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Una de las multiples respuestas fisioldgicas que experimenta el organismo frente
al estrés es un incremento de la presion arterial. Consecuentemente, el estrés puede
considerarse como uno de los factores que intervienen en el desencadenamiento de
la hipertension labil, hipertension que puede establecerse de modo definitivo si la
duracion del estimulo aversivo se prolonga.

Por otro lado, a lo largo de la Gltima década, se han acumulado un gran nimero
de evidencias que confirman que uno de los sistemas que son activados
preferentemente en el transcurso de numerosas formas experimentales de estrés es el
sistema opioide.

Mediante el empleo de diversas aproximaciones farmacologicas, en la presente
memoria se ha demostrado la implicacién del sistema opioide central en la generacion
de la respuesta presora que se manifiesta en el modelo de estrés consistente en la
deprivacion social de ratas jovenes. Las evidencias que se han obtenido apoyando este
hecho incluyen la reversion estereoespecifica de la mencionada respuesta hipertensiva
por el antagonista opioide inespecifico naloxona, asi como su prevencion tras la
administracién continuada del tarmaco, la imposibilidad que presentan los animales
dependientes de morfina para desarrollar la hipertension y, por Gitimo, la potenciacién
de la respuesta presora a la administracion aguda de morfina en los animales aislados.
Las implicaciones fisiopatoiGgicas de este hallazgo servirfan de base para el control de
algunas formas de hipertension esencial mediante la actuacién farmacologica sobre el
sistema opioide.

Con posterioridad, ha sido posible precisar que, en concreto, es el subtipo de
receptor mu opioide el responsable del aumento de la presion arterial que tiene lugar
en este modelo de estrés. Confirmando la importancia del receptor mu opicide
cerebral en la hipertension, la activacién farmacolégica del mismo mediante la
administracién central de su agonista sintético DAGO -(D-Ala? NMe-Fen?,
Gli-ol’) encefalina-, producia un incremento de la presion arterial muy superior al
observado para el agonista especifico del receptor delta DADLE -(D-Ala?, D-Lew?)
encefalina-.

Del mismo modo, el conocido papel de las catecolaminas cerebrales controlando
el dinamismo cardiovascular y la capacidad neuromoduladora de los péptidos opioides
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sobre este sistema de neurotransmision, ha quedado patente al haberse demostrado
una implicacién combinada de ambos sistemas en la respuesta hipertensiva al estrés,
asi como en el efecto presor producido por los agonistas de los receptores delta y mu
opioides, DADLE y DAGO respectivamente. Asi, en bulbo raquideo el estrés se ha
asociado a una disminucion de la velocidad de renovacién de adrenalina, mientras que
en hipotdlamo el aislamiento produjo una disminucién tanto de la actividad
noradrenérgica como adrenérgica.

Por su parte, el aumentc de presion arterial inducido por los agonistas DAGO
y DADLE se produce como consecuencia de una activacién opioide que, a su vez,
parece inducir en bulbo raquideo una inhibicidn del tono noradrenérgico por parte
del agonista deita, y del tono adrenérgico por lo que se refiere al efecto producido
por el agonista mu.

En conclusion, el conjunto de datos expuestos ha servido para confirmar por un
lado, y de manera inequivoca, la implicacién del receptor mu opioide central en la
respuesta hipertensiva al estrés por deprivacidn social, y adicionalmente la mediacion
del sistema catecolaminérgico central en la accién presora, provocada tanto por la
activacion farmacolégica de los receptores delta y mu opiaceos, como por los opioides
endbgenos cuya liberacidn en el sistema nervioso central estd potenciada en el
transcurso del estrés. Los resultados expuestos sugieren, pues, el caricter
neuromodulador del sistema opioide sobre el sistema catecolaminérgico, hipétesis que,
"in vivo", carecia hasta el momento, de todo soporte experimental.



INTRODUCCION



1. EVOLUCION DEL CONCEPTO DE ESTRES

El término estrés es un concepto multifuncional cuya definicidn es variable
dependiendo de la perspectiva desde la cual se aborde su estudio. Sin embargo,
puede afirmarse, en cualquier caso, que es toda respuesta que permite al
organismo afrontar las amenazas inmediatas contra su equilibrio fisiolégico. Esta
respuesta puede ser desencadenada ante una agresién real (factor fisico del estrés)
o ante la sensacidn de que se va a producir tal agresion (factor psicolégico del
estrés).

Fue el fisidlogo francés Claude Bernard quien reconocié por primera vez la
importancia de los mecanismos de adaptacion y afirmd en la segunda mitad del
siglo XIX: "[La constancia del medio interno es la condicion para una existencia
libre e independiente”. Unos 50 afios después, Walter Cannon (1932) ampli6 la
teoria de Bernard y acuid el término "homeostasis" para definir el conjunto de
procesos fisiologicos coordinados que mantienen la constancia de las funciones
vitales, y que constituyen €l mecanismo adaptativo mediante el cual el organismo
reacciona ante la exposicién a un estimulo nocivo. Cannon definid un modelo en
el que el organismo mantenia el equilibrio mediante mecanismos de
retroalimentacidon y recalcé la importancia del sistema simpato-adrenal como
responsable de la coordinacion de las respuestas que se suceden en el organismo
ante diversos agentes nocivos, fisicos o psicoldgicos. Su teoria estaba basada en la
observacion de que la exposicion a dichos agentes provoca la liberacion tisular de
una sustancia que denomind "simpatina” y que, posteriormente, seria identificada
como adrenalina y noradrenatina. La liberacién de "simpatina", segin Cannon, era
fundamental para desarrollar la estrategia de "fight or flight" (lucha o huida) ante
las demandas del medio ambiente.

En 1936, Selye introdujo el concepto de “"sindrome general de adaptacion”, y
subrayo el papel de la glindula suprarrenal en su desarrollo. Dicho autor describié
una secuencia de cambios patoldgicos que se observaban en el organismo cuando
éste era sometido a diversos estimulos nocivos y los agrup® en tres fases:

1. Reaccion de alarma: caracterizada por hipertrofia adrenal, ulceracion de la
mucosa y atrofia del timo y de los tejidos linfoides.
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2. Fase de resistencia o de adaptacidn: cuyas manifestaciones pueden ser opuestas
a las de la reaccién de alarma.

3. Fase de agotamiento: sobreviene si [a intensidad o la duracién del estrés es
excesiva.

Selye denomind estrés a la respuesta inespecifica del organismo ante un
aumento de las exigencias del medio ambiente, y "stressors” (estresantes) a los
agentes responsables de dicha respuesta.

Con posterioridad, este mismo autor (Selye 1946) denominé "enfermedades de
adaptacion” a una serie de trastornos debidos, no a la presencia de agentes
patdgenos, sino a la ausencia de la respuesta adaptativa del organismo ante los
mismos. Entre estas enfermedades incluia la alergia, el insomnio y los trastornos
cardiovasculares, apuntando ya entre los mismos las alteraciones en la presion
arterial.

En la década de los 50, Wolff (1950) sistematizd paralelamente la vinculacion
del estrés con la patologia, al definirlo como la respuesta biol6gica que, basada en
patrones fisiologicos estereotipados, permiten la adaptacion del organismo ante las
amenazas fisicas, pero no asi ante las de origen psicoldgico, situando, de este
modo, el estrés en un contexto mas cercano a los procesos cognitivos.

El concepto de "sindrome general de adaptacion” desarrollado por Selye da
un €nfasis especial a los aspectos inespecificos de la respuesta al estrés, afirmando
que los factores desencadenantes pueden ser distintos, pero que producen
esencialmente la misma respuesta bioldgica (Selye 1970). En la actualidad, se han
ido acumulando datos que indican, sin embargo, la existencia de un cierto grado
de especificidad en la respuesta al estrés. J. Mason (1971) criticd el concepto de
inespecificidad inherente a la teoria de Selye, senalando que todos los agentes
estresantes tienen en comin la capacidad de incidir sobre la esfera psicolGgica del
organismo, cuya activaciéon provocaria la consiguiente respuesta neuroendocrina. Su
gran aportacion consistid en haber sido el primero en conceder la importancia
adecuada a los componentes psicoldgicos del estrés. Otros autores han sefialado
también la existencia de especificidad en el estrés, tanto a nivel de la clase,
intensidad o duracion del agente estresante, como en las vias que intervienen en
el procesamiento de la informacién en el organismo (mecanismos de defensa,
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ansiedad) o de factores tales como la especie, hora del dia, etc. (Murison e Isaksen
1982; Kant y cols. 1986).

El estrés constituye, en definitiva, una modificacion del proceso homeostético
normal, encaminada a favorecer [a adaptacién al entorno y proporcionar
oportunidades y estrategias adaptativas al individuo. No obstante, si bien en la
actualidad aiin no existe una definicién precisa claramente aceptada, las distintas
acepciones del término, mas que referirse a concepciones antagonicas entre si,
revelan las distintas aproximaciones desde las diversas areas de estudio.

2. RESPUESTA FISIOLOGICA AL ESTRES

La respuesta fisiologica al estrés difiere cualitativamente en relacién a la
duracién del mismo. Los mecanismos que permiten [a reaccion inicial no son los
mismos que intervienen en el proceso subsiguiente, cuando el organismo se ve
sometido a un estrés prolongado. Esto ocurre porque las necesidades para la
supervivencia son también distintas. Ante un estimulo repentino o imprevisto, la
supervivencia del individuo depende de una reaccidn rapida de emergencia,
mientras que si el estimulo persiste resulta mas adecuada la adaptacidn al mismo,
tal como habia postulado Selye.

La reaccidn de emergencia puede asociarse, por tanto, a las formas de estrés
agudo donde se precisa una respuesta rapida y breve, que se logra mediante la
activacion de las funciones nerviosas o neuroendocrinas. Por el contrario, las formas
de estrés cronico estarian ligadas a la respuesta adaptativa, denominada fase de
resistencia por Selye, donde se verifica una activacién o respuesta a largo plazo
pero de accion mas persistente, propia del sistema endocrino. En ambos casos, la
alteracion provocada iniciaimente por el estimulo estresante es una activacion del
sistema nervioso central (SNC), el cual pone en marcha la sucesién de mecanismos
mencionados anteriormente.

El sustrato neuroquimico responsable de la activacién inicial del SNC vy,
subsecuentemente, del resto de los efectos inducidos por el estrés, no esta
completamente identificado, si bien se ha sugerido que, en la mayoria de los casos,
se produce una activacidn de los sistemas aminérgicos cerebrales con aumento de
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la velocidad de renovaciéon de los neurotransmisores correspondientes a nivel
hipotaldmico. La noradrenalina (NA), la adrenalina (AD), la dopamina (DA) y la
serotonina (5-HT) han sido propuestos como neurotransmisores responsables del

desencadenamiento de dicha respuesta (Richardson y cols. 1990; Spinedi y cols.
1988).

2.1, Respuesta inmediata: Reaccidn de emergencia

La reaccion de emergencia se produce mediante la accién conjunta del sistema
nervioso simpético y las hormonas liberadas desde la médula adrenal, y permite ia
movilizacién inmediata de los recursos orgénicos necesarios para las reacciones de
lucha o de huida.

2.1.1. Activacién del sistema simpatoadrenal

La estimulacién simpética hace referencia al incremento de la actividad t6nica
de los nervios simpdticos con el consiguiente aumento de la liberacidn de NA en
los terminales nerviosos.

La activacion de las c€lulas cromafines de la médula adrenal se produce por
aumento de la actividad del nervio esplacnico. El tejido cromafin libera a la sangre,
conjunta y esquetiométricamente, una mezcla de NA, AD y distintos fragmentos
opioides que, procedentes del procesamiento de la preproencefalina, se encuentran
coalmacenados en las vesiculas con las catecolaminas (Viveros y cols. 1979). La
regulacion del proceso de liberacidn de las encefalinas desde la médula adrenal
y de la AD de la misma procedencia, ha sido estudiado en detalle (Govoni y cols.
1981). De hecho, la estimulaciébn del nervio esplacnico, incrementa la
inmunorreactividad en plasma a met-encefalina y catecolaminas.

2.1.2. Consecuencias fisiol6gicas de la actividad del eje simpato-adrenal.

Las consecuencias fisioldgicas que desdencadenan las catecolaminas
adrenomedulares son similares a las que posee la NA procedente de la activacién
neurogénica simpética, si bien las acciones de las catecolaminas liberadas desde la
glandula adrenal son més intensas, esto es debido a que su secrecién se da en
mayores concentraciones. No obstante, la actividad adrenomedular representa una
respuesta pricticamente inmediata y de escasa duracion, debido a la corta vida



media de las catecolaminas en sangre.

Los sintomas que constituyen la reaccion de alarma son mdltiples y afectan a
la mayoria de los sistemas organicos (Vogel 1987). Entre las funciones que son
alteradas cabe destacar:

- Sistema cardiovascular: aumento de la frecuencia cardfaca y del flujo sanguineo
al misculo esquelético, asi como aumento de la presion arterial.

- Gastrointestinal: aumento de la secrecioén y de la motilidad géstrica.

- Inmunitaria: aumento de la actividad del sistema inmune.

Para el objeto del presente estudio son de gran importancia las acciones
inducidas sobre el sistema cardiovascular que afectan directamente a la presion
arterial. La estimulacién simpética del corazén conlleva un aumento de la
frecuencia y la fuerza de contraccién, provocando asimismo las catecolaminas
circulantes un aumento del tono vasomotor responsable de una vasoconstriccion
generalizada. Las consecuencias son un aumento simultdneo del gasto cardiaco y
de la resistencia vascular que producen, en fltimo término, un incremento de la
presidn arterial. Esta respuesta es inmediata y de breve duracion, ya que la mixima
concentracion plasméticas se sucede a los 10-30 sg de la aplicacién del estimulo.
A tiempos mayores, su actividad decae y el mantenimiento de la elevacion de la
presion arterial depende de la activacion de la médula adrenal.

Por lo tanto, la reaccion de alarma se produce siempre como primera
respuesta a cualquier tipo de estrés, sea cual sea su duracion e intensidad. Ante
la aplicacién de un estrés agudo y puntual, constituird la Gnica respuesta del
organismo. Si el estimulo persiste, se manifiestan otro tipo de respuestas
neuroendocrinas encaminadas al mantenimiento de la homeostasis y, aunque mas
lentas, permiten una respuesta mas persistente.

2.2. Fase de resistencia

Un suceso evocado en todas las formas de estrés, conjuntamente con la
activaciéon del sistema nervioso simpdtico es la activacién del eje hipotalamo-
hipéfisis-adrenal (H-H-A) (Selye 1976). Que este efecto se incluya en el apartado
correspondiente a la fase de resistencia, tipica ésta de las formas cronicas de estrés,
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es una eleccion arbitraria, ya que este evento sOlo esti ausente en las formas de
estrés agudo y de caricter muy puntual. En definitiva son dos los mecanismos
activados durante el estrés: un sistema que actGa rapidamente y otro que lo hace
a largo plazo. Sin embargo, atendiendo a la dificultad de separar estrictamente las
situaciones agudas de las cronicas, hay que considerar la posibilidad de mecanismos
intermedios entre los efectos simpéticos y los adrenomedulares dentro de los
primeros minutos, y la iniciacion y desarrollo méaximo de la respuesta adrenocortical
después de un periodo que se sitGa alrededor de los 15 minutos.

2.2.1. Activacidn del eje hipotilamo-hipSfosis-adrenal

El origen a nivel central de la activacién del eje H-H-A esta ubicado en el
nacleo paraventricular del hipotdlamo, donde se localizan los somas de las neuronas
parvocelulares productoras del factor liberador de corticotropina (CRF) (Vale y
cols. 1981), principal responsable éste, tras su liberacién a la sangre portal, del
aumento de secrecién de ACTH desde la adenohipéfisis durante el estrés (Plotsky
y Vale 1984). Con posterioridad, la ACTH circulante estimula en las células
corticoadrenales la sintesis y liberacion de glucocorticoides (corticosterona en rata,
cortisol en humanos; Axelrod y Reisine 1984), que mediardn las consecuentes
respuestas fisiologicas.

El sistema se autocontrola mediante un mecanismo de retroalimentacion
negativo (feed-back), ejercido por los propios niveles de glucocorticoides (Keller-
Wood y Dallman 1984). Cuando dichos niveles son elevados, inhiben
simultineamente la liberacion de CRF y la secrecion hipofisaria de ACTH. Se ha
demostrado ademas, que en estas situaciones, los glucocorticoides inhiben
tonicamente la expresion de los genes que codifican el CRF, asi como la expresion
de otros secretagogos de ACTH como arginina vasopresina, colecistoquinina y
catecolaminas cerebrales (Rivier y Plotsky 1986). Incluso se ha propuesto, que la
NA y la AD sistémicas, procedentes de los terminales simpaticos, ademas de las
propias catecolaminas adrenomedulares, podrian acceder, a traves de los capilares
situados en la zona exterior de la eminencia media, a las celulas secretoras
parvocelulares para estimular la secrecion de CRF y ACTH (Plotsky y cols. 1989).

La multiplicidad en el control hormonal de la liberacion de CRF es complejo,
y probablemente refleja ia diversidad de vias capaces de evocar su liberacién
durante el estrés. Debido a la especificidad adscrita a cada modelo de estrés,
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parece razonable asumir que diferentes circuitos neuronales puedan ser afectados
preferentemente en cada caso. Segin Reisine y cols. (1986), la variedad de
secretagogos de ACTH puede proporcionar la flexibilidad necesaria para que se dé
la respuesta a diferentes estimulos estresantes.

Es importante resaltar que, paralelamente a la liberacién de ACTH desde el
lI6bulo anterior de la hipofisis, se produce la liberacién concomitante de beta-
endorfina, péptido opioide que procede del mismo precursor polipeptidico
(proopiomelanocortina) que la ACTH y a partir de cuyo procesamiento se originan
ambos péptidos (Eipper y Mains 1980).

2.2.2. Consecuencias fisiolégicas de la activacion del eje hipotadlamo-hipéfisis-adrenal

Los efectos provocados como respuesta a la activacion del eje H-H-A en el
desarrollo de la respuesta fisioldgica al estrés, son derivados principalmente del
aumento de los glucocorticoides circulantes. Estos efectos incluyen:

- Reduccion de la respuesta inmunologica.

- Disminucioén de la actividad del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal.

- Disminucion de la produccién hipofisaria de GH y TSH y de sus efectos sobre
el crecimiento y el metabaolismo.

- Alteraciones en el peso y la ingesta.

- Disminucion de los niveles de colesterol-HDL.

La aparente paradoja de que, en las situaciones de estrés que constituyen una
amenaza para el organismo, aumente la producccién de corticosteroides, cuyos
efectos antiinflamatorios e inmunosupresores disminuyen la capacidad de defensa
del organismo, ha sido explicada mediante la hipétesis de que el papel de este tipo
de hormonas no serfa proteger a aquél frente a las fuentes de estrés, sino contra
sus propias defensas, que podrian resultar peligrosas si no se hallasen
perfectamente controladas (Munck y cols. 1984).
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3. MARCADORES BIOLOGICOS DEL ESTRES

Debido a que las respuestas psicobioldgicas al estrés son muy especificas, la
definicién de marcadores resulta extremadamente complicada, tanto mas cuanto que
parece probable que, aun asumiendo que en todos los casos se produce una
activacion del eje H-H-A, el origen de tal activacion y las consecuentes alteraciones
bioquimicas parecen diferentes. No estd claro, por lo tanto, el que respuestas
similares se repitan de modo sistematico como consecuencia de la aplicacion de
cualquier tipo de estrés.

Obviando las posibles diferencias entre especies, y atendiendo a la necesidad
de encontrar indicadores reales y sensibles para validar los modelos de estrés, la
variacién de los siguientes parametros suele repetirse en la mayoria de los distintos
tipos de estrés en la rata (Vogel 1987).

Indicadores bioguimicos:

- Aumento de los niveles de corticosterona, variables en funcion, fundamentalmente,
de la duracién del estrés aplicado.

- Aumento de catecolaminas plasmdticas, siendo la variacion en este pardmetro
funcién de la intensidad y la duracién del estrés.

- Modificacion en los niveles de neurotransmisores a nivel cerebral, principalmente
aminas, siendo el sentido de la variacion y la naturaleza de 1a amina modificada
funcion del tipo y de la duracidn del estrés aplicado.

Indicadores morfolgicos:

- Aumento del tamafio de las glandulas adrenales, en respuesta a la mayor
actividad desarrollada por las mismas.
- Disminucion del tamafio del timo.
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4. ESTRES Y ENFERMEDAD

De lo anteriormente expuesto, podemos concluir, por tanto, que la respuesta
bioldgica al estrés incluye una activacibn H-H-A que, con participacién de
numerosos sistemas orginicos, determina una liberacién multihumoral. Sin embargo,
es dificil precisar a partir de qué momento esta liberacion resulta excesiva y nociva
para el organismo y entonces la respuesta deja de ser fisiolégica para convertirse
en patoldgica.

Aunque Rabkin y Struening (1976) afirman que "la exposicion al estrés nunca
es causa suficiente para justificar el desarrollo de una enfermedad”, si consideramos
ésta como un fendmeno que ocurre cuando un agente o condicion destruye la
dindmica interna de cuya integridad depende el organismo, y entendemos las
manifestaciones de esta enfermedad como la consecuencia de los esfuerzos del
organismo para adaptarse a la misma, todas las enfermedades son al mismo tiempo
desdrdenes de adaptacion (Hinkle y cols. 1987).

En términos generales, se puede definir el potencial caracter patdgeno del
estrés como el resultado de la relacion entre dos factores: la susceptibilidad
organica individual y la naturaleza y caracteristicas del estrés (Tapp y cols. 1988).

Sobre el primer factor, parece que son las caracteristicas psicologicas y el
caracter de amenaza percibido por ¢l individuo los que modulan la incidencia
patogena del estrés (Lazarus 1966). Esta amenaza esta en funcioén de la percepcion
que el individuo realiza de los estimulos procedentes de su interacciéon con el
medio ambiente, y de sus propios recursos para afrontar dichos estimulos. Podria
afirmarse que, en la medida en que el individuo deja de percibir tales situaciones
como estimulos que es capaz de afrontar, pasando a sentirse impotente ante ellos,
la respuesta al estrés se convierte en patologica.

En cuanto a la naturaleza del agente estresante, son numerosos los factores
a considerar. El tipo, la intensidad y la duracién del mismo, asi como la exposicion
previa al agente estresante (Keim y Sigg 1976) y la capacidad para predecir o
controlar el estrés (Weiss 1977), parecen determinar el cardcter fisioldgico o
patdlogico de la respuesta.
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En definitiva, y a pesar de que en la actuaiidad la tesis central de la teoria
del estrés como alteracidn capaz de generar enfermedad, elaborada inicialmente
por Canon y Selye, continfia siendo en algunos puntos un enigma, la confluencia
de algunos de los factores anteriormente mencionados puede ocasionar en el
organismo una pérdida de su homeostasis original, estableciéndose, de este modo,
un nuevo equilibrio bioidgico que puede resultar en muchos casos perjudicial. De
hecho, y a pesar de la controversia existente, son numerosos los datos
experimentales que asocian el estrés con el desencadenamiento de una gran
variedad de patologias: cardiovascular (Brody y cols. 1987; Tapp y cols. 1983),
digestiva (Dotevall 1983), autoinmune (Grosmann 1989), etc.

5. MODELOS DE ESTRES

Aunque el estrés puede generarse de una manera relativamente sencilla en el
animal de laboratorio, siendo numerosos los modelos experimentales disefiados con
este fin, deben considerarse algunas limitaciones que restringen en gran medida su
utilizacién, cuando el fin ultimo es obtener resultados extrapolables al ser humano.
En primer lugar, las respuestas observadas tras la aplicacién del estrés en los
distintos animales de un mismo grupo o camada pueden ser diferentes, hecho que
se sustenta en ia susceptibilidad individual (Dantzer y Mormede 1985). En segundo
lugar, la diversificacion de las especies, considerando en este punto dos aspectos:
por un lado, la dificultad para asimilar los modelos animales de estrés a las
situaciones a las que se ve sometido el ser humano, y, por otro lado, a que el
transcurso temporal de la respuesta en el animal es también distinto, puesto que
el tiempo de exposicidén de los mismos al agente estresante es, por norma general,
sensiblemente inferior al que encontramos en humanos.

