiciones, los animales no

presentaronelevaciónalgunade la presiónarterialen el transcursodel estrés.La
influenciainhibitoria del antagonistabe máspronunciadaal final del tratamiento,
mientras,durantela primera semana,tanto los valoresde presiónarterial sistólica
como diastólica de todos los grupos experimentalesfueron similares. Con
posterioridad,el cese de la actividad de la bomba, tras dos semanasliberandoel
antagonistase tradujo en un incrementolento y progresivode la presiónarterial
en los animalesaislados,sin que, sin embargo,y en basea los datosobtenidos,sea

posible afirmar que alcancenla hipertensión.Esta tendenciaa la elevaciónde la
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presiónarterial, que no llega a confirmarseestadísticamente,podría ser debidaa
que una semanaes un tiempo insuficienteparaque desaparezcapor completoel
efecto antagónicode la naloxonasobre los receptoresopioides,a pesardel cese
de la actividadde la bomba,sobre todo si se considerala posibilidadde que, tras
la liberaciónsubcutáneade la misma,una pequeñaproporcióndel fármacopueda
quedaracumuladaen tejido adiposoen forma de depot, eliminándoselentamente

y dificultando, de este modo, el desarrollocompletode la hipertensión.

La efectividadde la infusión continuade naloxonaparaprevenir el desarrollo
de la hipertensiónha sidotambiéndemostradaen ratasjóvenesSHiR, en lascuales
el tratamientocrónico con el antagonistaretardael desarrollode la hipertensión
de maneradosis-dependiente(Ouocky cols. 1984).

Basándoseen el hecho ya descrito de la hipoalgesíade naturalezaoploide
asociadaa la elevaciónde la presiónarterial inducidapor aislamiento(Naranjoy
Fuentes1985), la comprobaciónde que la naloxona se liberaba correctamente
desdeel interior de las minibombasse efectuómediantela aplicacióndel test de

analgesimetríade la placa caliente, pruebaque explora mecanismoscentrales
implicados en el control de la nocicepción. En estas condiciones,el tratamiento
continuado de los animales aislados con el antagonista,modificaba, de forma

significativa, la respuestaconductual de aquéllos, en el test de “hot plate”,
presentandoun tiempo de latenciaa la aplicacióndel estímulodolorosoinferior al
de los animales aislados tratados con salino. Este hecho,’ confirmaba que la
liberacióntenía lugar de modo efectivo.

La naloxonano modificó, sin embargo,el umbral doloroso de los animales
agrupados.Esta ausenciade efecto no se puede atribuir estrictamentea una
liberación inadecuadadel fármaco en este grupo, sino, más bien, a la conocida
inefectividaddel antagonistaen situacionesfisiológicasen las cualesno existe una
activaciónprevia del sistemaoploide (I-Ioladay 1985).

Porotro lado, el incrementodel tiempo de latenciaal test de la placacaliente
observado en los animales aislados y la reversión de esta hipoalgesia por
administraciónde naloxona,proporcionaunaevidenciaadicionale indirectade que
el sistemaopioide endógenoestáactivado en el transcursodel aislamiento.De esta
manera, nuestros resultadossuponen una confirmación de las observaciones

antedichasde Naranjoy Fuentes(1985) que, con el empleo del mismo modelo y
utilizando los testsde estímulotérmico (tail-flick) y presiónen la pata(paw-pinch)
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para evaluarel grado de analgesia,hallaron un aumentodel umbral dolorosoen
los animalesaislados.

3. DETERMHJACIONDEL SUBTIPODE RECEPTOROPIOLDE IMPLICADO
EN EL DESARROLLO DE LA RESPUESTAHIPERTENSIVA AL ESTRES

A pesar de la mayor afinidad relativa de la naloxonasobre el subtipo de

receptor mu opiáceo, el antagonistano está desprovistode efectos sobre los
receptoresdelta y kappa (Patersony cois. 1983). Por otro lado, experimentos
realizados“in vivo” (Holaday1983) no permitengarantizar,a la dosisempleadaen
nuestros ensayos, (20 nmol/rata ¡.c.v.) la selectividad del enantiómero(-) de

naloxonasobre el receptormu. Por lo tanto, el hecho de que este antagonista
bloqueela respuestahipertensivaal estrésno proporcionainformación definitiva
sobre qué subpoblación específica de receptoresopioides está mediando el
componenteopioidoérgicode la hipertensióngeneradapor deprivaciónsocial. Por
esta razón, se hizo necesarioel empleode antagonistasselectivosde los distintos
subtiposde receptores.En este sentido,el antagonistaselectivo e irreversible del
receptor mu, beta-funaltrexamina(Takemori y cols. 1981) produjo, tras su

administracióni. c.v., una disminución sostenida,aunqueretardada,de las lecturas
de presiónelevadascomo consecuenciadel aislamiento,mientraslos antagonistas
específicosdel receptor delta, ICI 154,129 (Shaw y cols. 1982) e ICI 174,864

(Cotton y cols. 1984), administradospor vía Lv e i.c.v. respectivamente,se
mostraroninefectivos para revertir la hipertensión.Estasobservacionespermiten
afirmar que la activacióndel sistemaopioide durantela respuestahipertensivaal

estréspor deprivaciónsocial estaríamediadapor la ocupaciónde los receptoresmu
en SNQ En la mismalínea de razonamiento,y abogandopor una participacióndel
receptor mu opioide en el desarrollo de distintas formas de hipertensión
experimental,se sitúan los resultadosde Gulati y cols. (19%). Estos autoreshan
demostradoun aumentodel número de receptoresmu opioides en hipotálamoy
una subsensibilizaciónde los mismos en amígdalade ratas SHR respectoa sus
controles WKY. Estas datos estarían, por su parte, en consonanciacon la

apreciablecorrelación anatómicaque se ha encontradoentre los receptoresmu
opioides y las áreasdel SNC con mayor relevanciaen el control cardiovascular
(Mansoury cols. 1988).
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Nuestrosresultadosa este respectopermiten, además,dar una explicación
razonablea la situaciónparadójicaquesuponíael hechode queel sistemaopiode
pudieraserresponsablede accionescardiovascularescompletamenteopuestas,como
son la hipertensióncomoconsecuenciadel estrésy la hipotensiónasociadaal shock

hemorrágico (Holaday 1983). A la vista de los resultadosaquí expuestosy de
aquellos relativos a la reversión por antagonistasdelta de la caída de presión
arterial causadapor shock hemorrágico (D’Aniato y Holaday 1984), queda
demostradoque son dos subpoblacionesde receptoresopiáceosdistintas las que

medianambosefectos.