Por lo tanto, la eleccién de un determinado agente como generador de estrés
debe considerar los distintos modelos existentes y sus caracteristicas peculiares en
relacion con la finalidad perseguida en la investigacion.
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5.1. Clasificacién de los modelos de estrés

Entendiendo las numerosas clasificaciones que se pueden efectuar, y
dependiendo del factor seleccionado como referencia para la realizacion de la
misma, los modelos de estrés utilizados experimentalmente se pueden clasificar en:

- Modelos que provocan una alteracion en el estado fisico del animal:

. Inmovilizacién (Brodie y Hanson 1960).

. Choque eléctrico (Foot-shock; Bliss y cols. 1968).

. Natacién forzada (Forced swimming; McCarty 1985).

. Exposicién a bajas temperaturas (cold-stress; Inaba y cols. 1981).

- Modelos que provocan alteraciones en el componente social o en la esfera
emocional del animal:

. Hacinamiento (Armario y cols. 1984).
. Aislamiento o deprivacion social (Gardiner y Bennett 1977).
. Estimulacién audiovisual (Galeno y cols. 1984).

Ademas de éstos, existen otros muchos modelos surgidos de la aplicacion
combinada de los agentes mencionados anteriormente (Senay y Levine 1967), asi

como aquellos inducidos por la administracion de anestésicos (Kitchen y Roman
1984).

En cuanto a las caracteristicas del estrés, es imprescindible tener en cuenta su
intensidad, pero aiin mas importante es considerar su duracion, pues, como ya ha
sido sefialado, los mecanismos fisiologicos responsables de la adaptacién al estrés
dependen directamente de la duracién del estimulo aversivo, mis que de su
intensidad (Natelson y cols. 1981).

Por lo tanto, sin excluir los modelos enumerados anteriormente, se acuiia el
término agudo para aquellos tratamientos que se aplican una sola vez a los sujetos
de forma mas o menos puntual, y ¢rénico para aquellos casos en los que el agente
afecta al individuo de manera mas o menos prolongada, de modo continuado o
intermitente. Desde el caso del estrés absolutamente puntual o agudo hasta las
formas de estrés cronico (dias o meses, segin la especie), hay numerosas
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situaciones intermedias que pueden clasificarse, a veces con cierta dificultad, como
es el caso del modelo de deprivacion social empleado en el presente trabajo, como
agudas o cronicas, en funcidn de su aproximacion a uno u otro caso.

Atendiendo a la capacidad de prediccion o control que el individuo pueda
ejercer sobre el estrés al que es sometido, se puede realizar una clasificacion
adicional entre aquellas situaciones controlables mediante un periodo previo de
aprendizaje e incontrolables. En la medida en que el individuo puede predecir o
controlar €l estrés, los efectos son menos pronunciados (Weiss y cols. 1987).

Por Altimo, y atendiendo a la capacidad de evitacién del dafio, pueden
dividirse en gvitables, también denominados modelos de estrés escapable o de
evitacidn activa, e jnevitables, también denominados inescapables. En los primeros,
si la respuesta de evitacién ("avoidance™) conlleva la aplicacién de un castigo
("punishment"), los efectos comportamentales observados en el animal son maés

profundos, causan mayores dafos y, desde un punto de vista conductual, inducen
depresion.

5.2. Seleccion e interés del modelo de deprivacion social

En la elaboracion del presente trabajo se ha escogido como método productor
de estrés el modelo de deprivacion social, que, como se indicara con posterioridad,
permite el establecimiento temporal de dos fases atendiendo a la duracion de la
aplicacion del estimulo.

El fundamento de la produccion de estrés por este modelo esta basado en el
caricter marcadamente social atribuido a los roedores. La rata es una especie ideal
para el emplec de este modelo porque, a la condicién de su caracter gregario, hay
que afiadir que observa un comportamiento respecto al control de su territorio muy
similar al observado en primates (Brain 1985). Todas estas circunstancias la
convierten en una especie donde el aislamiento temporal del grupo al que
pertenecen provoca alteraciones conductuales y fisicas manifiestas que configuran

el patron de respuestas del modelo de estrés al que nos referiremos
posteriormente.

El empleo de este modelo de estrés obvia, ademas, mejor que otros modelos,
las limitaciones a las que aludiamos con anterioridad. En primer lugar, permite la
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aplicacién homogénea del estimulo frente a todos los individuos de la muestra. Por
otro lado, constituye un estimulo de caracter moderado, cuyo componente esencial
es psicoldgico y permite, en cierto modo, equipararlo a las situaciones de estrés que
afectan al ser humano, facilitando la extrapolacion de los resultados obtenidos.

Por ditimo, también constituye una aportacidn interesante como modelo de
hipertension experimental, ya que, aunque tanto en humanos como en animales
de experimentacion son numerosos los estudios que documentan los efectos que
sobre el sistema cardiovascular originan los modelos de estrés fisico (Parati y cols.
1988; Sparrow y cols. 1987; Lawler y cols. 1984; Galeno y cols. 1984), es escasa
la informacién que se posee relativa a las modificaciones inducidas en respuesta
al estrés psicologico.

6. SISTEMA OPIOIDE

El sistema opioide es un término genérico, empleado para designar a un
grupo heterogéneo de péptidos presentes en el organismo, que constituyen los
ligandos endogenos de los receptores opidceos y que contienen, en algin lugar de
su molécula, la secuencia aminoacidica Tir-Gli-Gli-Fen-.

Historicamente, los receptores opiaceos fueron caracterizados con anterioridad
al descubrimiento de los propios péptidos, siendo dos las razones que justificaron
el desarrollo de las investigaciones para demostrar su existencia. La primera linea
de razonamiento era farmacoldgica y estaba basada en los estrictos requerimientos
estructurales que precisaban los agonistas tipo morfina y antagonistas hasta la
fecha descritos para inducir sus efectos, circunstancia que sugeria la existencia de
un receptor opiaceo especifico (Goldstein y cols. 1971). El segundo argumento
derivaba del interés por justificar los drasticos efectos comportamentales producidos
por la morfina.

En el afioc 1973, tres grupos independientes de investigadores pusieron de
manifiesto la existencia de receptores especificos para la morfina y otros derivados
opidceos en el SNC (Pert y Snyder 1973, Terenius 1973, Simon y cols. 1973). El
posterior aislamiento de la met-encefalina y la leu-encefalina, agonistas enddgenos
de dichos receptores (Hugues y cols. 1975), abri6 importantes perspectivas para el
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conocimiento del proceso de transmision dolorosa, al cual se asociaban los
derivados del opio, y del resto de los efectos descritos para los opidceos.

Desde esta ultima fecha, se han identificado, aislado y caracterizado una gran
cantidad de péptidos opioides en SNC y tejidos periféricos, cuya funcionalidad se
ha ido determinando a lo largo de las dos Gltimas décadas. Entre los que presentan
actividad bioldgica, los mas relevantes son la beta-endorfina (Goldstein y cols. 1979)
la dinorfina (Li y Chung 1976), junto a las antedichas met- y leu-encefalina.

6.1. Familias de péptidos opioides

La aplicacién de las técnicas de ADN recombinante ha permitido demostrar
que los péptidos opioides aislados hasta la fecha derivan, por escision metabdlica,
de tres precursores polipeptidicos distintos, cada uno de los cuales presenta una

forma "prepro” y una forma "pro", de la cual se desdobla el péptido senal (Hollt
1983).

De esta forma los péptidos opioides han sido agrupados en tres familias y
clasificados en:

- Péptidos derivados de la proopiomelanocortina (POMC).
- Péptidos derivados de la proencefalina.
- Péptidos derivados de la prodinorfina.

6.1.1. Péptidos derivados de la proopiomelanocortina

Los péptidos derivados del procesamiento de la POMC incluyen los opioides
alfa, beta y gamma-endorfina y las hormonas adenocorticotropa (ACTH),
estimulante de los melanocitos (alfa-MSH) y beta-lipotropina (beta-LPH) (Fig.1).

El precursor POMC con 31 KDal de peso molecular, se sintetiza tanto en la
hipéfisis como en otras regiones cerebrales. Aunque la existencia de los péptidos
hipofisarios ACTH y alfa-MSH estaba bien establecida, el aislamiento vy
caracterizacion de la beta-endorfina (Li y Chung 1976) promovi6 la realizacién de
numerosos estudios inmunohistoquimicos, que permitieron la localizacidén de la
beta y alfa-endorfina y la beta-LPH (un fragmento de la POMC que contiene en
su secuencia a la beta-endorfina) en los 16bulos anterior e intermedio de la hipéfisis
(Bloom y cols. 1978). Estudios bioquimicos posteriores revelaron que el
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procesamiento que sufre la POMC en los 16bulos hipofisarios anterior e intermedio
es diferente. En funcion de las enzimas que intervienen en el proceso, el precursor
se sintetiza y sufre un procesamiento post-traslacional que permite que los dos
grupos celulares en ambos 16bulos, expresando el mismo gen de la POMC, puedan
liberar productos distintos para producir ACTH, beta-endorfina y beta-LPH en el
lIobulo anterior de la hipofisis y alfa-MSH, N-acetil (1-27) beta-endorfina (un
péptido carente de actividad biologica) y CLIP en el 16bulo intermedio (Mains y
Eipper 1981).

H,N__ gamma-MSH___ ACTH beta-LPH COCH

alffa-MSH CLIP beta-MSH  beta-end .5

beta-end , 5

beta-end ;.

Fig 1.- Esquema del procesamiento de la POMC.

Al descubrirse en cerebro de mamiferos localizaciones extrahipofisarias para
la POMC, se planted la incOgnita de qué tipo de procesamiento seguirfa la
proteina, si seria anédlogo al que tiene lugar en el 16bulo anterior o similar al que
se produce en el l6bulo intermedio, o si podria ser incluso distinto de ambos. Hoy
en dia, los trabajos de Watson y Akil (1980) permiten afirmar, por las tasas de
material MSH-inmunorreactivo aparecidas a nivel acuduectal, que la proteina
hipotalamica es procesada de forma paralela a la POMC en el 16bulo intermedio
hipofisario, es decir, hacia la formacion de beta-endorfina.
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La beta-endorfina, el mayor de los péptidos opioides enddgenos bioldgicamente
activos, contiene 31 aa (Tabla I) y, aunque se origina por procesamiento de la
POMC, su precursor inmediato es la beta-LPH, un péptido de 91 aa, a partir del
cual se libera por ataque enzimitico en el extremo C-terminal.

Ademas de su distribucién y funcién como hormona en la hip&fisis (16bulos
intermedio y anterior), las neuronas que contienen beta-endorfina tienen limitada
su localizacién al hipotdlamo basal y al ndcieo del tracto solitario (NTS), desde
donde se proyectan rostral y caudalmente a otras regiones cerebrales. Una
proporcion considerable de las mismas converge con neuronas encefalinérgicas en
la amigdala, varios centros hipotilamicos y medulares implicados en la regulacion
respiratoria y cardiovascular, y en otras Aareas, tales como la sustancia gris
periacuduectal y el tdlamo, asociadas con la sensacién nociceptiva y la integracién
sensorial (Akil y cols. 1988).

6.1.2. Péptidos derivados de la proencefalina

La proencefalina, nombre genérico asignado actualmente para definir a la
anteriormente denominada proencefalina A, es un precursor polipeptidico de peso
molecular similar al de la POMC. En la mayoria de las especies, su estructura
contiene seis secuencias del pentapéptido met-encefalina, y una secuencia de leu-
encefalina, cuyas estructuras aparecen en la Tabla 1 y el denominado péptido E
(Khachaturian y cols. 1985).

Aunque las encefalinas fueron los primeros péptidos opioides descubiertos, es
escasa la informacion que se posee acerca de las modificaciones post-traslacionales
que sufre su precursor en SNC, si bien hay algunas referencias sobre el diferente

procesamiento que puede sufrir el mismo en los diversos tejidos (Lindberg y Yang
1984).

Parece ser que las encefalinas también pueden derivar de otros precursores,
como la prodinorfina, y de otra proteina de 90 KDal, aislada del cuerpo estriado
del cobaya, la cual contiene cantidades equimoleculares de met-encefalina y leu-
encefalina (Beaumont y cols. 1980). Por tanto, la existencia de encefalinas en otros
precursores explicaria las variaciones observadas en la relacion met-encefalina/leu-
encefalina en las diferentes regiones cerebrales.



RECEPTOR AGONISTA
ENDOGENO

ESTRUCTURA DEL
AGONISTA

PRECURSOR AGONISTA
PROTOTIPO

AGONISTAS ANTAGONISTAS
SELECTIVOS

mu Beta-endorfina

Met-encefajina

delta Leu-encefalina

kappa Dinorfina; .7

Tir-Gli-Gli-Fen-Met-Tre-Ser-
Glu-Lis-Ser-Gln-Tre-Pro-Leu-
Val-Tre-Leu-Fen-Lis-Asn-Ala-
Yle-lle-Lis- Asn-Ala-His-Lis-
Lis-Gli-Gln.

Tir-Gli-Gli-Fen-Met

Tir-Gli-Gli-Fen-Leu

Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-Arg-Arg-
lie-Arg-Pro-Lis-Leu-Lis-Trp-
Asp-Asn-Gin.

POMC Morfina

Proencefalina A

Proencefalina A Leu-encefalina

Prodinorfina Ketociclazocina

Tir-D-Ala-Gli  Beta-FNA
NMe-Fen-Gli-ol
(DAGO) Naloxona

D-Ala2-D-Leu® Naloxona

encefalina ICI 154,129

(DADLE) ICI 174,864

D-Pen?-D-Pen’

encelalina

U 50,488 Naloxona

Dinorfina, 44 WIN-44,441-3
MR-2266

TABLA I.- Subtipos principales de receptores opioides.
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Los estudios inmunchistoquimicos y la cuantificacién por hibridacion "in situ"
del ARNm para la proencefalina han puesto de manifiesto que Ias neuronas
encefalinérgicas se distribuyen ampliamente a [o largo de todo el SNC, estando
su localizacidn periférica circunscrita a la médula adrenal, intestino, ganglios
autonémicos y al sistema nervioso auténomo (Khachaturian y cols. 1985).

En SNC muchas de las vias encefalinérgicas constituyen circuitos locales
relativamente cortos, aunque también han sido descritos sistemas de mayor longitud
en bulbo raquideo de rata (Ceccatelli y cols. 1989) o en locus coeruleus (Leger y
cols. 1983}, donde puedqn coexistir con neurotransmisores clasicos.

La mayor densidad de neuronas que contienen péptidos derivados de la
proencefalina se localiza en la amigdala, hipocampo, cuerpo estriado y éarea
predptica, en la mayoria de los niicleos hipotaldmicos y bulbares y en el asta dorsal
de la médula, donde modulan la transmision dolorosa. La amplitud de su
distribucidon parece estar asociada a su implicacibn en numerosas funciones

fisiologicas: respiratoria, cardiovascular, neuroendocrina, motora, etc. (Holaday
1985).

6.1.3. Péptidos derivados de la prodinorfina

La prodinorfina, también denominada proencefalina B, es el precursor de dos
grupos de péptidos opioides: las dinorfinas y las neoendorfinas, que constituyen los
opioides de mas reciente descubrimiento (Goldstein y cols. 1979).

Este polipéptido, de biosintesis ubicua en todo el SNC, da lugar, tras un
procesamiento relativamente sencillo, a la dinorfina A (1-8), la mas abundante de
todos ellos, la dinorfina A (1-17), la dinorfina B (1-13), y las alfa y beta
neoendorfinas (Tabla I).

Guthrie y Basbaum (1984) han demostrado que la distribucion de la
prodinorfina en SNC se solapa con la de las neuronas encefalinérgicas.

Los productos derivados de la prodinorfina se sintetizan en las neuronas de
los nicleos supradptico y paraventricular del hipotidlamo, desde donde se proyectan
a la hipdfisis posterior, coexistiendo en el nicleo magnocelular con neuronas
productoras de vasopresina (Watson y cols. 1982a).
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Ademds, se ha referido su ubicacidon en peuronas del ntcleo arcuato,
hipocampo, sustancia gris periacuduectal y otras regiones cerebrales y medulares
donde constituyen neuronas de trayecto corto. Al igual que las encefalinas y la
beta-endorfina, la prodinorfina se localiza también en el NTS, zona caudal del
bulbo raquideo donde diversos grupos celulares expresan, de modo especifico, las
tres familias de opioides (Watson y cols. 1982b). Esta situacion puede adscribirse
al papel modulador ejercido por estos péptidos sobre las funciones autébnomas, ya
que este nicleo es conocido por constituir la primera estacién central de relevo
en dicho control.

6.2. Receptores opicides

Al elevado nlimero de péptidos opioides descubiertos hasta el momento, hay
que sumar la diferenciacién de los distintos subtipos de receptores para los mismos.

Histéricamente, el descubrimiento de los receptores opioides precedié al
aislamiento y caracterizacion de los péptidos. La existencia de multiples formas de
receptores opioides fue postulada inicialmente por Martin y cols. en 1976,
basdndose en los diferentes efectos comportamentales producidos por los agonistas
opiaceos clasicos y en la ausencia de tolerancia cruzada exhibida por los mismos.
Los subtipos basicos de receptores propuestos por Martin fueron los siguientes:
receptores mu para los compuestos tipo morfina, kappa para ¢l alcaloide sintético
ketociclazocina y sigma para el SKF 10,047.

Con posterioridad, el aislamiento e identificacion de la leu- y la met-encefalina
y el desarrollo de la t€cnica de fijacion de receptores ("binding”), posibilitaron la
definicibn de los receptores delta, caracterizados por su interaccidn con las
encefalinas en conducto deferente de ratén (Lord y cols. 1977). De modo anilogo,
al descubrimiento de la beta-endorfina sucedi6 la descripcion del receptor epsilon
(Akil y cols. 1980). Estudios posteriores realizados con el receptor sigma han
revelado que, probablemente, no se trata de un receptor opioide tipico, ya que no
muestra la estereoespecificidad clasica que presentan los mismos.

Actualmente, existen evidencias de hasta nueve subtipos de receptores opioides
(Mansour y cols. 1988) incluyendo la diferenciacion de dos subtipos para el
receptor mu, my, y mu, {Wolozin y Pasternak 1981), para el receptor kappa, kappa,
y kappa, (Zukin y cols. 1988) y la posible interconversidn o acoplamiento alostérico
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entre los receptores mu y delta, y mu y sigma (Schoffelmeer y cols. 1988).

La controversia sobre la existencia de multiples subtipos de receptores opicides
y la dificultad para demostrar su presencia en los ensayos de fijacion "in vitro", ha
incentivado la bisqueda de agonistas y antagonistas mdas selectivos para dichos
receptores, cuyo uso se ha hecho imprescindible a la hora de determinar el subtipo
concreto de receptor que media una respuesta fisioldgica o farmacologica (Tabla

I.

Teniendo en cuenta, como detallaremos mas adelante, la complejidad de la
distribucion de los receptores opioides y de las tres familias de péptidos en el SNC,
es aiin prematuro el intento de correlacionar un sistema opioide determinado con
un subtipo de receptor. Asi, Ja beta-endorfina se une selectivamente tanto a los
receptores mu como a los delta, con una ligera preferencia por estos 0ltimos,
mientras las encefalinas, en particular la leu-encefalina, muestra una mayor afinidad
por el receptor delta y todas las dinorfinas y neoendorfinas por el receptor kappa,
excepto la dinorfina A (1-8) que ademds retiene capacidad delta (Itzhak 1988).

6.2.1. Distribucién y significacién fisiol6gica de los receptores opioides

Las técnicas autorradiogréficas aplicadas de modo sistematico han permitido
determinar la localizacion de los receptores opioides, poniendo de manifiesto que
éstos se encuentran ampliamente distribuidos a lo largo de todo el SNC con
algunas localizaciones periféricas.

Mientras los ensayos farmacoldgicos han demostrado la preferencia tedrica de
un ligando determinado por un receptor, los resuitados de dicho estudio de
distribucion anatomica han revelado que las asociaciones halladas "in vitro" no
predicen, necesariamente, una correlacién anatomica exacta entre una determinada
familia de péptidos y su hipotético receptor en todas las areas del SNC
(Khachaturian y cols. 1985), por lo que la significacion funcional de estos sistemas
peptidérgicos depende de la disposicion de los elementos pre y postsinapticos y
la posibilidad de su interaccion (Akil y cols. 1988). Asi, por ejemplo, mientras se
encuentra una elevada densidad de receptores mu en cuerpo estriado y corteza
cerebral, el contenido de los péptidos derivados de la POMC es practicamente
nulo. Por otro lado, la densidad para la proencefalina es alta en la mayorfa de los
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nicleos del bulbo raquideo, estando los receptores delta ausentes (Mansour y cols.
1988).

Los estudios de Lamotte y cols. (1976) identificaron que, a nivel neuronal e
independientemente de su localizacién anatdmica, estos lugares de unidon pueden
situarse pre o postsinapticamente.

La distribucion cuantitativa de los tres tipos principales de receptores opioides
descritos, mu, delta y kappa, varia en cada estructura e, incluso, es posible
encontrar modificaciones entre especies (Lewis y cols. 1984; Sharif y Hughes 1989).
De este modo, mientras en humanos la proporcion relativa de los tres subtipos es
similar, en rata los receptores kappa representan tan solo el 9% de la poblacion
total, frente al 41% y 50% para los receptores mu y delta respectivamente
(Mansour y cols. 1988).

Los receptores mu presentan una ubicacion muy difusa y se distribuyen en
numerosos nicleos a lo largo de todo el neuroeje, incluyendo la corteza, el nicleo
estriado, el hipocampo, la sustancia nigra, el locus coeruleus y el NTS. Por el
contrario, la localizacién de los receptores delta es mas precisa, predominando en
las estructuras del cerebro medio (nicleo estriado y amigdala), mientras que no
se detectan en hipotilamo, y en el bulbo raquideo sélo se encuentran
concentraciones apreciables en el NTS.

Por lo que respecta a los receptores kappa, el conocimiento de su distribucién
anatomica es mds reciente y presentan una localizacién preferente en el drea
predptica, la eminencia media del hipotdlamo, la amigdala y NTS, observiandose
también una densidad elevada en hipocampo, mientras su concentracién en corteza
y bulbo raquideo es muy baja (Mansour y cols. 1988).

En cuanto a las funciones propuestas atendiendo a la distribucién de cada
subtipo de receptor, los tres tipos principales, mu, delta y kappa, han sido
implicados en la modulacién de la sensacién nociceptiva. La mediacién de Ia
analgesia supraespinal atribuida clasicamente a la ocupacién de los receptores muy,
ha sido asignada recientemente al subtipo mu, (Pasternak 1988), asi como a los
receptores delta (Porreca y cols. 1987), mientras que, a nivel espinal, los tres tipos
de receptores parecen participar en la misma proporcidn.
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La localizacidn de los receptores mu, delta y kappa en el NTS parece estar
relacionada con el control de las funciones autdnomas y, mas concretamente, con
el control reflejo del sistema cardiovascular.

Por otro ladg, el patron de distribucion/densidad de los receptores mu opioides
en el tdlamo y en el tronco cerebral ha sido correlacionada con las acciones
depresoras de los opioides sobre la respiracion y con sus efectos sedativos (Atweh
y Kuhar 1983).

El aumento de la actividad locomotora parece ser relativo a la localizacién de
los receptores mu en las zonas A9 y A10, donde modulan la liberacion estriatal de
DA (Chesselet y cols. 1982). Paralelamente, la ocupacién de los receptores kappa
en las mismas regiones a nivel estriatal induce sedacion, hecho consistente con el
elevado contenido del receptor kappa en estas zonas.

Por lo que se refiere a los conocidos efectos de los opioides sobre la secrecion
hormonal en SNC, la distribucién anatomica de los receptores kappa en la hip&fisis
posterior se asocia al papel inhibitorio ejercido por los opioides sobre la liberacidon
de vasopresina, asi como a la accidon diurética intrinseca de los agonistas kappa
(Blackburn y cols. 1986). La elevada densidad de receptores mu y kappa por un
lado y delta por otro se corresponde con el papel excitatorio de los mismos sobre
la liberacién de ACTH y prolactina repectivamente.

Otras funciones, como el control de la ingesta, del transito gastrointestinal y
del balance hidrosalino, presentan un componente opioidoérgico en su regulacidn
(Holaday 1985), sin que hasta la fecha se adscriba selectivamente a un determinado
subtipo de receptor.

6.3. Biogénesis, liberacion e inactivacién de los péptidos opioides

Como se hacia referencia al considerar la existencia de las tres familias de
péptidos opioides, los opioides biologicamente activos se originan a partir de un
precursor polipeptidico de mayor tamafio. Una vez sintetizado el mismo a nivel
ribosomal, la molécula, conjuntamente con los enzimas responsables de su
procesamiento, es almacenada en microvesiculas que migran a través del ax6n hacia
el terminal nervioso. Alli son finalmente procesadas por endo o exopeptidasas,
siendo liberado el péptido en un proceso calcio-dependiente, como producto final
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de esta biosintesis durante la fase de despolarizacion de la membrana neuronal.

El proceso de inactivacion de los opioides, como el de todos los péptidos en
general, difiere del que presentan los neurotransmisores clasicos, puesto que,
mientras para éstos la recaptacion por el terminal nervioso es un mecanismo
eficiente, en el caso de los péptidos, una vez que se liberan y actGan sobre el
receptor, su via primordial de inactivacién consiste en la degradacion enzimética
por peptidasas.

Las enzimas que se han identificado como responsables del metabolismo de
las encefalinas son tres. Una dipeptidilaminopeptidasa que hidroliza el enlace Gli*-
Gli%; una aminopeptidasa 3.14.11, denominada "aminoencefalinasa a", que ejerce su
accién sobre el extremo aminoterminal Tir-Gl? y una endopeptidasa 24.11,
conocida comunmente como encefalinasa, que rompe el enlace Gli*-Fen' de las
encefalinas (Hersh 1986).

El metabolismo de los opioides de mayor tamaio, tipo beta-endorfina, ha de
ser necesariamente mucho mas complejo, y, atn cuando no estd perfectamente
identificado, en homogenados crudos de la hipofisis anterior se ha podido observar
la presencia de gamma-endorfina generada a partir de la beta-endorfina por
hidrolisis del enlace Leu-Fen (Graf y Kenessey 1981).

6.4. Mecanismo de accién

Ias acciones estereoespecificas inducidas por los péptidos opioides en la
mayoria de las regiones cerebrales son dos: depresion del "firing neuronal" a nivel
postsinaptico (Schoffeimeer y cols. 1988) y reduccibn de la liberacién de

neurotransmisores por inhibicién presindptica de neuronas excitatorias (Chesselet
1984).

Aunque no es concluyente la informaciébn que se posee acerca de los
mecanismos efectores que se suceden a nivel celular tras la activacién de los
receptores, parece prevalecer el hecho de que los efectos finales tienen lugar como
consecuencia de la activacion de segundos mensajeros, ya sea por alteracion del
metabolismo de los nucledtidos ciclicos, incluyendo inhibicién de la adenilato ciclasa
¢ incremento de los niveles de GMPc¢ (Childers 1988), y/o por cambios en la
conductancia i6nica. Este ltimo es el sistema utilizado mayoritariamente por las
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poblaciones neuronales opioidoérgicas a nivel central (Duggan y North 1983).

Los procesos ligados a canales pueden estar relacionados, bien con una
disminucion del flujo de Ca?* a través de los canales voltaje-dependientes necesarios
para el acoplamiento estimulo-secrecién del neurotransmisor, o bien a un aumento
de la conductancia al K*, originando la consiguiente hiperpolarizacion celular una
disminucién de la excitabilidad de la membrana neuronal (Chavkin 1988).

La interaccidn entre el receptor opioide y los segundos mensajeros descritos
requiere, en todos los casos, la existencia de proteinas G ("nucleotide-binding
regulatory proteins), que constituyen el sistema de transduccidn de la sefial a través
de la membrana (Wollemann 1990). En este sentido, los distintos subtipos de
receptores opioides difieren en cuanto a la naturaleza de la proteina G a la cual
estdn conectados. Asi, el receptor delta exhibe una intensa inhibicién de la
adenilato ciclasa a través de proteinas G;y/o G, por estimulacién de la GTPasa
(Kosky y Klee 1981), o bien, segin ha sido descrito recientemente, a través de
proteinas G, (Chen y cols 1988), mientras que la accién de los ligandos mu sobre
el sistema adenilato ciclasa es menos efectiva y los ligandos kappa no lo activan en
ausencia de Na* (Mack y cols. 1985).

En relacidn al canal i6nico asociado a cada subtipo de receptor también se
encuentra una profunda diferenciacién: mientras la disminucién del flujo de Ca?
parece ser el sistema activado por los receptores kappa, los receptores mu, y delta
estarian acoplados al canal de K* (North y cols. 1987).

7. ACTIVACION DEL SISTEMA OPIOIDE DURANTE EL ESTRES

En 1977, Guillemin y cols. describieron por primera vez que el estrés
producido por una fractura tibial provocaba un incremento concomitante de los
niveles plasméticos de ACTH, CRF y beta-endorfina en rata. De modo analogo,
se produce una clara asociacidn entre el estrés y la liberacion de péptidos opioides
durante la activacidn del eje simpatico-adrenal en estas situaciones, donde se ha
observado una liberacion paralela de péptidos tipo encefalinas y AD desde la
médula adrenal (Viveros y cols. 1979; Livett y cols. 1981), y de encefalinas y NA
en las terminales simpdticas (Wilson y cols. 1980). Desde entonces, numerosos
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autores han confirmado el efecto estimulante de multiples agentes estresantes sobre
la secrecién de péptidos opioides en diversas especies.

La mayoria de las células que contienen opioides endégenos no son activas
tonicamente, como demuestra el hecho de que los antagonistas opicides carecen
de efecto cuando se administran en animales en condiciones normales. Sin
embargo, cuando ia homeostasis del organismo es distorsionada mediante la
aplicacidn de un estimulo estresante, se produce una activacion del sistema opioide
que origina efectos muy diversos, incluyendo un amplio espectro de modificaciones
en las funciones neuroendocrinas, en la actividad cerebral, en la sensacién dolorosa,
en la temperatura, en el sistema cardiovascular, asi como en otras reacciones
autdnomas y comportamentales (Holaday 1985).

En este sentido, la gran riqueza de péptidos opioides y el elevado contenido
de sus receptores en el principal nicleo central para la regulacion autdonoma, el
NTS, sugieren un papel importante para estos neuropéptidos en lo que respecta
a la regulacion de la respuesta del organismo a las demandas fisiologicas y
ambientales, incluyendo éstas tanto el estrés fisico como el psicolégico.

7.1. Estrés agudo

Desde que en 1976 Akil y cols. pusieron de manifiesto por primera vez el
fendmeno de la analgesia inducida por estrés, los datos relativos a la participacion
del sistema opioide en las formas de estrés agudo son abundantes. Estos autores
demostraron que la aplicacion del modelo de shock inescapable en las patas
producia en rata una elevacidén del umbral doloroso, efecto este que podia ser
bloqueado parcialmente por administracion del antagonista opiaceo naloxona.

En la misma linea, se ha observado una disminucién de receptores opioides
en cerebro de rata tras la aplicacion de diversas formas de estrés, tanto fisico -
estrés por frio- (Hnatowich y cols. 1986} o psicoldgico -estrés por aislamiento-
(Petkov y cols. 1985). Resultados recientes muestran que ratas sometidas a shock
inescapable, presentan una disminucién de ios receptores mu {(Stuckey y cols. 1989).
Esta disminucion podria ser consecuencia, bien de la presencia de ligandos
endbgenos durante estas situaciones compitiendo por los sitios de union, o bien a
una induccidn de subsensibilidad de los receptores por exposicién de los mismos
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a niveles persistentemente elevados de los opioides endogenos (Adams y cols.
1987).

7.1.1. Activaci6n del sistema de la proopiomelanocortina durante el estrés agudo

Se ha descrito que los niveles de los péptidos derivados de la POMC también
estin modificados durante el estrés agudo. Los niveles plasmdticos de beta-
endorfina aparecen elevados en animales sometidos a shock inescapable (Rossier
y cols. 1980; Hulse y Coleman 1984), inmovilizacién (Kant y cols. 1986), aislamiento
(Kalin y cols. 1985). En el caso de humanos se ha observado asimismo un
incremento de los niveles circulantes de beta-enddrfina, en mujeres durante el
parto (Furuhashi y cols. 1984), en el transcurso del ejercicio fisico intenso (Fraioli
y cols. 1982; Metzger y Stein, 1984), y de la hipoglucemia insulinica (Wiedemann
y cols. 1979; Nakao y cols. 1979).

La procedencia de la beta-endorfina segregada al torrente circulatorio durante
el estrés parece ser la hipofisis, ya que la hipofisectomia bloquea, en algunos casos,
dicha respuesta (Guillemin y cols. 1977). Por otra parte, se ha descrito una
reduccién del contenido hipotalamico de beta-endorfina tras la aplicacion de estrés
por frio (Vaswani y cols. 1988), por shock en las patas (Hulse y Coleman, 1984)
o tras €l estr€s por natacion en rata (Lim y Funder 1983).

En cuanto a la participacion de cada l0bulo hipofisario en la secrecion de
beta-endorfina durante el estrés agudo, existen evidencias de que el estrés fisico
estimula fundamentalmente las células corticotropas de la adenohipdfisis, mientras
que ¢l estrés emocional estimularia tanto la actividad del l6bulo anterior como la
del 16bulo intermedio, ya que provoca un aumento de la secrecién de ACTH y
alfa-MSH (Smelik y cols. 1983).

La significacion fisiologica del incremento de los niveles plasméticos de beta-
endorfina durante el estrés agudo no estd bien definida, si bien se ha apuntado a
su posible papel como modulador de la analgesia inducida por aquél. Dicha
analgesia, parece correlacionarse con un aumento de la actividad opioide cerebral
(Madden y cols. 1977; Akil y cols. 1978) y, en concreto, con la secrecién de beta-
endorfina hipotalamica que, en algunos modelos de estrés, se manifiesta por una
disminucion del contenido del péptido en dicho nacleo cerebral (Akil y cols. 1984).
Este hecho, podria atribuirse a un incremento de su liberacidon. En cambio, otros
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autores no han detectado ninguna alteracién en el contenido hipotaldmico de beta-
endorfina tras estrés por natacion (Lim y Funder, 1983) o en liquido
cefalorraquideo de monos sometidos a aislamiento (Kalin y cols. 1985).

De modo simultaneo, Harbuz y Lightman (1989) han observado un aumento
de los niveles de ARNm para CRF en el nicleo paraventricular del hipotalamo y
de POMC en el 16bulo anterior de la hipdfisis, en respuesta al estrés producido por
inyeccion intraperitoneal de salino hipertdnico, y al estrés por natacién o
inmovilizacion. Sin embargo, el estrés por frio no modifica el contenido de ambos
ARNm. Estos resultados sugieren que diferentes vias y neuronas hipotalamicas
pueden estar implicadas en la mediacion de la respuesta neuroendocrina a las
distintas formas de estrés fisico o psicologico.

7.1.2. Activacién del sistema de la proencefalina durante el estres agudo

El origen de las encefalinas liberadas a la circulacidon durante el estrés, se
localiza en las células cromafines de la médula adrenal donde se encuentran
coalmacenadas en forma de pentapéptidos o de productos intermedios de mayor
tamafo derivados del procesamiento de la proencefalina A con AD. Si bien se ha
observado un aumento de la inmunorreactividad en plasma a met-encefalina tras
la aplicacion de diversas formas de estrés agudo en animales de experimentacion
(Van Loon y cols. 1987), asi como una disminucion del contenido de met y leu-
encefalina en la glandula adrenal de ratas sometidas a estrés por frio (Vaswani y
cals. 1988), los datos no son del todo concluyentes.

La contribucién de las encefalinas adrenales al "pool” de opioides de la
circulacion periférica parece ser minima (Owens y cols. 1987). Asimismo, los datos
obtenidos no son extrapolables a humanos, en los cuales las concentraciones
plasmaticas de met-encefalina no son afectadas por la hipoglucemia insulinica (Reid
y Yen 1981) y donde se ha observado que pacientes adrenelectomizados presentan
niveles normales de met-encefalina. Estos resultados, pues, cuestionan la hip6tesis
de que la médula adrenal constituya en el hombre la fuente predominante de este
péptido (Grossman 1988).

Respecto a la funcién de la met-encefalina liberada por la glandula adrenal
en estas formas de estrés, los datos avalan, de nuevo, su posible participacién en
la analgesia (Lewis y cols.1982).
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Estudios realizados por Lightman y Scott Young III (1987) revelan que, a nivel
central, la activacién de las neuronas encefalinérgicas localizadas en las células
parvocelulares del ndcleo paraventricular del hipotdlamo, median la respuesta al
estrés agudo inducido por inyeccién de salino hiperténico o por induccién del
sindrome de abstinencia a morfina en ratas. De hecho, en ambos casos, se abtiene
un incremento paraielo de ARNm para proencefalina y CRF. Los niveles del
ARNm para proencefalina A s6lo se encuentran elevados en respuesta a la
inyeccion hiperténica de salino, considerada como una forma de estrés fisico, no
resultando afectados los niveles de este mensajero en animales sometidos a modelos
de estrés donde se observa un componente psicologico (natacion, inmovilizacidn
o estrés por frio) (Harbuz y Lightman 1989).

Otros autores, por el contrario, no han observado variaciones en el contenido
central de met- y leu-encefalina tras la aplicacion de estrés por frio (Vaswani y
cols. 1988), ni por shock eléctrico en las patas (Fratta y cols. 1977).

La regulacion de la liberacion de ACTH y CRF, asi como de una gran
variedad de hormonas hipofisarias son los probables sustratos para la actuacion de
las encefalinas a nivel central durante la compleja respuesta neuroendocrina al
estrés (Buckingham y Cooper 1984). Otras alteraciones, como la modificacién de
la ingesta y la activacion del sistema inmune, fendmenos que son subsecuentes a
algunas formas de estrés, tambi€n han sido asociadas al aumento de la actividad
opioidoérgica en SNC (Owens y Smith, 1987).

7.1.3. Activacién del sistema de la prodinorfina durante el estrés agudo

Aunque al igual que para los péptidos derivados de la POMC y de la
proencefalina, la presencia de neuronas y receptores para dinorfina, es notable en
diversas areas implicadas clasicamente en la respuesta del organismo al estrés
(hipotalamo, hip6fisis y médula adrenal) son muy escasos los datos concretos que
han sido referidos en la literatura sobre variaciones en los niveles de dinorfina en
respuesta al estrés agudo. El contenido de dinorfina determinado por
radioinmunoensayo en diversas areas cerebrales de ratas expuestas a estrés por frio,
revela una disminucion apreciable de la misma en hipotalamo, no viéndose afectada
el contenido de dinorfina a nivel hipofisario (Vaswani y cols. 1988). Por el
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contrario, dichos niveles si estin disminuidos en el 16bulo anterior de la hipdfisis,
permaneciendo constantes en el 16bulo posterior y en el hipotdlamo tras someter
a ratas a shock inescapable en las patas (Millan y cols. 1981),

Otros autores (Morley y cols. 1982), sin embargo, han hallado que la
exposicion aguda a la inmovilizaciébn y al estrés por frio, no modifica la
inmunorreactividad a dinorfina en hipotidlamo y corteza cerebral, contrariamente
a los datos descritos por Vaswani y cols. (1988), probablemente debido a las
distintas condiciones empleadas en la aplicacion de! modelo de estrés.

7.2. Estrés cronico

Los efectos del estrés cronico sobre la secrecion de opioides son menos
conocidos que los producidos por el estrés agudo. Algunos autores han observado
que la aplicacion crénica intermitente de shocks eléctricos en las patas provoca una
gran elevacion de las formas acetiladas y no acetiladas de beta-endorfina en plasma
(Akil y cols. 1984). Sin embargo, Vaswani y Tejwani (1986) no han hallado
variaciones en la beta-endorfina plasmatica tras varios dias de estrés provocado por

ayuno.

A nivel central, los datos més relevantes apuntan a una elevacion del
contenido hipofisario del ARNm para POMC tras la exposicidn a diversas formas
de estrés cronico (Shiomi y cols. 1986). Aun asi, existen datos que demuestran que
el estrés crOnico no modifica ni Ia sintesis, ni el procesamiento de la POMC en el
I6bulo anterior de la hip6fisis, mientras que si lo hace selectivamente en el i6bulo

intermedio, fendmeno contrario al que se desarrolla durante el estrés agudo
(Shiomi y Akil 1982).

En relacion a otras areas cerebrales, Chance y cols. (1977) observaron que la
aplicacion de shocks eléctricos durante ocho dias provocaba analgesia asociada al
aumento de algun opicide endogeno a nivel central. Sin embargo, otros autores han
observado produccion de tolerancia al efecto analgésico del estrés tras la aplicacion
cronica de éste durante periodos mas prolongados (Akil y cols. 1984)., En ratas
sometidas a deprivacién de alimentos por espacio de varios dias, se han hallado
incrementos importantes de los niveles de beta-endorfina en cuerpo estriado, sin
modificacién del contenido hipotalamico de dicho péptido (Vaswani y Tejwani
1986).
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Por otro lado, se ha detectado una disminucidén en las concentraciones de leu-
encefalina en hipotdlamo de rata debido a la aplicacion prolongada de shocks
eléctricos en las patas (Rossier y cols. 1978).

El grado de discrepancia entre los resultados de los diversos autores
probablemente esté relacionado con el hecho de que no podemos considerar el
estrés como un fenomeno concreto que provoca una reaccion {nica en el
organismo, sino que muchas de las respuestas observadas estin condicionadas por
la duracion, la intensidad y el tipo de estrés, fisico frente a psicologico (Terman y
cols 1984). El papel de un subtipo particular de receptor tampoco estd definido,
aunque los receptores mu probablemente juegan un papel critico en muchos de
estos paradigmas (Akil y cols. 1984).

8. CONTROL CENTRAL DE LA PRESION ARTERIAL

La presion arterial representa el producto neto de las resistencias vasculares
y el gasto cardiaco y es la resultante de una compleja integracion de sistemas de
regulacion homeostatica -mecanicos, quimicos y nerviosos-, donde ningin
componente individual puede definirse como el maés critico, al verse modificada su
participacion relativa segin las condiciones del medio externo o interno.

Asi, si con caricter muy general la resistencia periférica local es el factor
principal en la regulacion de la presion arterial en estado normal, otros factores,
como el control renal, el hormonal, el quimico o el central, abandonan su funcidn
mas o menos silente adquiriendo protagonismo en aquellas situaciones donde la
homeostasis se encuentra alterada.

En este conjunto, el SNC representa el punto de integraciéon de los sistemas
mencionados anteriormente, ya que la totalidad del control de aquéllos se sitlia a
este nivel. De hecho, el SNC regula el tono simpético de las neuronas que inervan
los vasos sanguineos, y actfia integrando los mecanismos reflejos y controlando la
liberacidon de hormonas vasoactivas, ademés de acoplar el sistema cardiovascular
a los cambios comportamentales (Ferrario y cols. 1985). Es mas, la liberacién de
catecolaminas desde la médula adrenal a la circulacién para regular el tono
vasomotor, asi como la influencia vasoconstrictora de los vasos arteriolares de
resistencia periférica, se efecta via simpatica a través del SNC.
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En definitiva, la regulacion central de la presidn arterial es un proceso
complejo, por el cual el SNC recibe informacion desde diferentes puntos, enviando,
a su vez, mensajes para el control apropiado de los 6rganos efectores, a través de
una compleja red de circuitos nerviosos que se distribuyen ampliamente por cerebro
y médula espinal. Esta complejidad permite la actuacion simultinea de varios
sistemas de control, con una respuesta no siempre unitaria, sino que, a menudo,
se pueden observar efectos contrapuestos en orden a establecer el equilibrio en
un area concreta (Reis 1981).

8.1. Bases neuroanatémicas y neurofisiol6gicas en la regulacién central de la presién
arterial

El papel del sistema nervioso en la regulacion del sistema cardiovascular ha
sido objeto de un amplio estudio por su doble interés cientifico y clinico,
habiéndose avanzado notablemente en lo que se refiere al conocimiento de los
reflejos cardiovasculares y a la elaboracion de los patrones de respuesta
cardiovascular frente a las modificaciones comportamentales, como se detallara
posteriormente.

Los dispositivos activadores de este complejo sistema son los reflejos
cardiovasculares, consecuencia de la activacibn de  barorreceptores,
quimiorreceptores y receptores pulmonares de tipo mixto en la periferia, mientras
que diversos nicleos pontinos, bulbares e hipotalamicos, ampliamente
interrelacionados entre si, asi como estructuras mas rostrales, van a ser el sustrato
neuronal integrador, constituyendo, finalmente, las neuronas eferentes
preganglionares del sistema auténomo las vias responsables de la respuesta.

Las neuronas preganglionares eferentes que intervienen en los arcos reflejos
cardiovasculares se localizan en la médula espinal y en el bulbo raquideo. El origen
de las fibras preganglionares simpaticas se sitQia en el nicleo intermedio lateral de
la médula espinal. Dichas fibras inervan tanto el corazén como el masculo liso
vascular. Los axones cardioinhibitorios vagales parten de, al menos, dos ntcleos
bulbares, el niicleo motor dorsal del vago y el niicleo ambiguo.

Los sistemas centrales implicados en el control tonico y reflejo de la presidn
arterial estdn localizados principalmente en la zona inferior del tronco cerebral,
donde convergen y efectGan su primera sinapsis los nervios aferentes del seno
carotideo y depresor aértico que conducen la informaci6n relacionada con la
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presion arterial (barorreceptores) y con el contenido de gases (quimiorreceptores)
de la sangre arterial. Por su parte, los sistemas responsables de la integracion de
los cambios de presion arterial asociados a modificaciones en el comportamiento,
se sitban en regiones cerebrales méas rostrales, en concreto en regiones del
prosencéfalo basal y del sistema limbico. Estos centros actian concertadamente,
ajustando la circulacion a las demandas comportamentales,

Por lo que se refiere a las proyecciones de barorreceptores vy
quimiorreceptores que, haciendo estacion en la zona caudal del NTS, se dirigen a
otras estructuras cerebrales, las técnicas autorradiograficas han permitido establecer
hasta la fecha cinco zonas terminales: la region ventrolateral del bulbo raquideo,
el niicleo parabraquial, el niicleo paraventricular del hipotalamo, el niicleo central
de la amigdala y €] propio niclec intermedio lateral de la médula espinal, todos
ellos a su vez interconectados entre si (Ciriello y cols. 1981). El NTS constituye,
por tanto, €l sustrato anatomico donde se localiza la primera sinapsis del arco
barorreflejo.

El control ténico vasomotor corresponde a diversos grupos celulares,
localizados en la zona ventrolateral del bulbo raquideo. El area presora esta
constituida por un grupo de neuronas, entre las que se encuentran las denominadas
C1, situadas en la region rostral ventrolateral (RVLB). De hecho, la interrupcion
de la transmisidn neuronal a este nivel, mediante lesiones quimicas o electroliticas,
reduce la presion arterial hasta niveles proéximos a los obtenidos por transeccion
espinal (Granata y cols. 1985; Dampney y Moon 1980). Los axones localizados en
la RVLB contactan con la superficie medular en el nicleo intermedio lateral,
proporcionando la fuente de excitaciOn de las neuronas preganglionares simpaticas
en la médula espinai, existiendo una cierta controversia sobre si los axones
proceden de las neuronas del grupo C1 (Bachelard y cols. 1990) o de otras
neuronas de neurotransmisor no identificado, que, localizadas también en la RVLB,
se sitlan muy proximas a aquéllas (Granata 1990).

El drea C1 de la RVLB se encuentra, ademas, densamente inervada por
proyecciones neuronales procedentes de diversas regiones del NTS (Ross y cols.
1985). Las areas que se proyectan a la C1 corresponden a las zonas concretas del
NTS donde terminan las aferencias de quimio y barorreceptores. El hecho de que
las lesiones efectuadas en estas zonas bloqueen completamente las respuestas
vasodepresoras reflejas inducidas por estimulacion del seno carotideo (Benarroch
y cols. 1986), indica que las vias que tienen su origen en el NTS y acaban en la
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zona Cl, son criticas en la mediacién de la respuesta barorrefleja, ejerciendo su
accidn a través de un control tonico de caracter inhibitorio.