Es pertinenteconsideraraquílas razonespor las cualesel receptorkappafue
excluido de esteestudio.La primera razónes exclusivamentepráctica,y se debe
al insuficientedesarrollode los antagonistasselectivosde estereceptor.La segunda
se sustentaen el escasoconocimiento que se posee,en la actualidad,de la
farmacologíacardiovascularasociadaa estesubtipo de receptor.Mientras con el
empleo de muy distintos protocolosexperimentalesse ha logrado establecer,de
modo más o menos claro, la acción presora derivada de la ocupación de los
receptoresmu y delta opioidesen animalesnormotensos,los efectosderivadosde
la ocupación de los receptores kappa sobre la presión arterial son muy
contradictorios.Si los estudiosiniciales demostrabanquelos agonistasdel receptor
kappaproducíanhipotensióndespuésde ser microinyectadosen distintos núcleos
cardiorregulatorioscentrales(Feuersteiny Faden1982; Hasseny cols. 1983), datos
más recientes (Glatt y cols. 1987) muestran, por el contrario, una acción
hipertensorapara la dinorfina A (1-13) tras su administración i.c.v. estos datos
concuerdancon los obtenidospor Saundersy Thornhill (1987), tambiénen rata,

segúnlos cuales,sin embargo,la hipertensiónno pareceser un fenómenodirecto,
sino que, másbien, aparecenacomo consecuenciade la intensaactivación de la

ingestay de la conductaexploratoriaevocadapor la dinorfina.

El papel activo del sistema opioide en la generación de la respuesta
hipertensivaen este modelo de estrés,detectadomediante la aplicación de las
distintas aproximacionesexperimentalesdescritas anteriormente,es congruente,
asimismo, con los resultadosobtenidosen experienciasde fijación al receptor
opioide, Así, Petkov y cols. (1985) observaronuna disminución del número de
lugaresde unión específicosa 3H-met-encefalinaen preparacionesde membranas
de cerebrocompleto (Petkovy cols. 1985) procedentesde anima]esaislados.
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En resumen, los resultadosobtenidos permiten afirmar que los agonistas
opioides endógenos,movilizadoscomo consecuenciadel estréspor aislamientoen
la rata,tienenun papelcrítico en la elevaciónde la presiónarteriala travésde su

acción sobre los receptoresmu opioides centrales.

Tal y como sehacíareferenciaen la Introducciónde estamemoria,el efecto

estimulante de numerosasfonnas de estrés, sobre la secrección de péptidos
opioidesen diversasespecies,esun hechocontrastado.Dicha activaciónse refleja,
bien en modificacionesde la dinámicareceptorial(Feuersteiny cols. 1984; Stuckey

y cols. 1989), bien en cambiosde los nivelesde los ligandos endógenos,tanto en
plasma(Van Loon y cols. 1987) como en SNC (Zamir y cols. 1985), o bien, por
lo que es aún más importante, un aumentode la biosíntesisde opioides. Esto
último viene avaladopor las variacionesobservadasen los niveles de ARNm de

proencefalinaA o de POMCen el núcleoparaventriculardelhipotálamoe hipófisis
respectivamente(Harbuz y Lightman 1989; Lightman y Scott Young 1987).

En nuestromodelo, los datosno nos permitendilucidar, por el momento,qué
ligandos endógenos,en concreto, activarían los receptoresmu opioides en el
transcursodelestrésparaelevarla presiónarterial.La mayor concentraciónde los
péptidosderivadosde la proencefalinaen núcleosde probadatrascendenciaen el
control cardiovascular(hipotálamoy bulbo raquídeo;Akil y cols. 1988) y la acción
hipotensorade la beta-endorfina,cuandose adminsitraen SNC (Naranjo y cols.
1985; Pettyy Reid 1982), apoyarían,sin embargo,la hipótesi’s de un papel activo
de las encefalinasen las acciones presorasde los opioides y de la respuesta
hipertensivaal estrés.En concordanciacon esta hipótesis,es interesantereseñar
la descripciónrecientede unavía encefalinérgicaqueseproyectadesdeel NTS a

la RVLB (Morilak y cols. 1989). Esta proyección podría tener una función
moduladoraimportanteactuandosobre el reflejo barorreceptor,y quizá pudiera
reperesentaruno de los sustratosneuronalesresponsablesde las modificacionde
la funciónbarorreflejaobservadadurantela hipertensión.De hecho,seaceptaque,
durantelas primerasfasesde dicha disfunción,cuandoaun no estádefinitivamente
establecidala elevación de presión,existe una disminución de la funcionalidad
barorrefleja(Krieger 1988), que, además,no esoperativadurantelas alteraciones
emocionales(Stephenson1984), situacionesambasqueconfluyenennuestromodelo

(labilidad de la hipertensióny estrésde tipo psicológico).

Por otro lado, y como se apuntabaen el partado8.2.2.2. de la Introducción,
las evidenciasqueasocianla estimulaciónde los receptoresopioides centralescon
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la supresióndel reflejo barorreceptora nivel experimentalson múltiples. Una de
las más concluyenteses la capacidadque presentala naloxona para mejorar
notablementela funcionalidadde dicho reflejo (Szilagyi 1987).

Con estaspremisas,se puedehipotetizarque, en el casode la aplicacióndel

modelode estéspor deprivaciónsocialen rata,la repuestahipertensiva,que, como
se ha demostrado,estámediada,al menosen parte,por el sistemaopioide central,
se desencadenacomo consecuenciade la pérdida de la capacidaddel reflejo
barorreceptorparaamortiguarla elevaciónde la presiónarterial duranteel estrés,

siendoprovocadadichasupresión de la funcionalidadbarorreflejapor los propios
péptidosopioides.

Atendiendo sólo a nuestros datos es díficil extrapolar y sugerir que,
análogomente,los opioides pudieranestartambiénimplicados en la génesiso en
el mantenimientode la hipertensiónesencialenhumanos,disfuncióncardiovascular
para la que se desconoceel mecanismoneurogénicopresor que conduce a su
desencadenamiento.

En estesentido,los datosson contradictorios.A favor de la ideade un papel
activo del sistemaopioide en la hipertensiónen humanos,Kimura y cols. (1985)
hallaron un incrementode los niveles de met-encefalinaen orina y plasmade
pacientesconhipertensiónesencialestablecida,si bien la concentracióndel péptido
no senormalizabaen orinacuandoéstoseransometidosa tratamientoscon agentes
antihipertensivosclásicos.Por otro lado, seha observadoun incrementodelumbral
dolorosode pacienteshipertensosante la estimulaciónde la pulpa dental (Rosay

cois. 1986). Por el contrario, Kraft y cols. (1987) han descrito recientemente,en
adolescentessituadosen los primerosestadiosde la hipertensión,unadisminución
de los niveles plasmáticosde beta-endorfinay leu-encefalina,resultadoséstosque
coincidencon la ausenciade efectoquese ha descritopara la naloxonaen adultos
hipertensos,que presentabanuna elevación sostenida de la presión arterial

(Fuenmayory Cubbedu1986). Además,la administraciónde este antagonistaen
individuos normotensossometidosa estrésmental experimental,lejos de prevenir
el aumentode la presiónarterial, eleva la intensidadde la respuestahipertensiva,
mientrasque en los pacientescon hipertensiónestablecidala naloxonacarecede

efecto. Estos resultadoshan sido atribuidos a que, a causade un estadofuncional
preexistenteen el cual la actividadopioide estaríadisminuida,la inhibición ejercida
por el sistema opioide sobre el sistema nervioso simpático sería deficiente en
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individuos hipertensoso con riesgo de hipertensiónesencial(McCubbin y cols.

1985).