En paralelo a esta via depresora, ¢ inhibiendo igualmente la actividad
simpética como resultado final, se ha descrito un segundo sistema depresor,
independiente del reflejo barorreceptor, en la regidn ventrolateral caudal del bulbo
raquideo (CVLB) (Willette y cols. 1984), alli donde se sitian diversos grupos
neuronales, entre ellos el denominado Al. Las acciones de las neuronas localizadas
en este drea sobre la circulacion son completamente opuestas a las ocasionadas
por activacion de la RVLB. De este modo, la estimulacidn quimica o eléctrica en
esta zona produce una disminucién drastica de la presion arterial (Imaizumi y cols.
1985; Blessing y Reis 1983).

Resultados obtenidos por Willette y cols. (1984) demuestran que las acciones
depresoras inducidas desde la CVLB dependen de la integridad del 4rea Cl1 en la
RVLB. De hecho, las lesiones bilaterales en el drea C1 inhiben la caida de la
presion arterial inducida en rata por estimulacidn del area Al. El sustrato
fisiologico responsable de este efecto depresor parece corresponderse con una via
que se proyecta desde Al a C1 (Ross y cols. 1985) y que produciria, en Gltimo
término, una disminucién de la actividad de las neuronas del nlcleo intermedio
lateral en la médula espinal y, consecuentemente, del tono vasomotor simpatico.

Con un caracter fundamentalmente antagénico al del NTS, el hipotilamo
contiene las vias de control de presion arterial de carécter presor. Dada la posicion
que ocupa esta estructura cerebral y la amplitud de sus conexiones, es mas que
probable que opere de una manera integrativa mas que de un modo reflejo. Puesto
que el hipotalamo regula o, al menos, ejerce su influencia sobre distintos patrones
comportamentales, parece razonable asumir que dicha region intervenga en la
regulacion de las modificaciones cardiovasculares que acompafian a las reacciones
comportamentales.

De las dos vias localizadas a nivel hipotalamico con participacion en el control
cardiovascular, la primera de ellas circunscribe su accion al hipotdlamo lateral y se
origina en areas rostrales, posiblemente en la corteza y en el sistema limbico. La
segunda de ellas se localiza en el hipotdlamo posterior y envia conexiones
polisindpticas a bulbo raquideo, nicleo ambiguo, nicleo lateral reticular y NTS
(Calaresu y Thomas 1975). Ademas, el hipotadlamo posterior possee proyecciones
reciprocas con la zona C1 bulbar y proyecciones monosinapticas que se dirigen al
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nicleo dorsal motor del vago y al nicleo intermedio lateral de la médula espinal
(Saper y cols. 1976), hecho que sefiala una posible accién hipotalamica directa
sobre las eferentes preganglionares simpéticas. El papel del hipotdlamo posterior
se adscribe a su caricter presor, mientras, por su parte, la estimulacidn del 4rea
anterior hipotalamica produce una disminucién de la presién arterial de! mismo
orden que la respuesta evocada por estimulacién de los barorreceptores (Hilton y
Spyer 1971).

Otras muchas areas cerebrales interconectadas con las dos zonas descritas en
detalle, bulbo raquideo e hipotilamo, ejercen también un papel importante en el
complejo mecanismo que constituye el control cardiovascular. Entre las mismas

merecen destacarse el nicleo ambiguo, el locus coeruleus y el nicleo central de la
amigdala.

8.2. Bases neuroquimicas y neurofarmacolégicas en la regulacién central de la
presion arterial

Desde el punto de vista de la neurotransmision, son numerosas las moléculas,
incluyendo neurotransmisores clasicos y neuropéptidos, que se han descrito sirven
de sustrato para la transmision del mensaje nervioso en cada una de las regiones
anteriormente enumeradas y median, consecuentemente, los distintos efectos sobre
la presion arterial.

8.2.1. Sistemas catecolaminérgicos en la regulaciébn central de la presion arterial

La mayorfa de las regiones que participan en la regulacién de la presi6n
arterial se encuentran profusamente inervadas por neuronas catecolaminérgicas.
Aunque es ain prematuro delimitar el papel de la AD, NA y DA en el control
central de la presion arterial, las evidencias indican que las neuronas
catecolaminérgicas juegan un papel activo tanto en los estados de normotension
como en la hipertension.
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8.2.1.1. Biosintesis, liberacién e inactivacién de catecolaminas en el sistema nervioso
central

Biosintesi

La sintesis de catecolaminas (NA, AD, y DA) se produce en el terminal
nervioso, y se inicia a partir de la captaciéon neuronal del precursor aminoacidico
tirosina, presente en la circulacion. Tras este paso inicial, las vias para la sintesis
de los tres neurotransmisores siguen una ruta comiin, compuesta por una secuencia
de reacciones 0 cascada enzimatica (Fig.2).

Las enzimas que catalizan los distintos pasos en la secuencia son transportadas
desde el soma neuronal, donde son sintetizadas, a las terminales axdnicas. La
tirosina sufre, de este modo, una serie de transformaciones bioquimicas para
producir, en ltimo término, NA, AD o DA, dependiendo de la biodisponibilidad
de la feniletanolamina-N-metil transferasa (PNMT) y de la dopamina beta-
hidroxilasa, enzimas responsables de la transformacion de NA en AD y de DA en
NA respectivamente.

La tirosina hidroxilasa (TH) es la enzima inicial en la ruta biosintética y
cataliza la conversién de tirosina en L-DOPA, constituyendo, ademas, la enzima
limitante de la velocidad del proceso, de modo que se emplea con frecuencia, no
s6lo como marcador de la sintesis de DA, sino como marcador de la sintesis de las
tres aminas en general (Plotsky y cols. 1989).

La regulacion de la sintesis de catecolaminas es dependiente, por tanto, del
grado de actividad de TH. A corto plazo, minutos o segundos, el proceso de
regulacion no se asocia a una alteracion de la sintesis del enzima, para lo cual se
requieren periodos mas prolongados, sino a una modificacidn de ia actividad de las
moléculas del enzima ya existentes. En este proceso los niveles de los metabolitos
y de las catecolaminas, como productos finales, actian como inhibidores
competitivos del cofactor pteridina en el sitio activo de la TH, o bien actian
oxidando a la propia pteridina, impidiendo la formacién del enzima activo.

Una segunda modalidad de regulacion incluye la activacion alostérica de la TH
mediante un proceso de fosforilacidn. Estos datos proporcionan soporie a la
anterior especulacion de que las propias catecolaminas puedan regular la actividad
de la TH como respuesta a las alteraciones en los niveles intraneuronales de
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aquéllas, siendo estos mecanismos, por lo tanto, responsables de que, cuando se
produce un aumento de la actividad de las neuronas catecolaminérgicas, los niveles
endogenos del neurotransmisor se mantengan constantes, a pesar de la pérdida del
mismo que, se¢ asume, ocurre durante el aumento de la liberacién. Dicha situacion
homeostatica es posible por el incremento de la actividad del enzima, que permite
mantener un "pool" constante del neurotransmisor, aiin cuando se verifiquen
cambios sustanciales en la utilizacién de las catecolaminas.

Li g

De todas las modalidades de liberacion descritas para las distintas poblaciones
catecolaminérgicas, €l mecanismo que transcurre a nivel central es el menos
conocido, si bien es cierto que se produce por un proceso dependiente de Ca.

Existen un buen nimero de evidencias que demuestran que son muy diversas
las sustancias, incluyendo neurotransmisores y neuropéptidos, que pueden regular
la liberacibn de catecolaminas en SNC, independientemente de que la
concentracion local de las mismas en la sinapsis module su propia liberacién
mediante su interaccién con los receptores alfa, presinapticos (Langer 1981).

Por lo que se refiere al sistema opioide, se ha podido demostrar que la
activacion de los receptores de este sistema peptidérgico, modula presindpticamente,
en determinadas estructuras cerebrales, la liberacién de catecolaminas (Mulder y
cols. 1987; Schoffelmeer y cols. 1988; Detlef Taube y cols. 1976).

Inactivacién

La recaptacion facilitada por parte de las neuronas y células gliales
circundantes a la hendidura sindptica, mediante sistemas de transporte de alta
afinidad, es el medio principal por el que resultan inactivadas las aminas biGgenas
(Iversen 1978).

Estudios realizados "in vivo" indican, sin embargo, que, aproximadamente entre
un 40 y un 60% de las aminas son metabolizadas enziméiticamente por la COMT
y la MAO (Fig.3), mientras el resto es inactivada por una simple recaptacién en
diversos tejidos, constituyendo un mecanismo de inactivacion no metabdlico {Cooper
1986).



CH;0,
OH CH; - CH,NH,;

3- Metoxitiramina
coMT MAQ

OH CH;0

OH‘@{H’)_ - CH:NH, OH@CH; :

COOH

Dopamina Acido homovanilico

(HVA)
MAG OH COMT

OH CH, - COCH
Acido

dihidroxifenit
acétice (DUPACQC)

CH,0
OH CH{OH} - CH;NH,

/ Normetanetrina ™40
OH CH,0
OH @— CH(OH)- CH, or H, oa@cmomFCOOH

) \\ioradr‘enalina 3-acido metoxi-4-hidroximandélico
MAO /
coMmT
OH OH

OH < }CH(OHJ -CHO OH @ CH|OH] - COOH

Aldehido dihidroximandélico Acido dihidroximandélico

OHL CH,0
OH )c:HtOH)-CHZOH LOMI o OH CH{OH| - CH,OH

. Dihidroxifenilglicol 3-metoxi-d-hidroxifenilgiicol

Fig.3.- Metabolismo de las catecolaminas.



43

Dos son las enzimas responsables de su metabolismo:

- La monoaminooxidasa (MAQ), que convierte las catecolaminas en sus
correspondientes aldehidos.

- La catecol-O-metiltransferasa (COMT), responsable de la formacion de los
metabolitos metilados.

En relacién a la localizacion de ambos enzimas, la MAO ha sido considerada
como un enzima de localizacién intraneuronal mitocondrial, aunque también se ha
detectado extraneuronalmente. Para la COMT, mucho mas abundante en SNC, no
se ha hallado aln una localizacién celular precisa, si bien actia preferentemente
a nivel extraneuronal, estando unida a la membrana citoplasmatica.

La participacién de la COMT en el metabolismo central de las catecolaminas
es mas elevada que la contribucion efectuada por la MAQO, como se deduce del
hecho de que la proporcidon de metabolitos metilados en SNC es ligeramente
superior a la hallada para el resto de los mismos.

El 3-metoxi-4-hidroxi-feniletilenglicol (MHPG) constituye el principal metabolito
de NA y AD en SNC. El icido 3-metoxi-4-hidroxi mandélico, también denominado
vainilll mandélico (VMA), que se emplea como indice de la actividad
catecolaminérgica periférica, es, sin embargo, practicamente inexistente en SNC.
Existen, ademas, diferencias muy apreciables en cuanto a la forma quimica en
que el MHPG cerebral se presenta en las diversas especies. Mientras en rata
aparece en su casi totalidad conjugado en forma de sulfato, en ratdn y primates
predomina la forma libre, con escasa aportacion de las formas sulfato (Elsworth
y cols. 1983; Karoum y cols. 1977).

La circunstancia de que NA y AD presenten como metabolito comin el
MHPG (Fig 3), dificulta enormemente la evaluacién de la actividad adrenérgica en
SNC. No obstante, es sabido que sélo una pequefia fraccion del MHPG existente
deriva de la actividad de necuronas adrenérgicas, correspondiendo el resto al

metabolismo de NA, hecho que estd de acuerdo con su mayor concentracién
cerebral (Kopin 1985).
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Los metabolitos primarios de DA detectados en SNC son los acidos
homovanilico (HVA) y dihidroxifenilacético (DOPAC). En primates se utiliza una
acumulacion del metabolito mayoritario HVA, como indice de la actividad funcional
de las neuronas dopaminérgicas en SNC. En cerebro de rata se ha demostrado, sin
embargo, que el DOPAC refleja con mayor precision la actividad de este
neurotransmisor, aunque sus concentraciones son sdlo dos veces superiores a las
halladas para el HVA (Kopin 1985).

8.2.1.2. Concepto de velocidad de renovacién

El término "turnover”, o velocidad de renovacién, define el ritmo al cual un
neurotrasmisor almacenado en el interior de un tejido es reemplazado. Por lo
tanto, la velocidad de renovacién no se corresponde necesariamente con el grado
de biosintesis, sino que refleja la suma conjunta de los procesos de sintesis,
liberacion y degradacion y, consecuentemente, describe el estado funcional y la
actividad, en este caso, de las neuronas catecolaminérgicas en una poblacion
determinada. Se considera que este parAmetro bioquimico estd sintonizado con el
grado de actividad bioeléctrica neuronal.

Para el método seleccionado en el presente trabajo, con ¢l fin de evaluar la
velocidad de renovacidn, ésta se expresa como el cociente entre el nivel del

metabolito y de la amina correspondiente en un momento determinado (Meek y
Neff 1973).

8.2.1.3. Sistema adrenérgico y control central de la presidn arterial

Debido a las cantidades relativamente pequefias de AD halladas en el cerebro
en comparacién con otras monoaminas y a las dificultades para encontrar una
técnica analitica suficientemente sensible para su deteccidn, la adrenalina cerebral
ha sido, hasta fechas muy recientes, ignorada sistematicamente a la hora de definir
su mediacién en los diversos sistemas fisioldgicos. De hecho, solo el desarrollo de
la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con deteccién eletroquimica, ha
permitido sistematizar las investigaciones, que han puesto de manifiesto la
contribucion del sistema adrenérgico en el control de diversas funciones orgénicas.

Los cuerpos celulares que contienen AD se restringen a tres grupos localizados
en bulbo raquideo, designados como C1, C2 y C3 ademds de un pequefio grupo
de neuronas existente en hipotilamo (Hokfelt y cols. 1973).
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El mayor y, posiblemente, el grupo mas importante de neuronas adrenérgicas
que intervienen en el control central de la presion arterial es el grupo C1, al que
s¢ aludia anteriormente, localizado en la RVLB. Este pequefio sistema
microanatémico, identificado por la presencia del enzima PNMT, proyecta sus
axones caudalmente para inervar el niicleo intermedio lateral de la médula espinal,
y rostralmente para inervar diversos nicleos hipotaldmicos (Fuller 1982).

A pesar de ello, no estd determinada aln la identidad del neurotransmisor
liberado por las proyecciones desde la RVLB a las neuronas espinales, proyecciones
que intervienen en el control autdnomo. Si bien clasicamente se ha considerado que
la AD constituia el neurotransmisor de las mismas, las evidencias farmacoldgicas
no soportan tal presuncion, ya que la AD reduce, mas que incrementa, la descarga
de las fibras simpdticas (Guyenet y Stornetta 1982; Sangdee y Franz 1983). Sin
embargo, es posible que otros neuropéptidos que se ha descrito estan
coalmacenados con la AD en estas fibras (Hokfelt y cols. 1983; Lorenz y cols.
1985), proporcionen la fuente de excitacion de las neuronas preganglionares

simpaticas, en el nicleo intermedio lateral de la médula espinal (Reis y cols.
1987a).

Ejerciendo una funcién moduladora sobre la presion arterial, se sitia, en el
NTS, a nivel rostral en la zona C2, un segundo grupc de neuronas adrenérgicas
que se proyectan a los nucleos supradptico y paraventricular del hipotalamo, y al
locus coeruleus, donde podrian controlar la actividad de los cuerpos celulares
noradrenérgicos mediante sefnales inhibitorias (Sawchenko y Bohn 1988). Estas
neuronas parecen intervenir modulando la expresion funcional de las dreas presora
y depresora del bulbo raquideo, o integrando la respuesta del reflejo barorreceptor
(Kobilansky y cols. 1988). En esta linea se ha afirmado que una disminucién del
tono vasodepresor adrenérgico en NTS puede considerarse como indicador
bioquimico de la reduccion del funcionalismo del reflejo barorreceptor (Yukimura
y cols. 1981a). Otras evidencias apoyan esta hiptesis. En esta region, la
microinyeccion local de AD disminuye la presion arterial (Struyker-Boudier 1975),
siendo bloqueado el efecto hipotensor por el antagonista adrenérgico fentolamina
(De Jong y Nijkamp 1976).

Sin embargo, el empleo de los inhibidores de la PNMT constituye el Gnico
medio farmacoldgico para afectar selectivamente las neuronas adrenérgicas sin
alterar los sistemas noradrenérgico y dopaminérgico. Pues bien, confirmando la idea
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de que las neuronas adrenérgicas en el bulbo raquideo representan un sistema
vasodepresor, la inyeccién intracisternal o intracerebroventricular de inhibidores
de la PNMT incrementa la presion arterial (Boime y cols. 1979; Fuxe y cols. 1980).
Por otro lado, después de 14 semanas de producir una denervacion senoadrtica en
rata (Chalmers y cois. 1979), la actividad de la PNMT estd reducida en el
hipotdlamo anterior y posterior. En sentido contrario, los resultados recientes de
Chatelain y cols. (1990), describen el efecto antihipertensor del inhibidor de la
PNMT, CGS 19281A.

Por lo que respecta al hipotdlamo, Routledge y Marsden 1988) han descrito
la existencia de un tracto adrenérgico, procedente de la regién C1 en la RVLB,
que interviene en el control de la presion arterial, y cuya estimulacidn eléctrica a
nivel bulbar, incrementa la liberacion de AD hipotalamica.

En resumen, aunque atin no se ha determinado con precision si las neuronas
adrenérgicas centrales son funcionalmente presoras o depresoras en el control de
la presién arterial, debido éllo a la ausencia de farmacos que actiien selectivamente
interfiriendo la funci6én adrenérgica, cada vez se consolida mas el hecho de la
posible intervencion de la AD en el control y mantenimiento de la presion arterial.

8.2.1.4. Sistema noradrenérgico y control central de la presién arterial

La implicaciéon del sistema noradrenérgico central en la regulacion de la
presion arterial se encuentra avalada por el sorprendente paralelismo existente
entre la distribucion de vias noradrenérgicas y los centros del SNC, cuyo papel en
la regulacién de la presion arterial ha sido suficientemente confirmado (Swanson
y Sawchenko 1983). Como consecuencia de estos estudios neurcanatomicos, ademas
de otras evidencias de tipo bioquimico, fisiolégico y farmacoldgico, se ha postulado
que, en varios centros hipotdlamicos y bulbares, las neuronas noradrenérgicas
podrian estar implicadas en el control de la presion arterial.

Dabhistrom y Fuxe (1964} describieron por primera vez los grupos de neuronas
noradrenérgicas centrales y las numeraron de Al caudalmente a A7 rostralmente.
A partir de estos grupos celulares se originan las distintas vias que se proyectan
rostral o caudaimente a diversas regiones cerebrales (Fig.4).
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Los tractos NA de mayor longitud son dos:

- Una via mayor, que tiene su origen en las regiones A4 y A6 del locus
coeruleus. Este tracto proyecta la mayor parte de sus fibras en direccion rostral,
originando el haz noradrenérgico dorsal que proporciona ramas a la mayor parte
de las regiones encefalicas, algunas de ellas de probada trascendencia en ¢l control
de la presion arterial, como son el hipotilamo y la amigdala, extendiéndose
caudalmente a otras estructuras, como el nicleo intermedio lateral de la médula
espinal (Nygren y Olson 1977).

- Una segunda via se origina en neuronas distribuidas difusamente en la regién
subcoerulea del tronco encefélico. El grupo Al en la region caudal ventrolateral
del bulbo raquideo y el grupo A2 en el NTS, conjuntamente con la menor
contribucion relativa de los grupos A5 y A7, conforman un sistema ascendente
denominado banda o haz noradrenérgico ventral (Ungerstedt 1971).

Si bien clasicamente se ha considerado que eran las neuronas noradrenérgicas
del grupo Al, situado en la CLVB, las que se proyectaban a la zona RVLB del
bulbo raquideo para modular la actividad de las neuronas C1 adrenérgicas (Ross
y cols. 1985), diversos autores han sugerido recientemente que la respuesta
vasodepresora inducida por estimulacién de la RVLB no estd mediada por las
neuronas Al noradrenérgicas (Bonham y Jeske 1989, Wen-Li y Blessing 1990), y
se ha propuesto al L-glutamato como el neurotransmisor responsable, en este érea,
de!l mantenimiento del tono vasomotor (Blessing 1988). En cualquier caso, la accién
de las neuronas Al sobre la circulacion es completamente opuesta a la que
desarrollan las neuronas C1 adrenérgicas. La estimulaciéon quimica o eléctrica de
las neuronas Al provoca una disminucion dréstica de la presion arterial (Blessing
y Reis 1983). En sentido contrario, la lesidn en el drea Al, produce el desarrollo
inmediato de hipertension en rata o conejo (Ross y cols. 1985). Todos estos efectos
son mediados a través de una via neuronal que desde Al se proyecta a Cl, ya
que no se ha descrito una conexion directa de aquellas hacia la médula espinal
que seria responsable de la alteracion en la actividad del sistema nervioso simpético
(Reis 1987a).

La participacion de las neuronas NA, por lo que se refiere al control del
reflejo barorreceptor se adscribe al grupo A2 en el NTS.
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Existe en la literatura una amplia variedad de efectos sobre la presién arterial
producidos por la administracién de agentes adrenérgicos en el NTS. Las causas,
como siempre que se observa esta situacion divergente, se asocian con las
diferentes especies animales empleadas, las distintas rutas de administracién vy,
finalmente, con las caracteristicas de cada una de las aproximaciones farmacologicas
utilizadas para el mismo fin. Ahora bien, quizi tal controversia solo refleja la
imposibilidad, hasta €] momento, de visualizar de forma global un sistema, en
principio muy complejo, en el que la existencia de numerosas interconexiones
puede originar nuevos circuitos compensatorios, no sélo a nivel neuronal, sino
entre este sistema y el hormonal, de forma que el efecto primario pueda quedar
enmascarado en un grado muy variable.

Muestra de esta diversidad de efectos puede ser, en primer lugar, la
hipertension (Vlahakos y cols. 1985) o hipotensién (De Jong y Nijkamp 1976;
Struyker-Boudier 1975) descritas tras la administracién locai de NA en el NTS, que,
en cualquier caso, es antagonizada por los agentes bloqueantes del receptor
adrenérgico, lo que sefiala que su estimulacion media el efecto final, cualquiera que
sea el signo de éste.

Estudios recientes han demastrado, sin embargo, una disminucion de la
liberacién de NA en el NTS como consecuencia del incremento de la presidn
arterial inducido farmacol6gicamente, y que permite, en Gltimo término, el correcto
funcionamiento de la respuesta barorrefleja hipotensora (Kobilansky y cols. 1988).
La confirmacidn del caracter hipotensor de la noradrenalina en este niicleo procede
de los estudios de Patel y Schmid (1987), que han observado que la lesion en el
NTS induce el desarrollo de una hipertension de caracter neurogénico, que se
origina como consecuencia de la ausencia de la actividad inhibitoria ejercida por
las neuronas NA a este nivel sobre la actividad tonica vasomotora bulboespinal.

Ahora bien, otros datos apuntan a que la inyeccidn a este nivel de la
neurotoxina 6-OH dopamina, que produce una deplecién del contenido de NA en
los terminales nerviosos, no destruye el reflejo barorreceptor y causa solamente un
estado transitorio de hipertension (Snyder y cols. 1978). Estos resultados, junto con
la ausencia de efecto de la hipotension inducida experimentalmente sobre la
liberacion 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 afirmacién similar resulta también valida para el hipotidlamo. En este
nicleo se ha podido determinar que la estimulacidén eléctrica del area posterior
produce una respuesta presora, que parece ser debida a la estimulacién de la
liberacién de NA y a la subsiguiente activacién de los receptores alfa (Philippu y
cols. 1981). Sin embargo, cuando la estimulacién se efectia en el hipotdlamo
anterior, se produce un efecto hipotensor, hecho congruente con la disminucién de
la presion arterial producida por administracion de NA a este nivel.

A partir de estos estudios, se ha postulado que los mecanismos
noradrenérgicos en el hipotdlamo anterior estarian relacionados con el
desencadenamiento de una respuesta depresora, que tiene como objeto amortiguar
las elevaciones fisiol6gicas de la presién arterial, mientras que en el hipotadlamo
posterior el aumento de la actividad noradrenérgica es relativa a la respuesta
compensatoria en estados hipotensivos (Philippu y cols. 1979). Asi pues, existe una
influencia reciproca entre el arco barorreflejo y la actividad noradrenérgica del
hipotéalamo, posibilitando la hipdtesis de que los mecanismos noradrenérgicos en
este nucleo pueden ser importantes en la regulacion del reflejo barorreceptor.

8.2.1.5. Sistema dopaminérgico y control central de la presion arterial

Con una funcidn mucho menos definida por €l momento y un controvertido
conjunto de evidencias farmacologicas, el sistema dopaminérgico ha sido también
considerado entre los posibles sistemas que participan en los mecanismos centrales
de control de la presion arterial.

De las seis vias dopaminérgicas descritas en el SNC, designadas
consecutivamente de los grupos A7 a Al5 (Fig4), solamente las neuronas
intrinsecas, localizadas en los diversos nicleos hipotalamicos, parecen tener alguna
relevancia en el control cardiovascular; entre ellas, las neuronas de los grupos All
y Al2, localizadas respectivamente en el nicleo paraventricular y en el nicleo
tuberoinfundicular, que se proyectan a eminencia media (Dahlstrom y Fuxe 1964).
Ademas de las regiones All y Al2, la pequefia poblacién de terminales
dopaminérgicas situadas en el NTS, parecen ser relativamente importantes en la
modulacién del reflejo barorreceptor. En gatos anestesiados, la actividad
dopaminérgica en este nicleo se ve reducida de modo paralelo a la disminuci6n
de la presion arterial provocada experimentalmente (Kobilansky y cols. 1988).
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Datos obtenidos recientemente por Felder y Carey (1987), otorgan un papel
presor para la dopamina central. Esta afirmacion estd basada en el hecho de que
la liberacion basal de DA se encuentra incrementada en ratas espontdneamente
hipertensas (SHR), cuando se compara con sus respectivos controles WKY. De
modo analogo, la microinyeccion de DA en el NTS de ratas anestesiadas induce
un aumento de la presion arterial (Granata y Woodruff 1982), aunque con esta
misma aproximacidn experimental Zandberg y cols. (1979) hallaron un efecto
depresor.

8.2.2. Sistema opioide en la regulacidn central de la presion arterial

La sensibilidad del sistema cardiovascular a la administracidon exégena de
opioides es conocida desde la segunda mitad del siglo XIX, cuando diversos autores
describieron los efectos cardiovasculares inducidos por la morfina (Witkowski 1877,
Van Egmund 1911).

La posible significacion fisiologica del sistema opioide en el control
cardiovascular tiene su punto de partida, en el descubrimiento de los péptidos
opioides, y subsiguientemente en los trabajos de Florez y Mediavilla (1977). Dichos
autores demostraron que la aplicacion de metionina encefalina en la superficie
ventral del tronca cerebral del gato anestesiado ocasionaba, una disminucién de la
presion arterial reversible por naloxona. Con posterioridad, han sido numerosos
los investigadores que han intentado definir los efectos cardiovasculares producidos
por la administracion de distintos agonistas opioides. Los resultados obtenidos
demuestran que éstos pueden producir hipertensién o hipotensién y taquicardia o
bradicardia, dependiendo del agonista y la dosis utilizada, del lugar y via de
administracion, de la especie animal empleada, o de la presencia o ausencia de
anestésicos a lo largo de la manipulacion experimental.

Un hallazgo importante que se ha derivado de estos estudios es el caracter
silente del sistema opioide en el control fisiolégico de la presidn arterial, de modo
que su activacion se restringe a aquellos casos concretos donde la homeostasis
cardiovascular esta interrumpida (Holaday 1985).

De cualquier modo, existen multiples evidencias que apoyan la participacion
del sisterna opioide enddgeno en el control central del sistema cardiovascular.
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8.2.2.1. Evidencias anatdmicas de la participacién del sistema opioide en el control
central de la presion arterial

La amplia distribucidn del sistema opioide en el SNC en general, y en cerebro
medio y bulbo raquideo en particular, supone la proximidad, cuando no la
existencia, de este tipo de péptidos en todas las 4reas y nicleos descritos
previamente como responsables del control cardiovascular a nivel central. En
cancreta, merece un interés especial la densa localizacidn de receptores opioides
y encefalinas halladas en hipotidlamo y NTS (Khachaturian 1985; Akil y cols. 1988).

El patrén de distribucion para estos receptores en estas zonas criticas para el
control cardiovascular, muestra en rata una densidad muy elevada de receptores mu
en bulbo raquideo, preferentemente en el NTS, con moderada presencia de
receptores delta y kappa (Sharif y Hughes 1989). En hipotdlamo, los receptores mu
son muy escasos y los delta estin ausentes, correpondiendo la mayor concentracion
a los receptores kappa. Los tres sistemas opioidoérgicos (prodinorfina, proencefalina
y POMC) aparecen representados en este nicleo en una proporcidn similar.

La hipotética importancia del sisterna opioide intrabulbar con respecio al
contral central de la presidn arterial ha sido confirmada con la reciente descripcion
de una via encefalinérgica que se proyecta desde el NTS a la RVLB (Morilak y
cols. 1989). Esta proyeccion podria tener una funcidbn moduladora importante,
actuando sobre ¢! reflejo barorreceptor, y su descubrimiento podria proporcionar
nuevas perspectivas a la hora de definir los sustratos anatomicos responsables de
los efectos farmacoldgicos de los agonistas y antagonistas opioides, y, 1o que es
més importante, puede representar el sustrato neuronal implicado en las
alteraciones de la presion arterial o en las modificaciones de la sensibilidad del
reflejo barorreceptor, observadas durante condiciones tales como el shock o el
estrés.

Respecto a las neuronas beta-endorfinérgicas, tienen wna gran significacion
funcional aquellas que, con su cuerpo celular ubicado en el nicleo arcuato, drea
predptica e hipotidlamo anterior, envian sus proyecciones al NTS (O’Donohue y
Dorsa 1982), ya que conectan con dicho centro de reconocida trascendencia en la
regulaciéon homeostatica cardiovascular.
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82.2.2. Evidencias farmacolégicas de la participacién del sistema opioide en el
control central de la presién arterial

Estas evidencias estdn constituidas por un nOmerc importante de
investigaciones, incapaces de ser reflejadas de modo conjunto dada la controversia
que existe sobre los efectos cardiovasculares producidos por los opioides. Debido
a dichas variaciones, los ensayos con agonistas tienen, por si mismos, un valor
relativo para predecir el modo en el que los opioides modulan las respuestas
cardiovasculares (Holaday 1983). La administracion de antagonistas en animales
cuya homeostasis estd alterada, puede considerarse como una aproximacién mas
adecuada para obtener informacion sobre el papel fisiologico y patofisiologico del
sistema opioide endbdgeno en la funcidn cardiovascular, ya que el sistema opioide,
como seé mencionaba con anterioridad, es inactivo en situacidon basal. De hecho, la
administracion del antagonista naloxona en ratas o individuos normotensos carece
de efecto sobre el sistema cardiovascular (Feuerstein y Siren 1987b).

Como consecuencia de la escasa liposolubilidad de los péptidos opioides, la
mayor parte de los datos existentes sobre sus efectos cardiovasculares més que por
administracién periférica, se han obtenido mediante su administracién directa sobre
SNC. Asi, hipertension y taquicardia suceden a la administracion i.c.v. de morfina
o de diversos péptidos opicides, mientras hipotensidn y bradicardia se observan
después de su administracion iv.(Lang y cols. 1982; Yukimura y cols. 1981c).

El empleo de analogos sintéticos de los opiocides enddgenos, mas resistentes
a la degradacién enzimatica (Tabla I), ha resuelto el problema inicial que
representaba la imposibilidad de detectar efectos cardiovasculares apreciables
después de la administracién ic.v. de péptidos tales como la met-encefalina. En
principio el experimentador estaba obligado a administrar dosis muy altas de los
neuropéptidos, en cuyo caso los resultados obtenidos eran cuestionables debido a
la posibilidad de que, a concentraciones tan elevadas, se produjera una ocupacion
inespecifica de otros receptores.

Por otra parte, es frecuente observar un dualismo de efecto en relacién con
la dosis, apareciendo, en muchos casos, efectos excitatorios (taquicardia e
hipertensién) a dosis bajas, y efectos inhibitorios (bradicardia e hipotension) a dosis
elevadas (Bellet y cols. 1980; Bolme y cols. 1978). Por tanto, la mayor o menor
ocupacidn de los receptores opioides parece ser crucial para el efecto obtenido. De
nuevo, hay que tener en cuenta que los péptidos opioides son facilmente
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degradados a nivel central por accion de las peptidasas correspondientes, y que,
por tanto, la ocupacioén puede variar, sobre todo, tras la administracién i.c.v., donde
influyen dos factores: el volumen del liquido cefalorraquideo y la propia
degradacion enzimética (Arndt 1987), determinando entre ambos hechos la
concentracién final del péptido en el Jugar de accién.

E] estado del animal durante la manipulacién experimental es también una
variable importante a considerar en la interpretacidn de las respuestas
farmacoldgicas inducidas por los opioides, puesto que el empleo de anestésicos
altera drasticamente los efectos producidos por aquéllos. Delbarre y cols., en 1978,
demostraron, por primera vez, que los anestésicos podian bloquear la respuesta
presora a la inyeccidn central de péptidos opioides. Con posterioridad, Sander y
cols. (1982) y Yukimura y cols. (1981b), estudiaron, de modo sistemético, las
respuestas cardiovasculares que seguian a la inyeccion de opidceos en animal
consciente y anestesiado, sin que hasta el momento, se hayan obtenido conclusiones
definitivas al respecto.

Las diferencias entre especies son también apreciables. La administracién de
leu-encefalina produce una disminucién de la presiOn arterial en conejo, perro y
mono anestesiado, sin embargo, el curso temporal de la respuesta es muy diverso
y el aumento simultdneo de la frecuencia cardiaca observado en monos no aparece
en rata y conejo (Koyama y cols. 1985). La inconsistencia entre estos resultados
puede ser debida a las diferencias de sensibilidad del reflejo barorreceptor entre
las diversas especies, situaciOn esta que puede atribuirse, a su vez y parcialmente,
a la distinta distribucion de las subpoblaciones de receptores opiodes en SNC para
cada especie (Hughes y Shariff 1989; May y cols.1989).

También ha sido investigada la posibilidad de que distintos subtipos de
receptores opioides favorezcan un determinado efecto. En este punto, puede
afirmarse que los agonistas del receptor mu son presores cuando se administran
tanto en animal consciente como en anestesiado, y, en términos generales, su
accion hipertensora transcurre independientemente de la zona del SNC en la que
se efectia la administracién: NTS (Hassen y Feuerstein 1987; Gordon 1986) o
hipotdlamo anterior (Feuerstein y Faden 1982; Pfeiffer y cols. 1983a).

Los agonistas delta, por su parte, se asocian también a respuestas presoras,
si bien se ha descritc que, para producir estos efectos, poseen una potencia
inferior y de grado variable a la hallada para los agonistas del receptor mu
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(Pfeiffer y cols. 1983b; Feuerstein y Faden 1982).

Con un caracter opuesto a las respuestas inducidas por activacién de los
receptores mu y delta, la estimulacion de los receptores kappa en el nucleo
paraventricular del hipotadlamo, NTS y nGcleo ambiguo y supradptico, producen
respuestas depresoras cuando se administran en rata anestesiada (Gautret y Schmitt
1985; Hassen y cols. 1984). En animal consciente, los efectos relativos a la
administracién de agonistas kappa estdn aun poco documentados. La microinyeccion
en hipotadlamo anterior del agonista kappa MR 2034, no altera la presion arterial
ni la frecuencia cardiaca en rata (Pfeiffer y cols. 1983a). Resultados mas recientes
muestran una accion hipertensora para la dinorfina A (1-13) tras su administracién
i.c.v. (Glatt y cols. 1987), datos que concuerdan con los obtenidos por Saunders y
Thornhill (1987), y en los que la hipertensién puede ser parcialmente debida, segin
el disefio experimental y la argumentacion de los propios autores, a la intensa
activacion de la ingesta y de la conducta exploratoria evocada por la dinorfina,

alteraciones estas que transcurren de modo simultaneo a la elevacién de la presién
arterial en las ratas.

Una gran parte de los estudios actuales en este area tratan de definir, de
manera precisa, cual es el sustrato anatomico sobre el que residen los efectos
cardiovasculares de los opioides. Sobre la base del elevado contenido de receptores
mu, delta y kappa, asi como de encefalinas, observado tanto en la RVLB como
en la CVLB, y de la gran relevancia de estas zonas en el control central de la
presion arterial, Sapru y cols. (1987) han puesto de manifiesto que la activacion de
receptores opioides en la CVLB de rata anestesiada produce una disminucién de
la presion arterial y de la frecuencia cardiaca de mayor magnitud, cuando los
agonistas administrados son kappa y delta. La activacion de los receptores mu y
delta en el drea depresora del bulbo raquideo (RVLB), por el contrario, causa un
incremento de la presion arterial y de la frecuencia cardiaca, que, como en el caso
anterior, son prevenidas por la administracién de naloxona. Este efecto ha sido
interpretado en términos de un aumento de la liberacion de acetilcolina en RVLB,

ya que, a nivel central, €sta se comporta como un neurotransmisor excitador
(Brezenoff y Giuliano 1982).

La administracion de agonistas opioides en rata consciente en diversas areas
hipotalamicas también ha sido examinada. Las microinyecciones de DADLE
-(D-Ala%, D-LeuS) encefalina- y DAGO -(D-Ala? N-Me-Fen', Gli-ol¥ encefalina-,
agonistas especificos de los receptores delta y mu opioides respectivamente,
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producen un incremento de la presion arterial y de la frecuencia cardiaca. En este
caso, para dosis bajas de DAGO, ¢l mecanismo de accion sugerido es una
activacion final del sistema nervioso simpético ya que, simultineamente, s¢ ha
observado un incremento en los niveles plasmaticos de AD y NA (Pfeiffer y cols.
1983b).

Por lo que se refiere a las evidencias farmacoldgicas, merecen, por Gltimo, un
interés especial los efectos de los opioides sobre el reflejo barorreceptor. La
mayoria de dichos efectos se ha caracterizado a través de la evaluacion de las
modificaciones que se producen en Ia frecuencia cardiaca en respuesta a estimulos
presores o hipotensores (Petty y Reid 1982, Yukimura y cols. 1981¢).

Con otra aproximacién experimental, Gordon (1986) ha demostrado que la
microinyeccion intracisternal del agonista selectivo del receptor mu, DAGO, es
capaz de atenuar, de forma dosis-dependiente, la reduccidn refleja de la presion
arterial, de la frecuencia cardfaca y de la actividad nerviosa simpatica producida
por estimulacién del nervio a6rtico. Este efecto es selectivo para los agonistas mu
y presenta la particularidad de que la magnitud de la inhibicién de la respuesta
barorrefleja es inversamente proporcional al grado de activacidn de los
barorreceptores. Es decir, la estimulacion de los receptores opioides centrales
suprime la funcidn barorrefleja de modo mas eficaz cuando la activacion de los
barorreceptores no resulta excesiva. Resultados similares, mostrando una
modulacion del arco barorreflejo para los agonistas mu, han sido descritos por
Hassen y Feuerstein (1987), que demostraron que el incremento reflejo de la
presién arterial, inducido por oclusidbn de la cardtida, era abolido por
administracion de DAGO en el NTS. Este hecho apunta a que el NTS es el lugar
donde los opioides exdgenos pueden modular el reflejo barorreceptor. Sin embargo,
la administracién de naloxona en el NTS de animales controles no modifica la
funcidn barorrefleja, sugiriendo estos resultados que los péptidos opioides
enddgenos en esta zona no son imprescindibles para el control central barorreflejo
en rata, aunque no se excluye la posibilidad de que, de nuevo, bajo determinadas
situaciones (estres, shock), los opioides liberados sean capaces de modular el reflejo
barorreceptor (Gordon 1990).

Por otro lado, es probable que el NTS no constituya la zona exclusiva del
bulbo raquideo, en la que los opioides interactian con los sistemas centrales que
regulan la funcidn barorrefleja, ya que la administracién del agonista del receptor
delta DADLE en la CVLB también modifica ¢l reflejo barorreceptor, potenciando
la respuesta presora derivada de la oclusion carotidea previa (Willette y cols. 1984).
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Dado que los efectos corresponden a la activacion de dos subtipos distintos de
receptores, es posible que se trate de acciones independientes y que dos familias

de péptidos opioides regulen la funcién cardiovascular a dos niveles distintos del
SNC.

Los mecanismos mediante los cuales la activacién de los receptores opioides
modulan en cerebro el reflejo barorreceptor podrian incluir la inhibicion de la
liberacién de neurotransmisores desde las aferencias primarias del arco barorreflejo,
de interneuronas del NTS, o la interferencia con la respuesta postsinaptica de
neuronas que participan en el control barorreflejo (Dingledine 1985; Mulder y cols.
1987, Nicoll 1982).

8.2.2.3. Bvidencias clinicas de la participacion del sistema opicide en el control
central de la presion arterial

El tercer grupo de evidencias se centra en los estudios de Holaday (1983)
demostrando el efecto terapéutico de la naloxona sobre la patologia cardiovascular

con la que cursan distintos tipos de shocks: endotdxico, hipovolémico y neurogénico.

Estos datos tienen un base bioquimica, puesto que el shock hemorragico se
encuentra también asociado a modificaciones en los niveles de opioides y de sus
receptores en diversos nicleos del SNC (Feuerstein y cols. 1985). En concreto, en
dichas condiciones experimentales se ha observado una supersensibilizacion selectiva
para los receptores delta y kappa en el tronco cerebral (Feuerstein y cols. 1984).
En cualquiera de los modelos experimentales empleados por Holaday para sus
investigaciones, la administracion iv. o ic.v. de dosis de naloxona que bloquean
especificamente los receptores opioides restauran la hipotensién asociada al estado
shock, del mismo modo que la administracidn previa del firmaco impide el
desarrollo de los episodios hipotensivos (Holaday 1983).

Asimismo, se han caracterizado, parcialmente, los mecanismos precisos
implicados en el efecto presor de la naloxona. Hasta la fecha, han sido propuestas
tres hipdtesis para explicar el efecto de la misma: antagonismo de opiodes
endogenos (Holaday y Faden 1978), aumento de la liberacién de catecolaminas
periféricas o plasmaticas (Schadt y York 1981) y estabilizacién de membranas
lisosomales (Curtis y Lefer 1980). La posibilidad de que un antagonismo sobre el
sistema opoide endogeno, a nivel central, desencadene una secuencia de eventos,
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desconocidos por el momento, para ocasionar un aumento de la actividad simpatica
periférica, podria constituir el mecanismo mas probable para justificar el efecto

presor de la naloxona en el shock hemorragico hipovolémico (Schadt y Gaddis
1985).

En humanos se ha confirmado, igualmente, la eficacia de los antagonistas
opioides en el tratamiento de distintos estados de shock (Tiengo 1980; Gurill 1983;
NcNicholas y Martin 1984). En muchos de los modelos investigados, sin embargo,
el incremento de la presiOn arterial, provocado por la administracion de naloxona,
es de escasa magnitud y duracion. Por otro lado, ciertos factores, como la rapidez
en la pérdida de volumen sanguineo y la baja temperatura ambiente, parecen
disminuir los efectos beneficiosos del antagonista en distintas especies {(Bennett y
Gardiner 1982; Chen y cols. 1985). En la mayoria de los casos, aunque el tiempo
de supervivencia tras la administracion de naloxona aumenta, las posibilidades de
recuperacion total de los animales no son mejoradas, a menos que se proceda
simultineamente a restaurar el volumen sanguineo (Van der Meer y cols. 1982;
Mclntosh y cols. 1984).

Estas apreciaciones, junto con datos mas recientes que demuestran la ineficacia
de la naloxona para revertir el shock por isquemia intestinal, y que ponen en duda
su capacidad para contrarrestar el shock anafilactico (Van der Meer y cols. 1986),
cuestionan el empleo Gnico de la naloxona en la terapia del shock. No obstante,
no se puede excluir el posible empleo de la misma como coadyuvante de otros
tarmacos empleados clasicamente en su tratamiento.

8.3. Fisiopatologia de la hipertensién esencial

De las distintas enfermedades que afectan al sistema cardiovasular, la
hipertensién arterial es la que presenta una mayor incidencia en los paises del irea
occidental, donde se calcula que entre un 15 y un 20% de los individuos mayores
de 19 afos son hipertensos. En Espafa, segin los datos disponibles de los distintos
estudios epidemiologicos, la prevalencia de la hipertension, atendiendo a los
criterios clasicos de la OMS (presiones superiores o iguales a 160 de sistdlica y 95
de diastdlica), se sitiia entre el 20 y el 30% de la poblacién (Luque Otero 1987).

Por otro Jado, Ia hipertension arterial constituye el factor principal de riesgo
para enfermedades cardiovasculares tales como los accidentes cardiovasculares
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cerebrales, la insuficiencia cardiaca congestiva, Ja aterosclerosis y las arteriopatias
en general, y, por lo tanto, la enfermedad cronica a la que se asocia directa o
indirectamente una morbimortalidad mas elevada (Connell 1986).

Aunque las manifestaciones clinicas sean similares, los individuos con presion
arterial persistentemente elevada, no constituyen un grupo homogéneo. La
hipertension arterial puede presentar etiologias muy diversas, a las que acompafan
mecanismos fisiopatologicos también dispares. Desde el punto de vista de la
etiologia, los distintos tipos de hipertensidon humana se han dividido en dos grandes
subgrupos: hipertensién esencial, también denominada primaria o idiopatica, cuando
el origen es desconocido, e hipertensién secundaria, cuando la causa esta
establecida, y el proceso patologico que genera la elevacion de la presidn arterial
es susceptible de tratamiento especifico. No obstante, hay que hacer énfasis en el
hecho de que sélo un 10% de los pacientes pertenecen al segundo grupo,
representando el 90% restante a individuos hipertensos con elevaciones de la
presién arterial cuya causa es desconocida.

83.1. Control central de la presion arterial durante modificaciones
comportamentales

Los mecanismos centrales que gobiernan la variabilidad y la labilidad de la
presion arterial son distintos, al menos en parte, a los responsables del control
tonico de la misma.

Si el bulbo raquideo constituia el niicleo central que operaba durante el
control tonico y reflejo de la presién arterial, los sistemas responsables de la
integracion de los cambios de presion arterial asociados a modificaciones en el
comportamiento se situan, ademas de en el bulbo, en regiones superiores del
tronco encefalico, hipotalamo y sistema limbico {Reis y Ledoux 1987). En concreto,
el nicleo paraventricular del hipotilamo y el nlcleo central de la amigdala
intervienen, de forma sobresaliente, en la regulacion cardiovascular cuando se dan
variaciones en €l estado emocional del individuo, y constituyen circuitos cerebrales
especificos que controlan los efectos cardiovasculares derivados de patrones
concretos de conducta (Weiner 1985).

La activaciébn de los mencionados nucleos hipotaldmicos durante estas
alteraciones parece ser responsable de la inhibicién del reflejo barorreceptor, hecho
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que permite que la presiOn arterial se mantenga elevada durante situaciones tales
como el estrés, y después alcance un estado estacionario cuando la duracién del
estimulo aversivo se prolonga (Spyer 1989). Asi, se acepta que, durante las
primeras fases de hipertension 14bil, existe una disminucion de la funcionalidad del
reflejo barorreceptor, pero que, durante la hipertensién crdnica, se observa un
restablecimiento de la capacidad funcional de los barorreceptores para operar a
niveles de presion arterial mas elevados (Krieger 1988). Esta afirmacién se
correponde con el hecho de que la funcion barorrefleja esta pricticamente inhibida,
0 no es operativa, durante las alteraciones emocionales (Stephenson 1984).