La discrepanciaentrelos resultadosobtenidosen humanosy en animalesde
experimentaciónpodría ser atribuible a la variabilidad entreespecies,ya que a la
distinta sensibilidadde éstasal efectode los opioides (Koyama y cols. 1985), hay
que añadir la diferente naturalezadel estrésaplicado en cada caso, por lo cual,
parahaceruna correctacomparaciónde los resultados,seríanecesarioaplicar un
estrésinescapabley prolongado(aproximaciónéticamenteinviable), como es el
casode la deprivaciónsocial en rata.

Respectoa los resultadosde Fuenmayory Cubbedu(1986) y Kraft y cols.
(1987), se podría argWr que los opioides están únicamenteimplicados en los
primeros estadios de la hipertensión experimental, ya que efectivamentela
respuestahipertensivaa la deprivaciónsocial es sensiblea la administraciónde
naloxona,sólo y únicamente,cuandoel aislamientono se prolongamásallá de 30
días, mientras que, si el estímulo aversivo persiste, el antagonistaopioide es
inefectivo(florentinoy cols. 1987).Estemismo hechotambiénha sido demostrado
en otros modelos experimentales(SHR, Saavedra1981; y ratas tratadas con

deoxicorticosterona-ratas DOCA-salt-; Zamir y cols. 1980) de hipertensión
establecidapara los que la naloxonacarecede efectosobre la presión arterial.

Para finalizar con este apartado,es importante resaltar, con vistas a una
hipotética aplicación terapeúticade nuestrosdatos, el empleo de antagonistas
selectivosde los receptoresmu enel tratamientode algunasformasde hipertensión
esencialen humanos,si investigacionesfuturas logran ponerde manifiestoel papel

del sistemaopioide en la etiología y desarrollode estaalteración cardiovascular.
De estamaneraseríaposible controlarla elevaciónincipientede la presiónarterial

debida a la exposicióncontinua a situacionesde estrésmedianteel uso de estos
compuestos.En este sentido, su uso estada,sin embargo,cuestionadopor la

aparición simultáneade hiperalgesiaque, casi con toda seguridad,apareceríaen
estospacientes,comoconsecuenciadel bloqueode los receptoresmu1, quemedian

la analgesiasupraespinal(Pasternaky cols. 1980). Por tanto, la plasmación
terapéuticade estosdatoshacenecesario,primerollegar a disponerde antagonistas

de gran selectividad de acción sobre los receptoresmu1 y mu2, y, segundo
demostrarque ambosfenómenos,la hipertensióny la percepciónde la sensación
dolorosa,estánmediadaspor la ocupaciónde estasdos distintassubpoblacionesde
receptores.
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4. EFECTOS CARDIOVASCUARES DE LOS AGONISTAS SELECTIVOS DE

LOS RECEPTORES DELTA Y MU OPIOLDES, DADLE Y DAGO

La mayoría de los datosen la literatura referentesa los efectosproducidos
por los agonistasopioides sobre la presión arterial, se han efectuadoen animal
anestesiado(Feuersteiny Siren 1987a).Puestoqueesconocidala capacidadde la
mayoría de los agentesanestésicospara modificar drásticamentelas respuestas
cardiovasculares,se procedió a realizarun estudiosistemáticode la acciónde los
agonistasespecíficosde los receptoresdelta y mu opioides, DADLE y DAGO
respectivamente.En primer lugar, el estudiose llevó a cabo en animal consciente,
con objeto de posibilitar la extrapolación de los resultados al caso de la
hipertensiónque se sucedíacomo consecuenciade la activación endógenadel
sistemaopioide duranteel estrés,tal y como se ha demostradoanteriormente,y
con posterioiridaden animal anestesiado,con el fin, en este caso, de hallar una
explicacióna la discrepanciaentre los datos,que, comose reflejabaen la revisión
realizadaen la Introducción,apareceen la literatura. La atenciónpreferentese
cernióen explorarlas accionesde ambosagonistasa nivel central, si bien también

se abordóel estudiode susefectosperiféricos.

El incrementodel “pooi” de opioides en la brecha sínáptica mediante la
administración i.c.v. de los agonistas sintéticos (D-Ala2, D-Leu5) encefalina

-DADLE-, análogo de leucinaencefalinay (D-Ala2, N-Me-Fen4,Gli-o15) encefalina
-DAGO-, análogode met-encefalina(ambosligandospreferencialesde los subtipos
de receptoropioide delta y mu respectivamente,y diseñadospara obteneruna
prolongaciónde efectosen base a su menorvulnerabilidadal ataqueenzimático;
Beddell y cols. 1977), produjo un incrementode la presión arterial de modo
análogoal efecto presor que, como ha quedadodemostradoen experimentos
precedentes,se sucedea la activacióndel sistemaopiolde endógenocentralcomo
consecuenciadel estréspor deprivaciónsocial.

En todo estudio cardiovascularha de tenerseen cuentaque los resultados,
especialmenteaquellosreferentesa] aumentode Ja presiónarterial, carecende
valor si se producena dosis de los fármacosa las que tiene lugar una alteración

manifiesta del comportamiento.Esto es aplicable, en particular, cuando estas
alteraciones repercuten en la actividad motora del animal, ya que los
propioceptores,localizadosen el músculo esquelético,son excitadosdurante la

contraccióny mandaninformaciónal SNC, a través de la formaciónreticular, para
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provocar un aumento de la presión arterial. Por esta razón, se analizaron
detalladamenteaquellasmodificacionescardiovascularesque, tras la administración
de ambospéptidos,cursabanjunto con alteracionesde la actividadmotora,con el
objeto de disociar el efecto presor “per se” del compuestode la sobrepresión
resultantede la variaciónde la motilidad del animal.Con este razonamiento,dosis
de DADLE superioresa 36 nmol/ratafueron rechazadasparael ensayo.

En el animal conscientey en estadolibre, amboscompuestosocasionaronun
aumentode la presiónarterialy unadisminuciónparalelade la frecuenciacardíaca,
variacionesde instauración progresivaque fueron dependientesde la dosis y

reversiblespor naloxona.Ambos efectospuedenconsiderarsede accióncentral, ya
que, despuésde la microinyecciónde los mismospor vía i.c.v., menosde un 5%

de la concentracióntotal de DADLE y de DAGO ha sido detectadaa nivel espinal
(Daugey cols. 1987).

Los resultadosobtenidoscon el DAGO en el presentetrabajo coincidencon
datos recientes de Kiristy-Roy y cols. (1989), descritos también para ratas en
situaciónlibre trasadministracióni.c.v. del agonistamu opioide. La diferenciamás

apreciableentre ambosgruposde datosradica en la mayor magnitud del efecto
presorobtenidopor estosautores,dadoque unadosisde 5 nmoles/rataorigina un
incrementode la presión arterial equivalenteal que hemosobtenido en nuestro
trabajo por administraciónde 18 nmoles/rata,observándoseuna situaciónanáloga

sobre la frecuenciacardíaca.En estesentido,una razónválida para explicaresta
aparCntediscrepanciapodríaser la diferenciade edadde las ratasempleadaspara

los ensayos.