La inhibicion del reflejo barorreceptor durante el estrés emocional se ha
demostrado en el hombre (Brooks y cols. 1978) y en el mono (Engel y Joseph
1982). La denervacién quirdrgica de los barorreceptores también ha sido empleada
para determinar su implicacion en la hipertensidn por estrés. Los resultados han
puesto de manifiesto que la presion arterial de los animales denervados fluctuaba
con mayor intensidad ante diversos estimulos ambientales que la presion arterial
de los animales intactos (Cowley y cols. 1973). Empieando otra aproximacién
experimental para inhibir la funcién barorrefleja, las lesiones bilaterales en el NTS
producen una hipertensién inmediata en rata (Miura y Reis 1972), y en gato un
aumento cronico y mantenido de la presion arterial (Nathan y Reis 1977). La
destruccidon quimica o electrolitica de distintas areas del NTS en rata, también
incrementa la labilidad de la presién arterial sin modificar de modo neto la misma,
mientras en gato las mismas lesiones ocasionan una hipertension cronica donde la
presion arterial estd elevada y la reactividad de la misma ante conductas
espontaneas, tales como el aseo, es marcadamente exagerada (Nathan y cols. 1978).

Todos estos datos indican, en primer lugar, que las neuronas dentro del NTS
son esenciales para mantener la estabilidad y la reactividad de la presion arterial
y, en segundo lugar, que son imprescindibles para mediar las respuestas
cardiovasculares especificas, que se manifiestan ante los estimulos ambientales o las
modificaciones de la conducta. En definitiva, la activacion de un eje que se
extiende longitudinalmente desde la amigdala al tronco cerebral, y que estad
constituido por una compleja red de circuitos neuronales, permite modular
apropiadamente Jas alteraciones de la presidon arterial, que se producen bajo
determinadas situaciones fisiologicas y patologicas, tales como el ejercicio, los
estados de alerta o el estrés emocional (Jordan y Spyer 1986). Este control se
puede ejercer a distintos niveles y es posible gracias a [a amplitud de las sinapsis
que conforman el sistema.
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8.3.2. Etiopatogénesis de la hipertensién esencial

Debido a la complejidad de los circuitos que regulan la presion arterial, no
existe, por el momento, ningiin mecanismo que explique el proceso por el cual se
desarrolla e instaura la presibn arterial elevada en este tipo de pacientes. La
hipétesis, sin embargo, es que la hipertensidn esencial no estd mediada por un
unico factor, sino que, probablemente, tanto los sustratos anatémicos como las

causas implicadas en el desarrollo y mantenimiento de la misma, son muy
numeroscs (Connell 1986).

Desde hace tiempo, se sabe que el estrés mental, la ansiedad y los diferentes
estados emocionales pueden ser factores desencadenantes de una elevacién marcada
de la presion arterial, contribuyendo a la etiologia multifactorial de la hipertension
esencial (Folkow, 1987).

E! término hipertensién 1abil o intermitente ha sido empleado para describir
las oscilaciones de presién arterial entre niveles elevados y de normotensién,
oscilaciones €stas que tienen, generalmente, un origen psicdgeno. Distintos autores
(Langewitz y Vale 1987; Falkner y cols. 1981) consideran que este estado de
hipertension labil, en buen nimero de casos, supone el comienzo de la historia
natural de la hipertension esencial.

Es muy posible, ademas, que los sistemas activados durante las fases iniciales
de la hipertension difieran notablemente de Aquellos que actian en una segunda
fase, cuando la hipertension estd definitivamente establecida. En este sentido, la
hipdtesis neuronal establece que un componente central o neurogénico seria
responsable de la induccion y desarrollo de la hipertensiéon, mientras el
mantenimiento y establecimiento de la misma residiria en factores periféricos
mecanicos que operarian a nivel vascular (Connell 1986).

La evolucion de los patrones hemodinamicos, en la mayoria de estos pacientes,
muestra, de hecho, que, en los estadios iniciales, durante el desarrollo de la
hipertension, la resistencia periférica no se encuentra alterada, pero a medida que
la elevacion de la presion arterial se va implantando, hay una evolucién de la
resistencia periférica desde su estado inicial hacia valores mas elevados,
manifestindose ahora un gasto cardiaco normal respecto a los valores
incrementados del mismo durante la primera fase (Julius y cols. 1971).



62

Segn los estudios de Julius y Johnson (1985) y Goldstein (1983), se considera
que un estado de hiperactividad simpdética podria ser responsable de los periodos
de presion arterial elevada en los pacientes con hipertensién 1abil, pacientes que,
por otro lado, afiaden a las manifestaciones farmacoldgicas y bioquimicas de
disfuncionalidad simpatica, una respuesta sobrepresora al estrés psicol6gico muy
superior a la presentada por individuos normotensos (Drummond 1985). Esta
misma situacion se observa en las BHR (Borderline Hypertensive Rats) ante la
aplicacion de estimulos aversivos, con respecto a sus controles WKY (Sanders y
cols. 1988). En varios de estos casos de hipertensidn labil, el aumento del gasto
cardiaco parece ser la causa principal de la elevacion de la presion arterial. No
obstante, debido al hecho ya comentado de que estid ausente o, al menos, no es
operativa la correspondiente caida refleja compensatoria que, en situacidn normal,
es capaz de restaurar la presion arterial, quizd la alteracidén residiria en la
operatividad del reflejo barorreceptor, mas que en la regulacion del gasto cardiaco.

8.3.3. Hipertension y estrés

Como ya reconocid Selye en 1946 al caracterizar las denominadas enfermedades
de adaptacion, entre las miltiples respuestas inducidas en el organismo por el
esirés, la hipertensién es uno de los trastornos mas caracteristicos.

En la actualidad, en el ambito de las investigaciones clinicas, se ha consolidado
la idea, como se comentaba anteriormente, de que el desencadenamiento y
desarrollo de la hipertensién esencial es consecuencia de una deficiencia de los
mecanismos neurogénicos depresores sobre los presores. Este control anormal
puede ser hereditario, pero existen numerosos datos que sugieren que los
mecanismos neurogénicos pueden estar alterados como consecuencia de la
exposicion del organismo a estimulos ambientales. De todos ellos, el estrés mental
estd considerado como el candidato méas probable para desencadenar este tipo de
respuesta hipertensiva (Dustan 1987).

Si bien no existe ninguna duda de que el estrés, independientemente de su
naturaleza fisica o emocional, incrementa inicialmente la presion arterial, surge una
cierta controversia cuando se trata de determinar si éste contribuye, de la misma
forma, al mantenimiento de la hipertension. Experimentalmente, existen escasas
evidencias de que el estrés, por si mismo, produzca una hipertensién sostenida
cuando se aplica en animales normotensos, apoyando la hipdtesis de la naturaleza



63

multifactorial de la hipertension esencial.

En la mayoria de los casos, la hipertension tiene un caricter labil y sdlo es
apreciable en tanto el individuo se encuentra sometido al estimulo estresante,
aunque la intensidad y la duracién del mismo sean elevadas. Avalando esta
afirmacién se pueden citar los estudios de Henry (1982), que empled en ratones
un modelo consistente en la lucha por la posesién de un congénere de distinto
sexo. También se han descrito respuestas hipertensivas inducidas por estrés en los
las que el estimulo estresante consiste en promover la lucha entre individuos de la
misma especie y sexo (Fokkema y Koolhaas 1985), bien sea compitiendo por la
comida o por el espacio vital. Empleando modelos de condicionamiento aversivo
en monos (Forsyth 1969), o por deprivacién social de ratas adultas en jaulas
metabdlicas (Gardiner y Bennett 1977) se han obtenido respuestas hipertensivas
también puntuales.

Si nos centramos en modelos de estrés fisico, las consecuencias son muy
similares. La presion arterial se incrementa pero desaparece al cesar Ja sesion de
estimulacién diaria. En este sentido, se encuentran también los resultados de Iomori
y cols. {1982) tras la apliacidn de shock inescapable en las patas, o los obtenidos
tras estimulacién ambiental en la que se precisa un periodo de tiempo para
instaurar la respuesta hipertensiva, estando el animal, en este caso, sometido a
distintos tipos de estimulos luminosos y acusticos (Perhach y cols. 1975; Galeno y
cals. 1984), o en el estrés por inmovilizacidon (Saavedra 1982; Kvetnansky y Mikulaj
1970) o por frio (Ceasar y cols. 1974).

Los datos en humanos, respecto a los efectos producidos por el estrés cronico
sobre la presién arterial, son mds confusos. Esta situacion se debe, en gran medida,
a la escasez de estudios a largo plazo, donde sea posible registrar la evolucién de
la hipertension desde sus estadios iniciales hasta el mantenimiento e instauracion
de la misma, con el fin de establecer una correlacidn entre aquélla y el impacto
de los factores psicosociales y ambientales en el transcurso del desarrollo de la
enfermedad. El problema se acent@a, si se considera la dificultad de establecer
conclusiones generales, cuando, con mayor fundamento que en el propio animal de
experimentacion, la susceptibilidad individual en humanos es un factor de mayor
influencia.

Ya en 1945, Graham hall6 elevaciones apreciables de la presidn arterial en
soldados durante el combate, si bien la misma se restauraba cuando éstos
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abandonaban el campo de batalla. Existe, por otro lado, una elevada prevalencia
de la hipertension entre trabajadores expuestos, de manera prolongada, a ruidos
intensos (Jonsson y Hansson 1977; Delin 1984) o entre los controladores aéreos
(Cobb y Rose 1973). Reforzando la incidencia de los factores ocupacionales en
los casos de hipertension, se ha comprobado que individuos sometidos a fuertes
tensiones en su puesto de trabajo, con escasas expectativas profesionales, o con
inestabilidad ocupacional, y que representan en cualquier caso fuentes de estrés,
presentan valores de presion arterial sistdlica y diastélica muy superiores a los de

aquellos individuos cuyas experiencias laborales son menos desagradables (Siegrist
1987).

Puesto que los resultados no son concluyentes, una gran parte de los estudios
en humanos se han enfocado a determinar la importancia de la predisposicién
individual en el caracter patogeno del estrés sobre el sistema cardiovascular.
Falkner y cols. (1979) demostraron que nifios con padres hipertensos presentaban
una respuesta presora a la aplicacion de estrés muy superior a la de adolescentes
sin antecedentes familiares de hipertensién. Del mismo modo, individuos jovenes
con hipertension labil, o situados en las primeras fases de la misma, presentan
mayor susceptibilidad al efecto presor inducido por el estrés mental en sus diversas
formas de aplicacion (test aritméticos: McCubbin y cols. 1988; Drummond 1985;
realizacion de entrevistas o al test de estrés por frio: Fredrikson 1986.

En otro sentido, el patrdn de respuesta presora al estrés estd incrementado
en individuos que ingieren o consumen grandes cantidades de sal (Falkner y cols.
1981), o en aquellos otros con una funcionalidad renal o hepatica disminuida
(Brody y cols. 1987). También se ha demostrado que la respuesta hipertensiva al
estrés se acentGa en funcién de las caracteristicas psicologicas. Individuos que
responden al patrdn de comportamiento tipo A, con un caracter donde predominan
la agresividad y las tendencias hostiles, tienen incrementada la duracion y la

magnitud de la respuesta presora al estrés, tanto mental como fisico (DeQuattro
1989).

En conclusion, tanto en animal de experimentacién como en humanos, los
datos existentes hasta la fecha sugieren que los factores de predisposicién parecen
necesarios para la expresion de la hipertensién producida por efecto del estrés.
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1. ANTECEDENTES INMEDIATOS DEL TRABAJO

1.1. Evidencias preliminares de la participacién del sistema opioide en la respuesta
hipertensiva al estrés por deprivacion social

Los resultados iniciales que sugerian la posible participacién del sistema
opioide en el desarrollo de la respuesta hipertensiva al estrés por deprivacion
social se encuentran en los trabajos de Naranjo y Fuentes (1985). Estos autores
demostraron que el aislamiento de ratas jévenes durante un periodo de tiempo no
inferior a siete dias producia una elevacién de las lecturas de presion arterial
sistOlica, hecho que se acompafiaba de un aumento del umbral doloroso, siendo
ambos efectos sensibles a la administracién del antagonista opioide naloxona.

La caracterizacibn de la antedicha respuesta hipertensiva, efectuda con
posterioridad (Florentino y cols. 1987), permiti6 establecer dos fases claramente
diferenciadas en su desarrollo. Una primera fase de hipertension 14bil, cuando el
periodo de aislamiento era inferior a 30 dias aproximadamente, y en el transcurso
de la cual la resocializaciéon de los animales normalizaba los valores de presion
arterial, y una segunda fase para tiempos de deprivacidn social superiores, donde
la elevacion de la presion arterial no se modificaba por interrupciéon de la
aplicacidon del estimulo estresante, fase esta que denominaron de hipertension
establecida. Ademaés, pudieron comprobar que la naloxona era capaz de antagonizar
la hipertensidn asociada a los primeros estadios del estrés, mientras que se
mostraba ineficaz para restaurar las lecturas elevadas de presion arterial durante
la segunda fase de aislamiento prolongado. De esta manera, postularon que el
sistema opioide estaria implicado, Ginicamente, en el desencadenamiento y desarrolio
de la hipertension, mientras el mantenimiento de la misma seria independiente de
la actividad del sistema opioide y estaria asociado a alteraciones a otro nivel, tal
vez periférico.

Otras evidencias adicionales de la implicacion del sistema opioide en la
respuesta hipertensiva generada por este modelo de estrés, incluian la observacién
de que otros antagonistas también inespecificos del receptor opicide (naltrexona
y nalorfina), se mostraban igualmente efectivos para bloquear la respuesta. La
ausencia de efecto antihipertensor de un derivado cuaternario de naltrexona que,
dada su naturaleza polar, no atraviesa la barrera hematoencefalica, indicaba, por
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Gltimo, que la disminucién de la hipertensién asociada al estrés, inducida por
antagonistas opioides, tenia como lugar de accion el SNC (Naranjo y cols. 1986).

1.2. Modificaciones de la actividad de los sistemas catecolaminérgicos centrales
asociadas al estrés

Tradicionalmente, en el estudio de las alteraciones neuroendocrinas producidas
como consecuencia del estrés, se ha concedido una gran importancia al papel de
las catecolaminas cerebrales, identificando é&stas como el posible sustrato
neuroquimico responsable de la activacién inicial del SNC a nivel hipotalamico
(Spinedi y cols. 1988).

Las modificaciones de la actividad catecolaminérgica central tras exposicion
al estrés son particularmente importantes en el hipotdlamo e hipd&fisis anterior y
han sido estudiadas con detalle por diversos autores (Lumpkin y cols. 1983;
Johnston y cols. 1985). Tras la exposicion aguda de ratas a estrés por éter,
Lumpkin y cols. describieron un aumento de la velocidad de renovacion de NA y
DA en los nicleos supradptico y paraventricular del hipotdlamo. El aumento del
tono noradrenérgico era particularmente significativo en €ste ltimo niicleo, y seria
un hecho que serviria para explicar el incremento posterior de la liberacion de
vasopresina y, sobre todo, de CREF, al actuar la NA como reguladora de la
secrecion de ambos neuropéptidos (Spinedi y cols. 1988).

Aunque parece claro que las catecolaminas en el SNC resultan modificadas
como consecuencia del estrés, el significado funcional y el sentido de tales
variaciones no estd ain determinado, existiendo una gran discrepancia entre los
diversos autores. Esta discrepancia parece ser consecuencia de la naturaleza y,
sobre todo, de la duracidn del estrés aplicado. Asi, para el estrés agudo inducido
por aplicacién de shocks eléctricos en las patas se ha descrito un aumento de la
velocidad de renovacidn de DA y NA en diversas regiones cerebrales de ratén
(Dunn 1988). En rata se encuentran resultados similares, incremento de la
liberacién de NA en amigdala, hipotdlamo y bulbo raquideo (Tanaka y cols. 1988)
0 en locus coeruleus (Abercrombie y Jacobs 1988), cuando los animales son
sometidos a estrés por inmovilizacion. Sin embargo, muchas de estas variaciones no
se detectan, o se verifican en sentido contrario, cuando el estrés tiene caracter
cronico. Hata y cols. (1987) han descrito un incremento de los niveles de NA y
DA, hecho congruente con una disminucidbn del tono noradrenérgico y
dopaminérgico en corteza, hipotilamo e hipoacampo de ratas sometidas durante
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5-10 dias a un modelo de estrés consistente en alterar, de modo sistematico, la
temperatura de estabulacion de los animales. En contraposicion a los resultados
anteriores, el contenido de ambos neurotransmisores no se modifica o disminuye
cuando el estrés que se aplica es de tipo agudo. De modo anélogo, se ha descrito
un aumento de los niveles de NA y DA, tanto para el caso del estrés inducido por
inmovilizacion prolongada (1 hora/dia durante 24 dias) (Adell y cols. 1988), como

en el caso de aquél provocado por shocks repetidos en las patas (Anisman y cols.
1987).

[La mayoria de los estudios, sin embargo, han sido diseflados con el objetivo
de correlacionar las modificaciones en la actividad de los sistemas monoaminérgicos
durante el estrés con las respuestas endocrinas que se suceden de modo paralelo,
existiendo, por el momento, evidencias muy escasas que aporten algin dato al
conocimiento del papel que desarrollan las catecolaminas cerebrales en el
transcurso del estrés sobre otros sistemas fisiologicos.

1.3. Modulacion de la liberacion de catecolaminas por opiocides

La interacciébn entre neuronas catecolaminérgicas y opioides estd bien
documentada desde que, en el afio 1976, Detlef Taube y cols. pusieron de
manifiesto que la met-encefalina disminuia la liberacidn de NA producida por
estimulacion eléctrica en rebanadas de tejido procedentes de corteza frontal de
rata. Ahora bien, esta interrelacion no sélo se presenta a nivel central, sino que
también se extiende a nivel periférico. En relacién con el sistema nervioso
simpatico, se ha demostrado que los péptidos opioides actGian presindpticamente
sobre receptores situados en terminales axOnicas de fibras postganglionares
simpaticas, con objeto de modular la liberacion de NA (Szabo y cols. 1986). Datos
en el mismo sentido son la inhibicidn por opioides de la liberacién de NA en la
arteria de la oreja del conejo (Illes y cols. 1985a) o en Ia arteria mesentérica (Illes
y cols. 1985b).

Por lo que respecta de nuevo al SNC, la capacidad de los opioides para
modular la liberacion de catecolaminas, ha sido tambien demostrada utilizando
otros disefios experimentales. Llorens y Schwartz (1984) demostraron que la
inhibicion de la degradacién enzimatica de péptidos opiocides, mediante la
administracion conjunta i.c.v. de bestatina y tiorfano en rata, aumenta los niveles
de NA en corteza cerebral. En sentido contrario, ¢l antagonismo de la accién de
los opioides enddgenos por naloxona disminuye los niveles de NA en amigdala,
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tdlamo e hipotdlamo (Tanaka y cols. 1988).

En experimentos "“in vitro", los datos también son miltiples. La naloxona ha
demostrado su efectividad para aumentar la liberacion de NA en la neurohipdfisis
(Zhao y cols. 1988). Para el caso de la DA, Latimer y cols. (1987) observaron un
aumento de la velocidad de renovacion de este neurotransmisor en la regién Al0,
incremento que era selectivo para el agonista del receptor mu opioide, DAGO.
Con una aproximacion distinta, consistente en la destruccion selectiva de terminales
en tractos noradrenérgicos, mediante el empleo de la neurotoxina 6-OH-dopamina,
y examen posterior de la modificacion del nimero de receptores en membranas
cerebrales, Schwartz y cols. (1979) observaron una disminucién de receptores
opioides en terminales noradrenérgicos de corteza y cerebelo, confirmando el hecho
de que estos receptores estidn situados sobre dichos terminales, donde serian
capaces de modular presinipticamente la liberaciéon de NA.

En afios recientes, el interés de los distintos grupos se ha focalizado en
determinar qué subpoblacion de receptores opidceos media en cada region cerebral,
y para cada amina en concreto, estas respuestas. En preparaciones sinaptosomales
de corteza cerebral de rata, Mulder y cols. (1987) han demostrado, que el DAGO
inhibe presindpticamente la liberacidn de NA, y que, por lo tanto, en esta
estructura el efecto modulador de los opioides sobre este neurotransmisor, se
produce a través de la ocupacidn de receptores mu opioides. La activacién de
receptores mu opioides también parece ser responsable de la inhibicién de la
liberacién de NA en hipocampo y amigdala de rata {Werling y cols. 1987). Por su
parte, los receptores kappa opioides inhibirian la liberacién de DA en cuerpo
estriado, mientras que, segn este mismo estudio, los receptores delta opioides de
corteza cerebral y cuerpo estriado, no estarian ligados a acciones sobre los sistemas
monoaminérgicos (Schoffelmeer y cols. 1988).

2. OBJETIVOS

Tomando como base los resultados precedentes, que sugerian la participacion
del sistema opioide en la fase inicial de la respuesta hipertensiva, generada como
consecuencia de la aplicacion del modelo de deprivacidén social en rata, los
objetivos globales del presente trabajo se pueden resumir en tres apartados.
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1. Establecer de manera inequivoca, mediante el empleo de los dos enantibmeros
del antagonista opioide naloxona, la implicacién de este sistema en el desarrollo
de la antedicha respuesta hipertensiva, asi como determinar el subtipo de
receptor opidceo cuya activacidén persistente media el desarrollo de la
hipertension, empleando para ello antagonistas selectivos de los receptores delta
y mu opioides, en animales situados en la fase 14bil de la respuesta.

2. Examinar si los efectos cardiovasculares producidos por la liberacién de opioides
endogenos en SNC durante el estrés son similares a los que se producen
cuando se activa farmacologicamente el receptor opioide mediante la
administracion central de agonistas selectivos de los receptores delta y mu
opioides DADLE y DAGO, respectivamente, para lo cual se analizd el
comportamiento de ambos péptidos, en un estudio sistematico tras su
administracion i.c.v., tanto en animal consciente como en animal anestesiado.

3. Delimitar la eventual interaccién, a nivel central, entre los sistemas opioide y
catecolaminérgico, de probada implicacion éste en la regulacion de la presion
arterial. El objetivo, en este caso, consistia en establecer si las catecolaminas
centrales son, de algn modo, alteradas como consecuencia de la activacion
previa del sistema opioide, y en Ultimo término, intervienen en el incremento
de la presion arterial observado bien en el caso de los animales sometidos al
modelo de estrés o en el de los animales administrados con los agonistas
DADLE y DAGO.

2.1. Aproximaciones experimentales

2.1.1. Experiencias "in vivo"

Para el primero de los objetivos, se siguieron distintas aproximaciones,
consistentes, todas ellas, en la aplicacion de diferentes tratamientos farmacoldgicos,
y que pueden dividirse entre aquéllos aplicados de forma aguda con posterioridad
al desarrollo de la respuesta hipertensiva, y los que se aplicaron cronicamente de
modo simultdneo al aislamiento.

Los tratamientos agudos fueron los siguientes:
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- Administracién aguda de los enantidmeros (-) y (+) de naloxona en los
animales hipertensos.

Si bien el empleo de antagonistas es la herramienta farmacolégica de uso mas
frecuente para determinar el papel de un sistema de neurotransmisién o de
neuromodulacion en un fendmeno determinado, en el caso del sistema opioide el
$0lo uso de 1a forma racémica de naloxona no suministra datos concluyentes ya que
existen en la literatura una gran cantidad de datos, obtenidos utilizando la forma
racémica de naloxona, que no garantizan que sea el receptor opidceo el implicado
en el proceso fisioldgico o en el efecto farmacolégico observado, como se le
atribuye habitualmente, ya que la naloxona puede afectar, y de hecho actia sobre
otros sistemas de neurotransmision (Sawynok y cols. 1979).

- Administracién aguda de morfina en los animales hipertensos.

El segundo criterio seleccionado para establecer la mediacién del sistema
opiocide en la hipertensidn desarrollada como consecuencia del modelo de
deprivacion social, consistia en verificar que el agonista opioide, morfina,
administrado de forma aguda, debia desencadenar en los animales aislados un
efecto contrario al del antagonista opioide naloxona.