Respectoa los efectos cardiovascularesdel DADLE en rata consciente,
nuestroshallazgos concuerdancon las observacionesde Pfeiffer y cols. (1983b),
realizandomicroinyeccioneslocalesdel agonistadelta en hipotálamoanterior.Con
aproximacionesexperimentalessimilares y administración i.c.v., en esta ocasión

con el empleo del también agonista del receptor delta, DALA (D-Ala2
encefalinamida),diversosautoresobservaronrespuestasde la mismanaturalezaque

las aquí descritas(Yukimura y cols. 1981b; Rockholdy cols. 1980). El incremento
de la presión arterial que se sucede tras la administracióndel péptido, según la
teoríade Gordon(1986), podría ser interpretado,al menosparcialmente,en base
a una disminución de la actividad barorrefleja, mientras la bradicardiasería
consecuenciade unaactivaciónvaga],puestoque, segúnse ha descritopor Marson
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y cols. (1989), el tratamientocon metilnitrato de atropina,en el casodel DAGO,
transformala bradicardiaen taquicardia.

En nuestrosexperimentos,la diferenciaprincipal observadaentre los efectos
del DAGO y del DADLE, a igualdadde dosis, resideen la mayor potenciadel
agonistamu opioide paraafectarambosparámetroscardiovasculares,resultadosque
se sitúanen la línea de trabajosprevios,donde,comparandolos efectosde ambos
péptidostras su inyecciónen el NTS de ratasanestesiadas,el DAGO mostró una
potencia10 vecessuperioral DADLE parainducir, tantoel aumentode la presión

arterial, comode la frecuenciacardíaca(Hasseny cols. 1982). Porotra parte,estos
datosapoyanla hipótesis,sustentadaen observacionesdel mismo signo efectuadas
por otros autores (Pfeiffer y cols. 1983a; Pfeiffer y cols. 1983b), de que los
receptoresmu, másque los delta, seríanlos receptoresprimarios responsablesde
la mediación de las accionespresorascentralesde los péptidos opioides. Dicha
respuestafarmacológicatendríael soporte fisiológico adecuado,en nuestrocaso,
ya que, como ha quedado reflejado, la respuestahipertensiva al estrés por
deprivación social parece ser, en efecto, secundariaa la ocupación de los

receptoresmu opioides en SNC.

Ahora bien, apartede estehechodiferencial para los dos compuestos,quizá
lo más sobresalientede este capítulo de nuestroestudio seala potenciacióndel

efectopresorque, para ambosopioides,se observócuandola administracióni.c.v.
se efectuóen ratasanestesiadascon etiluretano,respectoal irtcrementode presión
arterial que se obtuvo en animal consciente,y que, de nuevo, fue superiorpara

el agonistadel receptor mu opioide, DAGO. El aumentode potencia de los
opioides sobre la función cardiovascularen el organismoanestesiadohabía sido
apuntadopor Lemaire y cols. (1978). Estos autoresdescribieronque, en este
estado,se produceun incrementode la respuestadepresoraa la inyeccióni.v. de
beta-endorfina,sin que, hastala fecha, se hayan obtenido otras confirmaciones
experimentalesal respecto.De hecho,experienciasposteriores(Randich y cols.
1986) revelaronqueel pentobarbitaldisminuíala presiónarterial en ratastratadas
con el agonistadelta DALA cuandose administrabatambiénpor via ¡.v.

Todos los resultadosanteriormentedescritosen la literaturapor los diversos

autores,se han obtenidotras la inyecciónperiféricade los opioides,adoleciéndose,
casi por completoy por el momento,de estudiosque valorenla incidencia de la

anestesiasobre los efectoscardiovascularesobtenidospor la aplicacióncentral de
agonistasopioides, y, en culaquier caso, todos ellos son muy contradictorios.
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Delbarrey cols.(1978)demostraron,por primera vez, que los anestésicospodían

bloquearla respuestapresoraa la inyección central de opioides. Por su parte,
Yukimura y cols. (1981b) describieronuna inversión de la respuestapresoraal
análogode met-encefalinaDAME (D-Ala2-metioninaencefalina)enrataconsciente
cuandoestosmismosanimaleserananestesiadoscon alfa-cloralosa,resultadostodos
ellos, que discrepanampliamentede los obtenidos en nuestros ensayos.Esta
discrepanciapuedeser debidaal diferentegradode profundidadalcanzadocon los
distinos anestésicos,ya que, si bien todos los anestésicosgeneralesmodifican, en
mayor o menor medida, la función cardiovascular(Martner y Biber 1982), la
alteración del reflejo barorreceptor,circunstanciaésta a la que se atribuye la
capacidadde los anestésicosparaafectarel sistemacardiovascular,no alcanzaJa
misma intensidadpara cadauno de éllos. Entre todos los anestésicosutilizados
comúnmenteen el animal de experimentación,el etiluretano ha resultadoser el
que muestrauna menorincidenciasobre los parámetroshemodinámicos(Maggi y

Meli 1986), por esta razón fue éste el seleccionadopara efectuar el estudio
sistemáticocon DADLE y DAGO. No obstante,la administraciónde etiluretano
producíauna ligera disminución de la presión arterial y de la frecuenciacardíaca
en todos los animales.

La circunstanciade que en la rata anestesiadafuera necesarioaumentarla
dosis de naloxona (40 nmol/rata) para bloquear la acción presora de ambos
péptidosrespectoa la dosisdel antagonistaempleadaen el animal consciente(20
nmol/rata),es un hechoquesugierequela potenciaciónde lo~ efectosde DADLE

y DAGO en el animal anestesiadoderiva de una acción directa sobre el sistema
opioide,y no sobre otrossistemasde neurotransmisión.Por estarazón,seprocedió
a evaluar la posibilidad de que el etiluretano modificara el número o las
característicascinéticasdel receptoropioide, de modo que se pudieraasí explicar
el mayor efecto de ambosagonistascuandoexistía la presenciaconcomitantede
anestesia.Los estudiosde fijación con 3H-etorfina descartaron,sin embargo,que
el efectopotenciadordel etiluretanofuera debido a estacircunstancia,ya queno
se observaronalteracionesen la afinidaddel procesode fijación ni en el número
de lugaresde unión a 3H-etorfina, tanto en hipotálamocomo en bulbo raquídeo,

zonasque, en casoafirmativo, habríande habersido presumiblementeafectadas
por acción del anestésico,dadasu relevanciaen el control cardiovascular.

Una explicación alternativa para justificar la potenciación de efectos en
presenciade etiluretano,podría ser la posibilidad,ya apuntadapor algunosautores,
de que la anestesia,por sí misma,constituyauna fuente de estrésen los animales,
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y produzcauna liberaciónde opioides endógenos(Sapolsky 1990; Vermesy cols.

1981; Maiewsky y cols. 1984) insuficiente “per se” para que se refleje de modo
significativo en los ensayosde “binding”, pero capaz de sensibilizar al sistema
opioide endógenoa la respuestapresoraobtenidapor la administraciónposterior
de DADLE y DAGO.

Respectoal efecto de amboscompuestossobre la frecuencia cardíacaen
animal anestesiado,es importanteseñalarque, mientrasel DAGO produjo una
bradicardiadosis-dependienteque, de maneraanálogaal casode la presión,era
de mayor intensidad,la anestesiainvirtió completamenteel perfil de la respuesta
inducida por el DADLE en el animal consciente,causando,en este caso, una
intensataquicardia.Estosresultadosconcuerdancon los datosde Yukimura y cols.
(1981b), que hallaronpara el DAME i.c.v. una inversión del efectoque, sobre la
frecuenciacardíaca,producíala adminsitracióndelpéptidoen el animal consciente,
despuésde procedera la anestesiacon alfa-cloralosa.