En el segundo grupo de experimentos realizados "in vivo" con objeto de
establecer la implicacién del sistema opioide en la respuesta hipertensiva, los
animales fueron tratados cronicamente con agonistas y antagonistas opioides de
modo simultineo al aislamiento y, por lo tanto, con caricter previo a la
instauracion de la respuesta hipertensiva. Estos experimentos se pueden desglosar
en dos apartados:

- Determinacion de la susceptibilidad de desarrollo de la hipertensién en animales
dependientes de morfina.

- Desarrollo de la hipertension en animales tratados crénicamente con el
antagonista opioide naloxona.

Por tultimo, y debido a la ausencia de selectividad de naloxona  para
bloquear de modo especifico un determinado subtipo de receptor opioide, se
procedié a determinar qué subpoblacién de receptores media, en concreto, la
respuesta hipertensiva, mediante el emplec de antagonistas selectivos de los
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receptores delta y mu opiadceos, IC1 174,864, ICI 154,129 y beta-funaltrexamina
respectivamente.

2.1.2. Experiencias "in vitro"

Bajo este epigrafe se incluyen un grupo de ensayos, tanto farmacologicos como
neuroquimicos, que constituyen el tercer objetivo al que se aludia inicialmente.
Estos experimentos estaban orientados a determinar si existia una interdependencia
entre el efecto presor de los opioides y las catecolaminas en SNC, tanto tras la
administracion de los agonistas selectivos de los receptores mu y delta opioides,
cuyas acciones cardiovasculares se habian examinado con anterioridad, como cuando
la activacion de este sistema peptidérgico se producia como consecuencia del estrés.

El objetivo final, en cualquier caso, fue establecer si el sistema
catecolaminérgico central, en sus tres modalidades, noradrenérgico, adrenérgico y
dopaminérgico, media los efectos del sistema opicide para producir, en definitiva,
la elevacion de la presion arterial,

La eleccion del sistema catecolaminérgico central frente a otros sistemas de
neurotransmision clasicos con el fin de estudiar la eventual interaccién con el
sistema opioide en terminos de las acciones presoras de éste, se justifica teniendo
en cuenta las siguientes evidencias:

1. La correlacion anatOmica existente entre neuronas cateécolaminérgicas y
opioidoérgicas que se ha descrito para nicleos de probada implicacion en el control
cardiovascular (Leger y cols. 1983; Ceccatelli y cols. 1989).

2. El conocido papel de las catecolaminas cerebrales en la regulacion de la presion
arterial (ver apartado 8.2.1. de la Introduccion).

3. La aiteracion de la actividad de los sistemas catecolaminérgicos centrales durante
el estrés (ver apartado 1.2 de Antecedentes).

4. La probada existencia de un receptor presindptico opioide ubicado sobre
terminales noradrenérgicas, asi como la capacidad de los opioides para modular la
liberacidn de catecolaminas en distintas estructuras cerebrales (ver apartado 1.3 de
los Antecedentes).
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La evaluacion de las modificaciones de la actividad de los sistemas
noradrenérgico, adrenérgico y dopaminérgico, asociadas a la activacion del sistema
opioide, se realizd empleando dos aproximaciones experimentales distintas:

- Efectuando en bulbo raguideo e hipotalamo la valoracion de las velocidades de
renovacion de NA, DA y de los niveles de AD, mediante la determinacion del
contenido de las aminas y de sus metabolitos respectivos.

- Puesto que la velocidad de renovacién de un neurotransmisor refleja la suma
conjunta de los procesos de sintesis, liberacién y metabolismo en un momento
determinado, y no permite discernir cual de estos tres eventos se encuentra
alterado en concreto, se determind la actividad de la tirosina hidroxilasa, enzima
que cataliza la reaccion inicial en el proceso de formacion de DA, NA y AD. Ya
que esta enzima cataliza la reaccidon limitante de la sintesis de catecolaminas y
que juega, por lo tanto, un papel destacado en ¢l matenimiento de los niveles
intraneuronales del neurotransmisor recién sintetizado, cualquier alteracion en el
grado de formacion de las catecolaminas debe reflejarse como una variacion de
su actividad, y €sta puede emplearse como indicador de las modificaciones de la
actividad funcional de estas neuronas (Broadhurst y Briley 1988).



MATERIALES Y METODOS



75
1. FARMACOS Y PRODUCTOS QUIMICOS

La procedencia de los farmacos y productos quimicos empleados fue la
siguiente:

DADLE y DAGO procedian de Bachem. ICI 154,129 e ICI 174,864, de
Cambridge Research Biochemical (CRB). Beta-funaltrexamina, de Research
Biochemical Inc.(RBI). Naloxona (-) (Research Triangle Institute. U.S.A), Naloxona
(+) (Pupont) y Naloxona clorhidrato, de Sigma. Morfina, del Ministerio de Sanidad
y Consumo. El 4cido etilendiaminotetracético (EDTA), octilsulfato sddico, bisulfito
soddico, noradrenalina  bitartrato, adrenalina, dopamina, DOPAC, 3,4,

dihidroxibencilamina (DHBA), MHPG-sulfato, MHPG hemipiperazina, L-DOPA,
D-tirosina y L-tirosina, seroalbumina bovina, tripsina, inhibidor de tripsina,
hidroxiapatita y la corticosterona procedian de Sigma.

La 3H-etorfina y la 3H-corticosterona se obtuvieron de Amersham y el
anticuerpo para corticosterona de Bioclin. La gamma-globulina procedia de Serva.
Los reactivos empleados para la preparacién de las distintas fases moviles tenian
la siguiente procedencia: acido citrico, acetato sddico y fosfato disédico de Merck
y metanol para HPLC (Scharlau).

El resto de los productos orgdnicos o inorgdnicos procedian de Merck, con
pureza de analisis.

2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Durante el desarrollo del presente trabajo se utilizaron ratas Wistar macho,
de peso variable en funcibn del experimento concreto efectvado. Para la
realizacion del modelo de estrés, el peso de los animales al comienzo del
aislamiento fue de 90 + 10 g. Dado que la respuesta hipertensiva se desarrolla
transcurrido un periodo de 7-15 dias, los experimentos efectuados en ratas
normotensas, con objeto de cuantificar el efecto de los agonistas opidceos sobre los
distintos pardmetros, se llevaron a cabo en animales de un peso similar. En la tabla
adjunta se expresan las edades respectivas para cada intervalo de peso.
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Peso (g} Edad (semanpas)
50-100 6

140-150 8

200-220 11

Los animales procedian de Interfauna Ibérica (San Feliu de Codines,
Barcelona) y permanecieron en nuestro estabulario, al menos, durante los 5 dias
previos a su utilizacién. Las ratas se mantuvieron a temperatura constante (21* C)
y luz controlada (12 hr luz/12 hr oscuridad), disponiendo en todo momento de
acceso libre a la comida y a la bebida.

3. VIAS Y PAUTAS DE ADMINISTRACION

Los distintos compuestos y farmacos administrados a los animales de
experimentacion se disolvieron en salino, excepto el ICI 174,864 que se disolvid en
bicarbonato sddico diluido para la dosis de 20 ug/rata, y la morfina que se disolvid
en sacarosa al 10% para el desarrollo de animales dependientes.

Los farmacos se¢ administraron central o periféricamente:

Para la administracion de naloxona, naltrexona y para las inyecciones agudas
de morfina se empled la administracion periférica por via i.p. en animal consciente.
El volumen de inyeccidén aplicado para la administracién por esta via fué de 2,5
ml/kg.

En el caso del animal anestesiado (etiluretano al 20%, 1,2 mg/kg) la
administracion intravenosa se llevd a cabo en la vena yugular. El ICT 154,129 se
administrd en vena caudal y en rata conscicnte. Para el desarrollo de animales
dependientes de morfina se utilizd la via oral segiin ¢l esquema que se indica
posteriormente.

La via i.c.v. se utilizd para la administracidn local de los compuestos en SNC.
con el fin de salvar la barrera hematoencefilica, siendo el volumen de inyeccion
en este caso de 10 ul.
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3.1. Administraci6n intracerebroventricular
La administracién i.c.v. se efectué después de proceder a la canulacién crénica

del ventriculo lateral cerebral derecho, para lo cual se anestesiaron previamente las
ratas con Equitesin (3 ml/kg), cuya composicién se indica a continuacién:

Hidrato de Cloral 2.5 mM
Pentobarbital sodico 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 aparato estereotaxico (David Kopf) y
se efectud una pequena incisibn en la piel craneal, entre las lineas interocular e
intraural, limpiandose perfectamente la superficie expuesta de la calota hasta dejar
las suturas visibles, para permitir con posterioridad la fijacién permanente de la
canula. A continuacién, utilizando un torno dental, se practicaron tres pequefos
orificios en el craneo, en uno de los cuales se introdujo una cdnula guia de teflon
(24 GA, ID. 0.022". Wall. 0.006", Small Parts Inc. Maryland) de acuerdo con las
siguientes coordenadas: 1.0 mm lateral, 0.8 mm posterior con respecto a la bregma.
La profundidad fue variable en funcion del peso del animal empleado,
estableciéndose la correlacidn que a continuacidn se indica:

Peso del animal (g) Profundidad (mm)
150 35
200 4.0
250 4.5

La cénula se introdujo utilizando como soporte una jeringa Hamilton
(Hamiiton CO. Mod. 701), a la cual se habia ajustado previamente, de forma que
la profundidad alcanzada en el momento de la administracion coincidiese con la
sefialada en las coordenadas correspondientes. La fijacion permanente de la canula
a la superficie craneal se efectud con cemento dental (Dura Lay, Reliance Dental
Mtg. Co.). Para facilitar €l proceso, se emplearon dos pequefios tornillos ajustados
a los dos orificios situados por encima y por debajo de la posicion de la canula.
Antes de proceder a cvalquier manipulacion experimental, se dejaron transcurrir,
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al menos, 72 horas para permitir la recuperacién completa de los animales que se
mantuvieron aislados para evitar la destruccion mutua de las canulas.
Transcurrido este periodo de tiempo, la administraciéon se Illevd a cabo
introduciendo, a través de la cinula guia, una canula de polietileno (PE 10, Clay
Adams) que habia sido llenada previamente con la solucidn a inyectar y que, a su
vez, estaba conectada a una jeringa Hamilton (Hamilton CO. Mod. 701), necesaria
para proceder a impulsar la solucién a través de la misma. Para confirmar ia
localizacion correcta de la canula, siempre que el disefio experimental lo permitia
y tras el ensayo correspondiente, se inyectaron 10 ul de tinta, comprobandose al
cabo de 5 minutos, en una seccion transversal del cerebro, que la distribucion y
difusion de la misma en el sistema ventricular era adecuada.

3.2. Administracién crénica por implantacién de minibombas Alzet

Para la administracion cronica de naloxona en animales sometidos al modelo
de deprivacion social, se utilizaron 24 ratas macho de 90x10 g de peso, a las que
se les implantd una minibomba ALZET (modelo 2002) conteniendo naloxona o
salino. El aislamiento o agrupamiento se efectud inmediatamente después de la
operacion. Para proceder a la implantacion de la bomba de infusién continua, una
vez anestesiado el animal con equitesin, se procedié a afeitar la piel en la zona
dorsal del cuello y se realizd una incision transversal de 1 cm de largo. A
continuacion, se separd el tejido adherido a la piel, mediante un pinzo hemostatico,
y se realiz6 una cavidad subcutidnea adecuada para la insercion de las minibombas
en el espacio intraescapular. Una vez llena la bomba con la solucion
correspondiente, se introdujo por el extremo a través del cual se verifica la
liberacién y a continuacion se suturé la herida.

La minibomba ALZET es una bomba en miniatura que libera una cantidad
constante de la solucidn colocada en su interior durante un periodo méas o menos
largo de tiempo. El modelo empleado para el ensayo fue el 2002 que, con un
reservorio de 200 ul, libera (.5 ul/hora durante 14 dias. De modo que, llena ia
misma con una solucién de naloxona de 100 mg/ml, proporciona un grado de
liberacion de 50 ug/, suficiente para mantener bloqueado permanentemente el
receptor opioide durante catorce dias. Estas minibombas constan de un reservorio
de material flexible e impermeable, rodeado de una lamina que contiene un agente
osmoético, y, todo ello, rodeado a su vez de una membrana semipermeable. Cuando
la minibomba esta llena e implantada en el animal, se encuentra en un ambiente
acuoso y el agente osmotico embebe una cierta cantidad de agua que es controlada
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por la membrana semipermeable. Este agua embebida genera una presién
hidrostatica sobre la pared del reservorio, origindndose asi un flujo constante de
su contenido a través del orificio de salida.

3.3. Protocolo para el desarrollo de animales dependientes de morfina.

Las ratas se hicieron dependientes de morfina por autoadministracién oral del
opidceo en el agua de bebida, segin el protocolo elaborado por Ahtee y cols.
(1989). Este método presenta, sobre las técnicas clisicas (administracion por
inyeccion repetida de morfina durante varias semanas o implantacion de pellets),
las ventajas de evitar, tanto la manipulacién excesiva de los animales eliminando
de este modo el estrés eventual al que pudieran estar sometidos, como la aparicién
de sindromes de abstinencia parciales en los periodos existentes entre las
inyecciones repetidas de morfina.

La morfina, en forma de clorhidrato, se disolvié en una solucién de sacarosa al
10% con objeto de evitar el rechazo de los animales al opidceo debido a su sabor
amargo (Khavari y cols. 1975). Después de realizar un control inicial del consumo
de la solucidn de sacarosa, los animales fueron aislados o agrupados y recibieron,
durante 15 dias, concentraciones crecientes de morfina (0.1-0.4 mg/ml) en la
solucion de bebida. Los dos grupos control eran similares, teniendo como fuente
Gnica de bebida sacarosa al 10%. El protocolo de administracién fue el siguiente:

Dias 0- 4 0.1 mg/ml
Dias 4- 8 0.2 mg/ml
Dias 8 - 12 0.3 mg/ml
Dias 12 - 15 0.4 mg/ml

En el dia 15 se interrumpi6 la administracion y la dependencia fisica de los
animales a morfina se confirmé mediante la observacion de la pérdida de peso
durante el sindrome de abstinencia (Stolerman y cols. 1975). A partir de este
momento, y hasta la finalizacion del experimento, todos los animales se
mantuvieron con sacarosa al 10%.
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4, METODOS DE MEDIDA DE LA PRESION ARTERIAL

4.1. Medida indirecta (tail-cuff)

La medida indirecta de la presién arterial se efectué en un aparato W+W,
B.P Recorder o, en su caso, en un aparato Letica, segiin el método descrito por
Bufiag (1973). En este procedimiento se aplica en la cola del animal un manguito
unido a un dispositivo neumatico generador de una presidén que varia ciclicamente,
Cuando la presidén de este manguito supera la presion sistélica de las arterias
caudales, éstas se colapsan, interrumpiéndose la transmisién de la pulsacién a la
parte periférica de la cola. Cuando la presion del manguito desciende, la pulsacién
retorna y es detectada por un transductor acoplado previamente a la cola de la
rata, cuya sefial es convenientemente amplificada y registrada por una plumilla
sobre un papel calibrado en mm de Hg o en un lector digital

Para obtener un registro estable de presion arterial es preciso provocar
previamente la vasodilatacion de las arterias caudales de la rata, lo cual se consigue
colocando el animal bajo una ldmpara de luz infrarroja durante un periodo de
tiempo de 5-10 minutos, dependiendo de la temperatura ambiente. A continuacion,
se¢ introduce el manguito y el transductor en la cola y se va aumentando
progresivamente la presion ejercida por el manguito a medida que se va
registrando la pulsacién. Cuando la presibn del manguito iguala la presién
diastolica, la amplitud del trazado comienza a descender hasta que se anula
completamente cuando alcanza la presion sistolica. La escasa reproducibilidad en
los valores de la presion arterial diastOlica obtenidas con el aparato W+W, B.P
recorder, obligaron a utilizar exclusivamente las medidas de presion arterial sistOlica
cuando el disefio experimental requeria este método de medida.

Todas las ratas se sometieron a dicha medida durante Jos tres dias previos al
inicio de cada experimento con objeto de favorecer su acostumbramiento y
posterior manipulacion, seleccionando (nicamente aquellos animales cuyos valores
de presion arterial eran estables durante este periodo de tiempo. Los valores
finales de las presiones arteriales sistOlica y diastolica considerados corresponden
a la media de, al menos, ocho medidas consecutivas. La frecuencia cardiaca se
obtuvo mediante un cardiotacOmetro acoplado al sistema.
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4,2. Medida directa

La medida directa de la presidn arterial se realizO conectando un catéter,
previamente implantado en la aorta abdominal o en la carétida a un transductor
Staham acoplado a un poligrafo Grass 7D con salida para tres canales. Dos de
las tres unidades constan de un preamplificador y un amplificador de corriente y
el tercero lleva un cardiotacOmetro que, estimulado por la presion de pulso,
permite la medida de la frecuencia cardiaca.

La presidn arterial y la frecuencia cardiaca se registraron, al menos, durante
los treinta minutos previos al inicio de cada experimento, o hasta que se consigui6
un registro estable de presion, lo cual sucede cuando €l animal permanece
practicamente inmévil en el interior de la jaula. Para facilitar esta situacién, el
animal habia sido acostumbrado previamente al entorno y al manejo durante los
tres dias previos a la realizacidon del experimento. Las medidas de la presion
arterial y la frecuencia cardiaca, siempre que fue posible, se efectuaron por el
método directo, eligiéndose éste frente al método indirecto porque permite
determinar ambos pardmetros cardiovasculares con el animal en situacidn libre,
mientras que en el caso del "tail-cuff” ha de reducirse la motilidad del animalilidad
al minimo envolviéndolo en el interior de un pafio, quedando Gnicamente la cola
al descubierto. Adicionalmente, el procedimiento de medida directa permite un
registro continuo de la presion arterial, ventaja importante cuando se trata de

observar efectos agudos o de breve duracion, imposibles de apreciar por el método
indirecto.

Las variaciones debidas al empleo de una u otra técnica fueron descartadas
en experimentos previos realizados en rata anestesiada, pudiendo comprobarse que
existia una buena correlacion entre los valores de presibn arterial sistdlica y
diastolica obtenidos por ambos procediemientos de medida, coincidiendo de este
modo con los datos obtenidos por otros autores (Pfeffer, 1971; Ferrari y cols.
1986).

5. TEST DE ANALGESIA

El test de analgesia de la placa caliente (Eddy y Leimbach 1953) fue aplicado
para evaluar 1a accion antinociceptiva provocada por el aislamiento, asi como para
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confirmar la adecuada liberacidn de naloxona en animales implantados con bombas
ALZET mediante la determinacién de su efecto hiperalgésico.

Para ello, las ratas se colocaron en una placa caliente mantenida a una
temperatura constante de 50° C, anotandose el tiempo de latencia transcurrido
hasta la aparicion del primer sintoma nociceptivo. El lamido de las patas traseras
fue el criterio seleccionado para la respuesta. En ausencia de la misma la
aplicacion del test al animal se interrumpié a los 80 sg. ("cut-offtime").

6. TECNICAS QUIRURGICAS

6.1. Canulacién de 1a aorta abdominal

La implantacion cronica de un catéter en la aorta abdominal, método que
permite la medida directa de la presion arterial de un modo continuo en el animal
consciente y en estado libre, se efectud del modo siguiente. Una vez anestesiadas
las ratas con equitesin, se practican dos incisiones transversales sobre la zona
posterior del cuello. A continuacion, se abre el abdomen siguiendo la linea alba.
El catéter, compuesto por dos segmentos de polietileno PE-10 y PE 20
(Clay-Adams, U.S.A), de 10 y 17 em de longitud, respectivamente, ensamblados
de acuerdo con el método de Stanton (1971), se colocan en un trocar, ¢l cual se
pasa a través del psoas lateral izquierdo y, siguiendo la pared dorso lateral, se
conduce hacia las dos incisiones previamente realizadas en el cuello, fijaindose el
extremo PE 20 del catéter al misculo situado por debajo de aquellas con hilo de
sutura. Seguidamente, se llena con heparina 0.1% (Labs. Leo) y se cierra con un
pequeiio tapoén de polietieleno PE 100. Después de localizar y disecar
cuidadosamente la aorta abdominal, entre la bifurcacién de las arterias renal e
iliaca, se ocluye momentineamente la arteria con hilo de sutura, y se pincha
superficialmente por encima del punto de oclusién con una aguja semicircular C
18. Con posterioridad, el extremo PE 10, cortado en forma de bisel, se introduce
en la aorta hasta situar el mismo por encima de su unién con la arteria renal
izquierda. Una vez fijada Ia cdnula al psoas, se procede a suturar, por planos, el
misculo abdominal y la piel, aplicandose una solucioén de alcohol iodado sobre las
suturas. Finalmente, se administra, a través de la canula, gentamicina 5 ml/kg,
(Gevramycin 20, Schering Labs. Essex, Espaifia). Esta operacién, asi como Ia
administraciOn de heparina, se repitieron tres veces por semana para evitar la
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obstruccidn de la canula y prevenir el riesgo de infecciones. Una vez implantado
el catéter, y antes de proceder a cualquier manipulacién experimental en las ratas,
se dejaron transcurrir, al menos, 72 horas para permitir la recuperacion completa
de los animales.

6.2. Canulacién de la arteria car6tida

La canulacién de la arteria carétida se aplicd, Gnica y exclusivamente, para la
medida de la presidn arterial en animales anestesiados con una solucion de
etiluretano al 20% (1,2 mg/kg). Para ello, el animal se coloca en posicion ventral
sobre una mesa de operaciones. Después de localizar la arteria junto al nervio
vago, se diseca el vaso, efectuandose la canulacion con una pequefia aguja que se
asegura a la arteria mediante hilo de sutura. La arteria asi canulada y
convenientemente conectada a un transductor Staham y a un poligrafo Grass 7D,
permite la medida de la presion y la frecuencia cardiaca. Cuando el protocolo
experimental exigia la administracin en estos animales por via iv., se canuld la
vena yugular contralateral de modo andlogo al descrito para la car6tida. Con objeto
de prevenir la coagulacién se administraron 0.1 ml de heparina 5.000 U/ml

6.3. Extraccién de las adrenales

Las adrenales se extrajeron retirando ambas glandulas a través de dos
pequefias incisiones realizadas a ambos lados del dorso del animal, tanto en la piel
como en la masa muscular subyacente. Inmediatamente después de la extraccion
de las glandulas, se procedié a determinar su peso, previa eliminacion del tejido
adiposo adherido a las mismas.

7. MODELO DE ESTRES

El modelo de estrés utilizado fue el de deprivacidén social breve. Las
condiciones experimentales para la induccién del estrés por este método fueron
descritas en primer término por Gardiner y Bennett (1977) y modificadas
posteriormente por Naranjo y Fuentes (1985). En este modelo, cada rata se coloca
individualmente en una jaula standard (25*25*14 cm) de paredes opacas,
manteniéndose en aislamiento continuo durante 15 dias, o hasta que se obtiene el
desarrollo de la respuesta hipertensiva, considerandose que ésta se produce cuando
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los valores de presién arterial sistdlica se sitian por encima de los 150 mm de Hg.
Paralelamente, se utiliza un grupo control constituido por un conjunto de cinco
ratas agrupadas que permanecen durante el mismo periodo de tiempo en jaulas
de mayor tamano (40*33*16 cm) y en condiciones similares a las descritas para los
animales aislados. En todos los casos se utilizaron animales de seis semanas de
edad (90+10 g) al comienzo del periodo de aislamiento, que habian sido
habituados previamente a la medida indirecta de presién arterial, y, en todo caso,
con valores de presion arterial sistdlica inferiores a 140 mm de Hg.

8. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

8.1. Fundamentos de la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y de fase
reversa, empleada para la realizacion de determinados experimentos de este
trabajo, es una variante de la cromatografia clasica de fase normal, que permite la
separacién de mezclas compuestas por sustancias polares las cuales, utilizando fase
normal, quedarian fuertemente retenidas en la fase estacionaria (columna) por su
caracter hidrofilico, circunstancia esta que alargaria el tiempo de anélisis y la
cantidad de eluyente empleado. La cromatografia de fase reversa de par idnico
incorpora a la anterior la ventaja de permitir la manipulacién selectiva de los
tiempos de retencion de moléculas ionizadas, cuando el formador del par idnico (en
nuestro caso un acido sulfénico) se afade a la fase movil, e interacciona con el
grupo NH* de las catecolaminas, suprimiendo su ionizacién e incrementando, de
este modo, la retencibn de las mismas en la fase estacionaria, mientras los
componentes acidos o neutros de la muestra no son afectados.