En un intento de aportar datos que contribuyan al conocimiento de la
farmacologíacardiovasculardel DADLE y del DAGO, se efectuóun último grupo

de experimentos,orientadosa establecerel efecto inducido por ambosagonistas,
en estaocasión,trassu administraciónperiféricapor vía i.v. en animal anestesiado.
La disminución de la presiónarterial y de la frecuenciacardíacaque acompañan
a la inyección por estavía de los dos péptidos,está de acu~rdocon los efectos

depresoreshallados, asimismo, para los agonistasopioides DAME y DALE
administradospor estamismavía (Thornhill y Saunders1985).

Como ocurrieratras su administracióncentral, los efectosobservadosfueron

de mayor intensidad,a igualdad de dosis,para el agonistamu opioide, DAGO, si
bien por estavía las diferenciasde potenciaentreambospéptidosfueronbastante

inferiores a las que se obtuvieron por vía i.c.v. Por otro lado, el perfil
farmacocinético de las respuestascardiovasculares(rápidas y de muy breve
duración) se explicaría por una acción local de los péptidos sobre receptores
opioidessituadosen el propio vasosanguíneo,suposiciónbastantelógica si se tiene
en cuentaque, como consecuenciade la escasapermeabilidadque presentala
barrera hematoencefálicaa la difusión de moléculas, que, como los propios
opioides, poseenun carácterfuertemente polar, el accesode estassustanciasal
SNC desdela periferia estámuy limitado.
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Con todaslas consideracionesanteriores,el hecho de que las variacionesde
la presión arterial tras la administracion í.v. de los péptidos se produzcanen
sentido contrario a la ocasionadaspor administración tc.v., sugiere que las
poblacionesde receptoresopioides centrales,por un lado, y periférico, por otro,
medianaccionescardiovascularesde distinto signo.

5. MODIFICACION DE LA ACTIVIDAD CATECOLAMINERGICACENTRAL
EN EL TRANSCURSO DEL ESTRESPOR DEPRIVACION SOCIAL

El descubrimientode los neuropéptidosa lo largo de las dos últimas décadas

(Krieger y cols. 1983), apartedel interés puramenteneurobiológicoque encierra,
desde el punto de vista farmacológico supone una auténtica revolución al
expansionar,de maneranotable,el númerode moléculasque, formandoparte de
la inervaciónde distintos tractosnerviosos,son objetivospotencialesde modulación
terapeútica.Este hecho ha quedadodemostradoen nuestro caso al haberse
observado que la respuestahipertensiva al estrés por deprivación social es
suceptible,a nivel experimental, de tratamiento con antagonistasdel receptor
opioide.

La apariciónde estassustanciasha abiertouna notablediscusiónacercade si
los péptidoscerebrales,y entreellos los péptidosopioides,deberíanser clasificados

como neurotransmisoreso ser incluidos en una segundacategoríafuncional de
sustanciastotalmentedistintas, los denominadosneuromoduladores.La diferencia

exacta entre neurotransmisory neuromoduladorno se ha establecidoaún en
términosaceptadosdefinitivamente.Cuandolos receptorespostsináptiospara una
sustanciadeterminadaestánunidos a respuestasmediadaspor canalesiónicos, la
sustancia debe ser considerada como neurotransmisor más que como

neuromoduladoren esasinapsis,ya que activa su propia secuenciade fenómenos
postsinápticos.Los neuromoduladoresactúan, sin embargo,en algún punto del
complejo receptor postsinápticopara provocar un cambio en la eficiencia del
neurotransmisorsobre los canales iónicos, o en otras acciones postsinápticas,
pudiendo,también,desencadenarsu acciónalterandola liberacióno la síntesisdel
neurotransmisor,al actuarsobre un receptorpresináptico.

Los neuropéptidos,en muchas ocasiones,producenexcitación o inhibición

neuronal,sin llegar a producir un potencial de acción, pero sí modificando, de
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forma lenta,un segundosistemade neurotransmisiónclásico (aminas,aminoácidos).
Atendiendo,pues,a los criteriosanteriores,los neuropéptidossepuedenincluir en

el grupo de los neuromoduladores.De hecho, los neuropéptidos‘per se”, salvo muy
contadasexcepciones,comoel factor liberadorde la hormonaluteinizante(LHRH;
Nung Jan y Yeh Jan 1983), no producen variaciones electrofisiológicasen
preparacionesde tejido nervioso.Sin embargo,en un gran númerode casos,sí que

se ha observadoque amplían o atenúan,según tenganun carácterexcitatorio o
inhibitorio, las modificacioneselectrofisiológicasrápidasdesencadenadaspor los
mensajerosintersinápticosclásicos (aminas o aminoácidos).De esta manera,los
neuropéptidos,una vez liberados,ejercenun efectomoduladorsobre las acciones
de los neurotransmisoresconvecionales,dandoorigen asía unavisión máscompleja
del fenómenode transmisiónde las señalesen el SNC.

Los péptidos opioides,al igual que otros neuromoduladores,puedenllevar a

cabo sus efectos parcialmente a través de tres mecanismos: deprimiendo
presinápticamentela liberaciónde un neurotransmisor,alterandola capacidadde

otros neurotransmisorespara producir cambiosen la conductanciaiónica a nivel
postsináptico,o bien directamente,incrementandoel umbral de excitación de la
neuronapostsinápticapor hiperpolarizaciónde la membrana(Holaday 1985).

Parael sistemaopioide se ha descrito en SNC la existenciade un receptor

presinápticoopiode ubicadoen el terminal noradrenérgico,rcgulandola actividad
de estesistemade neurotransmisión(Detlef Taube 1976) a través de una acción
moduladorainhibitoria (Mulder y cols. 1987).

Por otraparte,y comose hacíareferenciaen el capítulode Antecedentes,son
numerososlos estudiosque revelanmodificacionesde la actividad de las neuronas

catecolaminérgicasen respuestaa unagran variedadde estímulosestresantes.Con
estas premisas, y conocida, por otro lado, la manifiesta contribución de las
catecolaminasen la regulacióncardiovascular,se planteabala posibilidad de que
la respuestahipertensivaobservadaen el transcursodel estréspor deprivación
social, y consecuencia,como había quedadodemostrado,de la activación del
sistemaopiode cerebral,estuvieramediada,de maneracoparticipaday en último
término, por alteracionesde la transmisióncatecolaminérgicaen SNC. Estehecho
seríaconsecuenciade la capacidadde los opioides para modificar estesistemade
neurotransmisióndebido a su capacidadneuromoduladora.
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En nuestrascondiciones experimentales,las modificaciones más relevantes
observadas,despuésde sometera los animalesal modelo de deprivaciónsocial,
tanto en bulbo raquídeocomoen hipotálamo,fueron halladasen el contenidode
AD, queapareciónotablementeaumentadoen ambasestructurascerebrales,lo que
sería consistentecon una acumulacióndel neurotransmisoren el terminal como
consecuenciade una disminución de la actividad adrenérgicaneuronal.

Mientrasenhipotálamola variaciónen los nivelesde AD transcurríade modo
simultáneo a una disminución del tono noradrenérgico,(hecho que quedaba
reflejado por la disminución de los niveles del metabolito de NA, MHPG), en
bulbo raquídeoeste sistemano sufrió ningunaalteración. De modo análogo,el
sistemadopaminérgicotampocose modificó en el transcursodel estrés,enninguna
de ambasestructurascerebrales.

Analizando los resultadosen bulbo raquídeo, en cuanto a la transmisión
noradrenérgica,esposible que la similitud de las velocidadesde renovaciónentre
animalesaisladosy agrupadosno refleje, exactamente,la refractariedadde este

sistemaanteel estrés,sino que, debido a la ubiquidad del neurotransmisoren los
distintos núcleosbulbares,la ausenciaaparentede efectorepresenteel resultado
neto de la inhibición simultáneade las diversas poblaciones noradrenérgicas
bulbares(Al en la CVLB y A2 en el NTS), cuyos efectos,sobre todo por lo que
se refiere al control cardiovascular,son contrapuestos(Patel y Schmid 1987; Reis

y cols. 1987).

Si las mencionadasvariacionesen el tono catecolaminérgicodurante el

aislamientoestáncorrelacionadascon el aumentode la presiónarterial es, por el
momento,sólo unahipótesis,puestoquetambiénesposible quedichasvariaciones

seanreflejode otroseventosfisiológicos(comportamentales,neuroendocrinos,etc.),
que acompañanal estrés (Weiss y cols. 1989), y que han sido asociados,
igualmente, con modificaciones del tono catecolaminérgico central. Esta
consideraciónalcanzamayor relevanciaen el caso del hipotálamo,región cerebral
que juega un papel fundamental en la coordinación de las respuestas
comportamentalesy neuroendocrinas(Swanson y Sawchenko 1983). Por el
contrario, el bulbo raquídeo es una zona que desempeña,casi exclusivamente,

funcionesautónomas,como el control cardiovascular,sin aparentesimplicaciones
en el funcionalismoendocrino.
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A favor de una relacióndirectaentrela disminucióndel tono adrenérgicoen

bulbo raquídeoy la respuestahipertensivaaparecidaen el transcursodel estrés,se
situaríanlos datosde Fuxe y cols. (1979) y Wijnen y cols. (1978),que hansugerido
que una deficiencia de la transmisiónadrenérgicaen la zona dorsal del bulbo
raquídeoseríauno de los factoresresponsablesde la hipertensiónen ratasSHR.
Este hecho es consistentecon el papel vasodepresorde las neuronas C2

adrenérgicasen el NTS, propuestopor estosmismosautores(Fuxe y cols. 1975).

En estamismalínea de razonamiento,sehaafirmadoqueunadisminucióndel
tono vasodepresoradrenérgicoen el NTS puede considerarsecomo indicador

bioquímicode la reducccióndel funcionalismodel reflejo barorreceptor(Yukimura
y cois. 1981a). Dicha reducción se pone de manifiesto durantelas primerasfases
de la hipertensiónlábil (Krieger 1988),y estaría,en nuestromodelo de estrés,en
consonanciacon la inhibición del arco barorreflejo provocadapor los opioides
endogénosliberados, tal y como ha sido demostradopor diversos autorespara
distintos agonistasopiáceos(Petty y Reid 1982; Gordon 1990).

Coincidiendotambiénconnuestrosresultados,estosautores(Fuxey cols. 1975)
no observaronmodificacionesde la actividad dopaminérgicahipotálamicade ratas
SHR respectoa sus controles WKY. La misma ausenciade efecto sobre este

sistemade neurotransmisiónobservadaen nuestromodelo no excluiría, totalmente,
la participaciónde las neuronasdopaminérgicasen el desarrollode la hipertensión,
ya que, de nuevo, las terminales dopaminérgicasen hipotálamo, no sólo
desempeñan funciones cardiovasculares,sino también comportamentalesy

neuroendocrinas(Hókfelt y cols. 1973), funcioneséstasque son patentesen el
transcursodelestrés,y quepodríancontrarrestarel efectocardiovascularintrínseco

de las mismas.

Esta explicaciónpuedehacerseextensibleparajustificar la discrepanciaentre
la inalterabilidad de la actividad adrenérgicahipotalámica observadapor estos

autoresy la disminución obtenidaen nuestrocaso,ya que paralas ratasSI-IR, al
tratarsede un modelo experimentalde hipertensiónno relacionadocon el estrés,
no se manifestaríanotrasvariacionesbioquímicasasociadasal mismo.

En cuanto a la disminución de la velocidad de renovación de NA en
hipotálamoque se observabaen las ratasaisladas,y que se manifestabapor un
descensomuy significativo de los nivelesde MHPG, los resultadosson coincidentes
con los obtenidospara otros modelosexperimentalesde hipertensión.Así, Wijnen
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y cols. (1980) hallaron una disminución de la actividad de este sistema de
neurotransmisiónen hipotálamode ratasSHR, disminución que no parecíaser el
resultadode un reflejo fisiológico compensatoriodesencadenadocon objeto de
reducir la presiónarterial en estosanimales,como ha sugeridoSaavedra(1981).
De hecho,el tono noradrenérgicose manteníadeprimido cuandose producíaun
descensode la presión arterial tras realizaruna transecciónespinal. Igualmente,
De Champlainy Van Anieringen (1981), detectaron,en cerebromedio de ratas

DOCA-salt, un descensode la velocidadde renovaciónde NA.

Mitchell y L.awler (1989) hansugerido,del mismo modo, la participacióndel
sistemanoradrenérgicohipotalámicoen la génesisde la hipertensión, al observar
que ratas BIT-IR con hipertensiónlábil y sometidas a un modelo de estrés
consistenteen la aplicaciónrepetidade shockseléctricosen la cola (manipulación
que habíandemostradopreviamenteinducía una elevaciónde la presión arterial)
presentabanuna disminución de la velocidadde renovaciónde NA en los núcleos
ventromedialy paraventriculardel hipotálamo.En el casode estosúltimos autores,
dicha disminución podríaasociarseen hipotálamoa unareducciónde la actividad
noradrenérgicaen la región anterior, zona diencefálicaa la cual se atribuye una

función vasodepresora(Philippu y cols. 1979).

El sentidode los cambiosobservadosen la actividadnoradrenérgicade las
ratas aisladas,en relacióna las modificacioneshalladasen otras formas de estrés
descritaspor diversos investigadores,mereceun comentarioespecial,ya que, si
duranteel estrésagudopareceverificarseunaactivacióndelsistemanoradrenérgico

en distintas regiones cerebrales,necesariapara respondera las demandasmás
inmediatas del organismo (Dunn 1988; Tanaka y cols. 1988), no ocurre, sin
embargo,lo mismo cuandoel estréses persistentey tiene un caráctercrónico o

semicrónico.

En estascondiciones(estréscrónico),el resultadoobservadoen la mayoríade
los casosesun aumentode la concentraciónde catecolaminascerebrales(Adelí y
cols. 1988; Hata y cols. 1987; Anismany cols. 1987). Segúnestosúltimos autores,

la aplicación crónica del estrésproduciría un incrementocompensatoriode la
síntesisde las aminaspara cubrir el descensodel “pool” intraneuronal,producido
por la movilización continua de las mismas,de modo que el incrementoen los
niveles de los neurotransmisoresobservadoseríaconsecuenciade un aumentode
la síntesis,másque de unadisminuciónde su utilización. Esto no deja de ser, sin

embargo,unahipótesis,puestoque, tanto en los estudiosde Anismany cols., como
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en los de Kvetnanskyy cols. (1977), que postulabanun mecanismosimilar, no se
realizarondeterminacionesparalelasde la actividadde TH, evaluaciónquese hace
necesariaparaconfirmar si efectivamentela síntesisseencuentraalterada.

En el modelo de deprivaciónsocial, esteextremo no pudo ser confirmado.
Por el contrario, tanto en bulbo raquídeocomo en hipotálamo,el aislamientose

asocióa una disminuciónde la actividadde TH. Dado queestedescenso,aunque
importante,no llegó a ser estadísticamentesignificativo sobre la base del número
de observacionesrealizado,esmuy probablequela disminución de las actividades
noradrenérgicay adrenérgicase deba a una disminución de la utilización del
neurotransmisor,más que a un descensode la síntesis“per se” como suceso

primario. La síntesisestaría,entonces,ligeramentedisminuidacomo consecuencia
inmediatae indirecta del descensode la utilización de ambos neurotransmisores,

hecho orientadoa manteneruna concentraciónintraneuronalestable de ambas
catecolaminastrasla disminuciónde la utilización a la quesealudía. Estahipótesis
está avalada experimentalmente,ya que, en hipotálamo, donde los niveles de
MHPG aparecíannotoriamentedisminuidosparael grupo de animalesaislados,la

concentraciónde NA no estabaaumentada,como cabría esperar,sino que se
mantuvoinalterada.

Por último, y haciendoreferenciaa la actividad de la TH hipotálamica,es
posible queel ligero descensoobservadorefleje, preferentemente,el estadode las
neuronasdopaminérgicastrasel estrés,debido a la mayor concentraciónrelativa
de éstas sobre las neuronasque constituyen las poblacionesnoradrenérgicay
adrenérgicaen estenúcleocerebral.Puestoquela velocidadde renovaciónde DA

no se modificó por efecto del aislamiento, no es aventuradopensar que las
variaciones de la actividad correspondientea neuronas noradrenérgicasy
adrenérgicashubieran podido quedar enmascaradasy diluidas por la mayor
contribución de la TH de neuronasdopaminérgicas,cuya actividad,evaluadacon
anterioridad mediante la determinación de la velocidad de renovación, se
encontrabainalterada.
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6. MODIFICACION DE LA ACTIVIDAD CATECOLXMIIJERGICA CENTRAL
POR DADLE Y DAGO

Si bien las disminucionesdel tono noradrenérgicoen hipotálamoy de la
actividadadrenérgicaen ambasestructurasduranteel aislamientoeranevidentes,
cabía la posibilidad de que estasvariacionesno fueran consecuenciade la acción
de los opioides liberados duranteel estrés, a pesar de la más que probable
existenciade un receptorpresinápticosobre terminalescatecolaminérgicas(Detlef
Taubey cols. 1976; Schoffehneery cols. 1988). Ha de tenerseen cuentaqueotras
sustanciasendógenas,como la corticosterona,también liberadadesdela glándula
adrenalen el transcursodel aislamiento,como había quedadodemostradoy con
fácil accesoal SNC, estambiéncapazde reducir la transmisiónnoradrenérgicaen
diversosnúcleoshípotálamicos(Jhanwar-Uniyaly cols. 1989).

A esta posibilidad, habría que añadir una segunda,ya comentada,en el
sentido de que estasvariacionesconstituyeranun indicador bioquímico de otras
alteracionesaparecidascomo consecuenciadel estrés más que de la propia

respuestahipertensiva.

Con objeto de aclarar, al menos parcialmente,ambas circunstancias,se

procedió a evaluar el efecto de la administraciónexógena,por via í.c.v, de los
agonistasselectivosde los receptoresdelta y mu opioides,DÁ4DLE y DAGO. Este
diseñoexperimentalpermitevisualizaraccionesopioidespurasy desprovistasya de

interferencias de otros sistemas de neurotransmisión,sobre las actividades
noradrenérgica,adrenérgicay dopaminérgicaen hipotálamoy bulbo raquídeo,en
el momento en el que se alcanzael pico máximo de su efectopresor (10 mm).
Para este fin, se seleccionaronlas dosis de 36 nmol/ratapara el DADLE y 18

nmol/rata para el DAGO, dosis que, ensayadascon anterioridad, habían
demostradoproducir un aumentode presión arterial similar al que se desarrolla

en el transcursodel aislamiento.

En hipotálamono se aprecióningunavariación de la actividad de los tres
sistemas de neurotransmisión,tanto cuando se evaluó ésta individualmente,

mediante la determinaciónde la velocidad de renovación, como cuando se
examinaronlas posiblesalteracionesde modo conjunto,mediantela determinación

de la actividad de la TH.
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Salvando las diferencias entre la administraciónaguda de agonistasy la
liberacióncontinuadade opioides endógenosduranteel transcursodel estréspor
deprivaciónsocial, la comparaciónentreambosgruposde resultadossustentarían
la hipótesis, manejadaal inicio de este apanado,en el sentido de que, en
hipotálamo,las variacionesde las actividadesnoradrenérgicay adrenérgicadurante
el estrés serían responsablesde otras modificaciones comportamentalesy
neuroendocrinasmásque de la propia respuestahipertensiva.

En el casode la NA, si bien se observóun descensosignificativo de MHPG
tras la administraciónde ambospéptidos,la disminución de estemetabolitono se
tradujo en alteracionesde la velocidadde renovación,puestoque se obteníaun

efecto compensatorioal realizar el cociente MHPG/NA, como consecuenciadel
ligero descensode NA detectadoen amboscasos.La disminución simultáneadel
contenidodel metabolitoy de la aminapodría interpretarse,eventualmente,en

términosde unadisminuciónde la síntesis,circunstanciaqueno seproduceen este
caso, ya que la actividad de la TH despuesde la administraciónde los agonistas
opioideses similar en todos los gruposexperimentales.

Por lo que respectaal bulbo raquídeo,el DADLE indujo unadisminuciónde
los nivelesde MHPG sin alterarel contenidode NA, mientrasel DAGO provocó

unaelevaciónde los niveles de adrenalina.Así pues, en rataconsciente,el efecto
presordel agonistadelta opioide DADLE estaríaasociadoa una disminución de
la velocidad de renovaciónde NA en bulbo raquídeo,mientasla ocupacióndel
receptormu produceuna disminuciónde la transmisiónadrenérgica.En ninguno
de ambos casos el aumento de la presión arterial parece, a la vista de los

resultados,consecuenciade alteracionesde la velocidadde renovaciónde NA y AD
a nivel hipotalámico, ni de modificacionesdel tono dopaminérgicoen ambas
estructuras,ya que la velocidad de renovaciónde DA no se modificó tras la
administraciónde ningunode ambospéptidos.

En este mismo contexto, cuandose determinóla actividad de la TH, no se
observó ninguna variación, por lo que puede afirmarse que, del total de los
procesos que podrían ser responsablesde las alteraciones observadasen la
velocidadde renovación(síntesis,liberacióne inactivación), tras la administración

de ambospéptidos,no seríala síntesisel eventomodificado. Dado quenumerosos
autoreshan puestode manifiesto que la activación del receptoropioide puede
modular presinápticamentela liberación de diversos neurotransmisores,y, en
concreto,de las catecolaminas(Heijna y cols. 1990; Mulder y cols. 1987; Werling
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y cols. 1987), y que, por el momentono existe ningunaevidenciaque sugierauna
regulacióndelmetabolismode catecolaminaspor opioides,parecerazonablepensar
que unadisminucióndiferencial (AD paralos agonistasmu opioidesy NA para los
agonistasdelta)de la liberaciónde estosneurotransmisoresen bulboraquídeosería

responsabledel aumentode presión arterial.

Estos resultadosconstituyenla primera evidenciaexperimental“in vivot’ de
que, en unaestructuracerebralconcreta,puedaexistir unainhibición selectivade
la transmisiónnoradrenérgicay adrenérgica,debido a la ocupaciónde distintos
receptoresopioides.HastaJa fecha,estefenómenohabíasido puestode manifiesto
únicamente“in vitro”, y siempre con la ausenciasignificativa de datos relativos a
la regulación de neuronasadrenéregicaspor opioides. Así, Schoffelmeery cols.
(1988)hallaron,en una preparaciónde rebanadasde tejido, quelos receptoresmu
y delta opioides median,presinápticamentela liberaciónde NA y DA en corteza
y estriadorespectivamente.

Si se comparanlos resultadosobtenidosentrela activaciónpura del receptor

mu por administraciónexógenadel agonista DAGO y la activación tónica del
mismo receptorpor efecto del aislamiento,el único punto de coincidencia,donde
se replican los resultados,se refiere a la disminución de la actividadadrenérgica

en bulbo raquídeo,por lo que esfactible suponerque el resto de las alteraciones
sobre el tono catecolaminérgicocentralduranteel estrésno seandebidasa efectos
mediadospor opioides, o bien que estas modificaciones ¡lo repercutanen la
respuestahipertensiva.Desdeestaperspectivay parafinalizar, podríahipotetizarse
que la activaciónde los receptoresmu opioides en SNC provocauna reducción

del tono adrenérgicoen bulbo raquídeo,por lo que el aumentode la presión
arterial inducidopor el DAGO o por el aislamientopodría ser una consecuencia
indirecta de la inhibición presinápticade la liberación de adrenalinasobre las
terminalesde estaestructuracerebral.

El grupo de neuronasque en bulbo raquídeo serían sustrato de esta
respuesta,podría quizá ubicarse en el NTS, núcleo bulbar en el cual se ha
observado una disminución de la transmisión adrenérgicacuando se provoca
experimentalmenteun incrementode la presiónarterial (Kobilansky y cols. 1988).
De modo análogo, el aumentode la presión arterial observado,tanto en los
animalessometidosal estréspor deprivaciónsocial como en aquellostratadoscon
el agonistadel receptormu DAGO, podría estarasociadoa una disminución del
tono adrenérgicoa estenivel.
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1. En las condiciones experimentalesestablecidasen este trabajo, el estrés
producidopor deprivaciónsocialen rata da lugar a unarespuestahipertensivaque

essensible,de maneraestereoespecífica,a la administraciónintracerebroventricular
(i.c.v) de naloxona,presentandoel enantiómero(-) un efectohipotensor.Además,

la administracióncrónicapor infusión continuadel antagonistaopiáceoes capaz
de prevenir el desarrollo de la hipertensión. Ambos hechos, considerados
conjuntamente,avalanla hipótesisde quela respuestahipertensivaal estréseneste
modeloexperimentalse produce,al menosparcialmente,por activacióndel sistema
opioide central.

2. Como pruebaadicional de la existenciade un componenteopíoide en dicha

respuestahipertensiva,el efectopresorde la morfina administradade forma aguda
por vía i.c.v. se encuentrapotenciadoen los animalesaislados.Por otro parte, la
respuestahipertensivaal estrésno se desencadenaen ratastolerantesa morfina,
administradaéstade forma crónica en el aguade bebida.

3. La participaciónde los péptidos opioidesen la respuestahipertensivaal estrés
parece producirsea nivel central y a través de la activación del receptor mu
oploide. A favor de esta hipótesis, la administraciónintracerebroventriculardel

antagonistaespecíficode dichoreceptor,beta-funaltrexamina,revierteel incremento
de la presiónarterial en los animalesaislados.

4. La potenciacióndel tono opioide cerebralproducidopor la administracióni.c.v.

de DADLE -(D-Ala2, D-Lcu5) encefalina-y DAGO -(D-Ala2, N-Me-Fen4, Gliol5)
encefalina-, agonistas selectivos de los receptores opiáceos delta y mu
respectivamente,produce, tanto en el animal consciente como en las ratas
anestesiadasconetiluretano,un incrementodosis-dependientede la presiónarterial
que es antagonizablepor naloxona,siendoel efectodel DAGO de una potencia

dos vecessuperioral producidopor el DADLE. Adicionalmente,se ha observado

un incrementode la acción presorade ambospéptidosen el animal anestesiado
respectoal obtenidoen el animal consciente.

5. La activacióntónicadel receptoropioideenel transcursodel estrésse acompaña

de una disminución de la actividadadrenérgicaen bulbo raquídeoe hipotálamo,
así como de una reducción de la velocidad de renovación de noradrenalinaen
estaúltima estructura.
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6. La antedichadisminución observadaen el tono adrenérgicoduranteel estrés
pareceser consecuenciade una inhibición de la liberacióndel neurotransmisorpor
acción de los opioides sobre el receptor mu, toda vez que la activación
farmacológica de dicho receptor por administración de su agonista selectivo,
DAGO, produce efectosen el bulbo raquídeo y sobre el sistema adrenérgico
análogosa los observadosduranteel estrés,hechoeste que podría contribuir al
incrementode la presiónarterial.

7. Por su parte,el agonistaespecíficodel receptordelta, DADLE, produceuna

elevaciónde la presiónarterialque se muestraasociadaa una reducciónselectiva
de la transmisiónnoradrenérgicaen bulbo raquídeo.

& La ausenciade variacionesen la actividadde la tirosina hidroxilasa, tanto frente
al estréscomofrentea la administraciónde ambosagonistas,excluye la posibilidad
de que las modificaciones en la transmisión adrenérgicay/o noradrenérgica,
observadasen amboscasos,sean consecuenciade unaalteraciónen la síntesisde
las catecolaminascomo eventoprimario.

9. Los resultadosde estetrabajo abrennuevasperspectivasterapeúticassobre la
basede la aquídemostradaimplicación del sistemaopioide en la respuestapresora
al estrés,considerandoéste comouno de los posiblesfactoresdesencadenantesde
la hipertensiónesencial.
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