Ademéas de los compuestos formadores de pares idnicos, el pH, la
concentracién de! solvente organico y la fuerza idnica, son los factores mas
frecuentemente manejados para obtener una resolucién adecuada de la mezcla de
catecolaminas analizadas.

Respecto a los sistemas de deteccion empleados, han sido los dos que a
continuacion se describen.



8.1.1. Deteccifn electroquimica

Un compuesto puede ser detectado electroquimicamente cuando es capaz de
sufrir procesos de Oxido-reduccion, dentro de los limites de potencial fijados por
el tipo de material del electrodo de trabajo. Todas las catecolaminas son, por tanto,
susceptibles de ser detectadas analiticamente por oxidacion a sus correspondientes
ortoginonas €n la superficie del electrodo de trabajo, liberandose dos electrones en
el proceso. La intensidad de la corriente generada es directamente proporcional al
ntmero de moléculas oxidadas en contacto con la superficie del electrodo.

La selectividad de este método de deteccidén se logra ajustando la diferencia
de potencial entre el electrodo de trabajo, y el de referencia, a un valor justo por
encima del potencial de oxidacién de los compuestos de interés. Para la deteccion
de catecolaminas, se requieren potenciales del orden de 0.60-0.70 V, sin embargo,
los metabolitos O-metilados de éstas, como el MHPG, requieren una energia de
activacion mas alta y, por tanto, potenciales de oxidacidon mas elevados. En la
practica, mientras se efectuaba la eleccion del mejor método para la determinacion
de MHPG, se emplearon al menos 15 fases moviles distintas, variando fuerza
ibnica, pH y concentracion de metanol en la fase moévil, asi como modificando el
potencial de oxidacién, sin conseguir, con el empleo del detector electroquimico,
ni la sensibilidad adecuada ni una resoluciOn satisfactoria para este metabolito.

8.1.2. Deteccidn fluorimétrica

La fluorescencia tiene Jugar cuando los compuestos que poseen determinados
grupos funcionales se excitan con energia de una cierta longitud de onda y emiten
una radiacidon de energia interior, que es medida gracias a la presencia de un
fotomultiplicador. Las catecolaminas, debido a su estructura fendlica, presentan
fluoresencia natural para una longitud de onda entre 200-300 nm. Este sistema de
deteccion permite la cuantificacion y separacion de catecolaminas, y de catecoles
en general, aunque con una sensibilidad del orden de 10-100 veces inferior a la
obtenida cuando se emplea la deteccion electroquimica. Mediante el empleo de
esta técnica, se obviaron los inconvenientes derivados de la escasa resolucidn que
se obtenia para la identificacién y posterior cuantificacién del MHPG cuando se
utilizaba la deteccidn electroquimica, ya que otros componentes resultantes de la
hidrélisis necesaria de la muestra, como se detallara posteriormente, detectados por
este sistema no presentan fluorescencia natural
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Nuestro sistema constaba de un monocromador para la seleccion de la
longitud de onda de excitacién y un filtro de emisién de paso de banda para la
longitud de onda de emision.

8.2. Determinacién de la velocidad de renovacién de noradrenalina, dopamina y de
los niveles de adrenalina por HPL.C

8.2.1. Preparacion de las muestras

Los animales se sacrificaron por decapitacién, procediéndose de modo
inmediato a la extraccién del cerebro y, posteriormente, a la diseccion de las
estructuras cerebrales discretas, segiin el procedimiento de Glowinski e Iversen
(1966). A continuacion, se pesaron y congelaron en nieve carbdnica, almacenandose
a -80° C hasta el momento de las determinaciones.

Homogengizacién

La homogeneizacion se realizd en un liquido de extraccion que contenia acido
perclorico 0.4 M y 3-4 DHBA como standard interno para la cuantificacion de NA,
AD, DA y DOPAC, empleando para este fin un homogeneizador de ultrasonidos
(Labsonic 1510, Braun). A continuacion, se centrifugd el homogeneizado a 11.000
r.p.m. en una minifuga Heraeus. Mod.B durante 30 minutos, recogiéndose los
sobrenadantes para efectuar et andlisis directo de los mismos por HPLC con
deteccidn electroquimica, en el caso de NA, AD, DA y DOPAC, o bien se
procedid a realizar una hidrolisis acida previa a su determinacién fluorimétrica, en
el caso del MHPG-sulfato. El volumen para la homogeneizaciéon fue variable,
dependiendo de la concentracién estimada de MHPG en el tejido a analizar. Se
obtenian buenas respuestas para ambos detectores empleando 8 volimenes para
el bulbo raguideo y 10 volimenes para el hipotilamo.

Hidrolisis acid

Para proceder a la determinacidén de MHPG, y puesto que este metabolito en
cerebro de rata se encuentra mayoritariamente conjugado en forma de sulfato, es
necesario realizar una hidrdlisis previa, con objeto de dejar el MHPG en su forma
libre, ya que la presencia del grupo sulfato impaosibilita su deteccién posterior. Con
este objeto, se tomaron 200 ul del sobrenadante en tubos de cristal de 3 ml y se
introdujeron en un bafio de agua a 100° C durante 4 minutos. Después de
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neutralizar los mismos con Na(OH) 2N, se efectud el andlisis cuantitativo de
MHPG, tras someter a las muestras a una centrifugacidon leve con el fin de
recolectar todo el liquido en el fondo de los tubos. El rendimiento de la hidrdlisis
no fue, en ninghn caso, inferior al 70%.

8.2.2. Condiciones cromatogrificas para la determinacién de noradrenalina,
adrenalina, dopamina y DOPAC,

La separacién y cuantificacién de estas aminas se llevd a cabo inyectando
directamente los sobrenadantes en un equipo de HPLC con deteccion
electroquimica, empleando columnas cromatograficas de fase reversa. El sistema
cromatografico empleado estaba constituido por una bomba (Waters M-510), un
inyector automaético (Spark Holland. Mod.Promis II), un detector electroquimico
{Waters M-40) y un integrador (Spectra Physics, Mod. SP-4290}. La columna
empleada fué una Resolve C-18 (Waters) de 15 cm de longitud, 4.6 mm de
diametro y 53 u de tamafio de particula, de fase reversa. La fase movil estaba
compuesta por:

Acido citrico 01 M
Acetato sédico 01 M
EDTA 0.15 mM
Octilsulfatosddico (PIC) 1.2 mM
Metanol 10%

pH = 3.75

todo ello, disuelto en agua procesada mediante un sistema Milli-Q (Waters),
adosado a un sistema de prepurificacion Milli-RO (Waters). La adicién de PIC
como formador de par idnico es imprescindible para la deteccidn de NA, ya que
aumernta su tiempo de retencién impidiendo que eluya con el frente de inyeccién.
La separacion cromatogréfica se realizé a un flujo de 1 ml/min, aplicindose una
diferencia de potencial de 0.65 V, entre el electrodo de trabajo y el de referencia.
La cantidad de muestra inyectada fue de 20 ul

8.2.3. Condiciones cromatograficas para la determinacion de MHPG

Para determinar el contenido de MHPG en las muestras se utilizaron dos
alicuotas del sobrenadante de 200 ul cada una, segin el método descrito por
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Artigas y cols. (1986). La alicuota enddgena (E) llevaba, ademads, 10 ul de agua
destilada y la sobrecargada (S) 10 ul de MHPG-sulfato (600 pg/ul). A continuacién,
se procedid a la hidrolisis de ambas alicuotas, segin se indicaba con anterioridad,
y los sobrenadantes, una vez hidrolizados, se inyectaron en un equipc de HPLC
con deteccion fluorimétrica.

Los componentes e instrumentacion fueron similares a los descritos en el
apartado anterior, si exceptuamos el 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 diametro. La fase
movil tenia la siguiente composicion:

Acido citrico 0.03 M
Fosfato disddico 0.06 M
Metanol 5,5%

y circulaba por ¢l sistema a un flujo constante de 1.2 ml/min. En estas condiciones,
el MHPG eluye aproximadamente a los 5 minutos. Las longitudes de onda
empleadas para la deteccion fueron 236 nm (excitacion) y 350 (emisidn). La
respuesta del detector fluorimétrico para el MHPG era lineal, segin se comprobd
previamente, en un rango entre 0.5-5 ng r= 0.9996.

El volumen inyectado fue de 50 ul y la cuantificacidn se efectud por el método
de adiccion externa.

8.2.4. Cuantificacion y expresién de los resultados

Los standards empleados para la identificacion y cuantificacidon de los distintos
componentes de las muestras se prepararon en 4cido percldrico 0.4 M para NA,
AD, DA y DOPAC y en metanol absoluto para el MHPG-sulfato y MHPG-
hemipiperazina. Estas soluciones almacenadas a -20°C se mantienen estables
durante un mes. Las soluciones de trabajo (50-200 pg/ul) se prepararon diariamente
por dilucion de las soluciones madre (100-200 ng/ul) en 4cido perclérico.

La calibracion del sistema se efectud por inyeccién del standard externo
correspondiente. El DHBA y el MHPG-sulfato se emplearon como standards
internos para la cuantificacidn de NA, AD, DA, DOPAC y de MHPQG,
respectivamente, y su uso se justifica por las pequenas variaciones que pudieran
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presentarse en la preparaciéon de la muestra o en el volumen de inyeccién. Para
campensar la disminucién gradual de la sensibilidad del detector con el uso
continuo, se inyectaron los standards cada 5 muestras.

Los standards se procesaron de modo paralelo y la concentracién de las
catecolaminas en las muestras se determind por comparacion de las areas de sus
picos con las dreas de los picos obtenidos para los standards, después de aplicar
la correccién correspondiente una vez evaluada la recuperacion para el standard
interno (3-4 DHBA). El valor obtenido fue de nuevo corregido, en funcion de los
volimenes de homogeneizacion de cada tejido, para expresar las concentraciones
en pg/mg de tejido.

Para el caso del MHPG, la concentracién en las muestras se obtuvo de
acuerdo con la siguiente férmula:

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 = concentracion real de MHPG

cs = concentracidn de MHPG-sulfato anadido a la alicuota S

Las velocidades de renovacion de NA y DA se expresan como €l cociente
entre la concentracion del metabolito y la concentracion de la amina, MHPG/NA
y DOPAC/DA respectivamente.

8.3. Ensayos de fijacién

El fundamento de este tipo de ensayos se basa en la capacidad que poseen
distintos radioligandos (compuestos marcados radioactivamente), a bajas
concentraciones, para unirse selectivamente a aquellos sitios de fijacion por los
cuales presentan una afinidad elevada. Esta metodologia permite estudiar las
poblaciones relativas de receptores existentes en un tejido determinado y, asimismo,
observar las eventuales variaciones producidas por distintos tratamientos sobre
dichos receptores, mediante la cuantificacidn de una serie de pardmetros tales como
la constante de afinidad (KD) especifica para cada receptor, el namero de
receptores {(Bmax) o la determinacién para los distintos agonistas y antagonistas de



90

cada receptor de los valores de IC50 (concentracién de desplazante que es capaz
de inhibir en un 50% la unién especifica de un ligando marcado).

El mayor problema en cualquier estudio de fijacidn, es la identificacion de los
sitios de unioén reconocidos por el radioligando empleado como receptores. Para
los receptores opioides son dos los requerimientos minimos exigibles: que el
proceso de unién especifica sea saturable, entendiendo aquella como la diferencia
de radioactividad ligada en presencia (binding inespecifico) y en ausencia (binding
total) de un exceso del ligando no marcado frio, y que la unién sea
estereoespecifica.

8.3.1. Metodologia de los ensayos de fijacion de receptores

El método més comln para el analisis directo de la interaccion opioide-
receptor es la medida de la fijacion de ligandos a preparaciones de membrana. Las
membranas son preparadas por homogeneizacion en frio del tejido correspondiente,
en un buffer adecuado para el ensayo. A continuacion, el homogeneizado se
somete a una o varias centrifugaciones sucesivas para separar la fraccion
enriquecida en membranas plasmaticas. Desples se procede a la resuspension del
pellet, siendo en algunas ocasiones necesaria una preincubacion para facilitar la
disociacion de los ligandos endégenos al receptor. Una vez preparadas las
membranas, se procede a los ensayos de fijacion propiamente dichos, incubando
las mismas con distintas concentraciones de un radioligando en presencia y en
ausencia de un exceso de ligando "frio" (no radioactivo), que actlia como
desplazante. Para asegurar las condiciones Optimas del proceso de fijacién se deben
controlar los siguientes factores: concentracion estimada del receptor, concentracion
del radioligando, tiempo, y temperatura de incubacion. Tras la incubacion, se
procede a separar la fraccion fijada del ligando al tejido de la fraccidn libre,
mediante una filtracion rapida al vacio, siendo necesario lavar cada tubo dos o tres
veces con 5-10 ml del buffer frio correspondiente. Una vez finalizada la filtracién,
se realiza el contaje radiomeétrico de los filtros introducidos previamente en viales
con un volumen adecuado de liquido de centelleo.

La representacion de los datos se efectia mediante el procedimiento de
Scatchard en la que en abcisas se indican los valores de "binding especifico”
(BE/fmoles muestra) y en ordenadas BE/DL, donde DL es la concentracién dei
ligando libre por muestra, obtenida de la diferencia entre [a cantidad de ligando
en el medio, y BE el "binding" total obtenido para cada concentracién del ligando
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marcado radioactivamente. La interseccion de la recta con el eje de abcisas permite
cuantificar el nimero de receptores (Bmax) y la inversa de la pendiente la afinidad
del proceso (Kp).

8.3.2. Fijacion de *H-etorfina a receptores opicides

El hipotalamo y el buibo raquideo, ademds del cerebro total previa separacion
del cerebelo, fueron las estructuras elegidas para los estudios de fijacion de
etorfina, debido a la poblacién relativamente elevada de receptores opicides en las
mismas, asi como por su conocido papel en el control cardiovascular.

Los animales, una vez sometidos al tratamiento en estudio, se sacrificaron por
decapitacion, procediéndose a la extraccion del cerebro y a la diseccién de las
estructuras, segiin se indica en el apartado 8.2.1. La homogeneizacion se realiz6 en
20 volamenes de un buffer con la siguiente composicion: Hepes 25mM, sacarosa
0,32 M, pH=7.4, en un homogeneizador con émbolo de teflon. El homogenado
resultante se centrifugd a 4° C y 3000 r.p.m. durante 5 minutos en una centrifuga
MSE, Mod. High Speed 18. Después se recogié el sobrenadante y el pellet fue
nuevamente resuspendido en 20 volimenes dei mismo buffer hepes-sacarosa, siendo
centrifugado por segunda vez en las mismas condiciones. El sobrenadante
procedente de la misma, junto con el de la primera centrifugacion, se sometieron
seguidamente a una tercera centrifugacién a 12.000 r.p.m. durante 10 minutos. El
pellet obtenido se rehomogeneizd en 10 volimenes y, después de una ultima
centrifugacion a 12.000 r.p.m. durante 10 minutos, se resuspendié en un volumen
de buffer hepes-sacarosa suficiente para obtener una concentracién final de 0.1
mg/ul de tejido. La suspension resultante fue la que se empled como fuente del
receptor en los ensayos de fijacion.

Posteriormente se incubaron, por triplicado y a 37°C durante 25 minutos,
alicuotas de 100 ul para el bulbo raquideo y de 70 ul para el hipotalamo, junto con
3H-Etorfina (50 Ci/mmol) en un rango de concentraciones de (0.25-4 oM), en
presencia y en ausencia de levorfanol 10° M, completando con hepes 25 mM hasta
un volumen final de 500 ul por tubo. Transcurrido el tiempo de incubacidn, las
muestras se filtraron a vacio de forma rapida a través de filtros Wathman GF/F
de fibra de vidrio. Los filtros se lavaron dos veces consecutivas con 5 ml de hepes
5mM y se introdujeron en miniviales, afiadiendo 2 ml de cocktail de centelleo (22-
Normascint. Lab. Scharlau) determinandose, por Gltimo, la radicactividad de las
muestras en un contador de centelleo liquido Beta (LKB).



8.4. Valoracién de proteinas

La evaluacion de la concentracién de proteina se realizé segun €l método de
Lowry, que se basa en la formacion de un complejo cobre-proteina en medio
alcalino. Este complejo reduce el reactivo de Folin (fosfomolibdico-fosfotingstico),
originando un compuesto coloreado, azul, que es susceptible de ser medido

espectrofotométricamente, presentando su longitud de onda de méxima absorcion
a 560 nm.

Para la realizar esta valoracién se parte de una solucién de albimina bovina
de concentracion 1 mg/ml, a partir de la cual se prepara, posteriormente, una curva
patron mediante diluciones sucesivas para obtener concentraciones de proteina en
un rango de 20-300 ug. Los reactivos empleados fueron los siguientes:

Reactivo 1 Carbonato sédico 2%
Hidréxido sGdico 0.1 N

Reactivo [] Sulfato caprico 0.5%
Tartrato sddico 1%

Reactivo de Folin

A continuacidén, se colocan en cada tubo 400 ul de las soluciones que
contienen las distintas concentraciones de albimina bovina, 0 bien, una cierta
cantidad de nuestro homogeneizado problema, volumen €ste que depende de la
concentracion estimada de proteina en cada estructura cerebral, y que se lleva
siempre hasta 400 ul con agua. Seguidamente, se anaden 2 ml de la solucion
alcalina de cobre, formada por la mezcla del reactivo I y el reactivo Il en una
proporcién de 50:1. Se agita la muestra y se deja reposar 10 minutos a temperatura
ambiente antes de afiadir 200 ul del reactivo de Folin 1 N. Después de un tiempo
de contacto no inferior a una hora, se mide la absorbancia del compuesto formado
a 560 nm. Las concentraciones de proteina en la muestra problema se determinan
por extrapolacion de las absorbancias en la curva patrén.
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85. Determinacion de los niveles plasmiticos de corticosterona por
radicinmunoensayo

8.5.1. Preparaci6n de las muestras

Los animales se sacrificaron por decapitacion, entre las 9 y las 11 a.m,
recogiéndose la sangre troncular en tubos de polipropileno heparinizados, enfriados
con hielo. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 2500 r.p.m. durante 10
minutos a 4° C. Por iltimo, el sobrenadante se mantuvo congelado a -20° C hasta
el momento del analisis.

Para evitar la necesidad de efectuar la extraccion previa de la hormona con
disolventes organicos, se realizé una digestion de las muestras con tripsina, enzima
que permite la hidrélisis de la transcortina y otras proteinas con alta afinidad por
la corticosterona. La tripsina y el inhibidor de tripsina se prepararon
extemporaneamente en un buffer de ensayo constituido por:

Fosfato 0.005 M
Seroalbiimina Bovina 0.06 %

Gamma-Globulina 0.02 %

CiNa 0.9 %

pH = 74

El! ensayo se realiz6 por duplicado en miniviales, afiadiendo 100 ul de la
solucion de tripsina (1 ug/ul) a 2 ul de las muestras, o a 100 ul de los standards,
en su caso. Después de agitar los tubos durante un minuto € incubarlos a
temperatura ambiente durante una hora, la reaccion se detuvo afnadiendo 100 ul
de una solucidn de 1.25 ug/ful del inhibidor de tripsina. Tras agitacion e incubacifn
durante 30 minutos a temperatura ambiente, se procedid a realizar el
radioinmunoensayo.

Los standards se prepararon diariamente a partir de una solucién madre de
carticosterona en etanol de 500 ug/ml, afiadiendo 0, 15, 31, 62, 125, 250, 500, 1000,
2000, 4000 y 8000 pg de corticosterona a 100 ul de etanol. El etanol se evapord
con corriente de nitrégeno en un baiio a 37° C, y los standards se resuspendieron
en 100 ul de buffer de ensayo.
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8.5.2. Radioinmunoanailisis de corticosterona

El radioinmunoensayo es un método que se basa en la union especifica de un
antigeno (corticosterona en nuestro ¢aso) con su anticuerpo correspondiente:

Ag + Ac —-— Ag-Ac

Si a una cantidad constante de antigeno marcado (Ag’) y de antisuero (Ac)
s¢ le afiade antigeno no marcado (Ag), ambos antigenos compiten por los lugares
de unidén del anticuerpo, desplazando este Gltimo al trazador (Ag'):

Ag + Ag + Ac e Ag-Ac + Ag-Ac

Para esta reaccidn se necesita una concentracion del anticuerpo tal que
permita obtener, al menos, un 50% de unidn entre el antigeno marcado y el
anticuerpo en ausencia de antigeno frio. Realizando una curva standard con
concentraciones crecientes del Ag, se ird produciendo un desplazamiento progresivo
del Ag’ del complejo Ag'-Ac, de manera que puede establecerse una relacion entre
la concentracién de Ag en la mezcla de reaccion y la cantidad de complejo Ag'-
Ac formado, determinado por el contaje del radioisOtopo que permanece unido
en forma de complejo. La concentracion de complejo marcado radiométricamente
representa el indice de la cantidad de antigeno frio existente en las muestras.

El radioinmunoensayo para corticosterona se llevd a cabo segiin €l método de
Armario y Castellanos (1984), realizando ligeras modificaciones. Después de realizar
la digestibn de las muestras y de los standards, segiin se indicaba en el apartado
anterior, se completé el volumen de todos los tubos a 300 ul con buffer de ensayo,
y se ahadieron 100 ul de 1,2, 3H corticosterona (60 Ci/mmol), aproximadamente
unas 3000 c.p.m., y 100 ul de anticuerpo de dilucion 1/10000 (concentracién
necesaria para obtener del orden de un 50% de unién antigeno-anticuerpo). La
curva standard se completé con un tubo indicador de la unién méxima entre *H-
corticosterona y el anticuerpo presente en el ensayo, denominado blanco de unién
méximo (By), al cual no se le afadié el antigeno frio, y un tubo (N) que contenifa
el buffer de ensayo mas el marcador sin el anticuerpo. Todas las muestras se
incubaron a 0-4° C durante 14-16 h; transcurrido este periodo de tiempo, se separa
el exceso de antigeno marcado y anticuerpo libre de los complejos antigeno-
anticuerpo formados, precipitando estos ultimos con 200 ul de hidroxiapatita al
2.5% en buffer fosfato 0.001 M (pH=7.4) por centrifugaciéon durante 10 minutos
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a 3000 r.p.m. (0-4° C). Por Gltimo, se afaden 50 ul de buffer fosfato 0.05 M al
pellet. Todos los tubos se sometieron a este tratamiento, excepto el indicador de
la concentracion total de antigeno marcado (Ag) en el ensayo. La cuantificacion
radiométrica de las muestras se realizd, tras afiadir 2 ml de liquido de centelleo
(22-Normascint. Lab. Scharlau), en un contador beta (LKB).

El tubo N, que contenia la corticosterona tritiada mas el buffer de ensayo,
representa la unién inespecifica de €sta a la hidroxiapatita, por lo que las ¢.p.m.
obtenidas de su contaje se han de sustraer de las c.p.m totales para cada tubo.

En la Figura 5 se muestra una curva de calibrado en la que se representa, en
ordenadas, €l porcentaje de complejo Ag’-Ac frente a concentraciones crecientes
de antigeno no marcado (corticosterona) en abcisas. Esta curva presenta una zona
lineal que se empleard para la extrapolacion de las c.p.m. contenidas en las
muestras problema, y, consecuentemente, para la determinacion del contenido de
corticosterona en las mismas.

8.6. Determinaci6én de la actividad de tirosina hidroxilasa

La evaluacion de la actividad del enzima TH se efectud segin el método de
Nagatsu y cols.(1979). El ensayo se basa en la determinacion de la concentracién
de L-dopa formada por accion de la TH sobre su sustrato L-tirosina en
homogeneizados cerebrales, efectudndose la cuantificacidon mediante HPLC de fase
reversa con deteccion electroquimica.

Los animales se sacrificaron por decapitacion y se procedid de modo inmediato
a la diseccion del cerebro y de las estructuras cerebrales discretas {(bulbo raquideo
e hipotilamo), siguiendo el procedimiento de Glowinsky e Iversen (1966). A
continuacion, las estructuras disecadas se pesaron y congelaron en nieve carbonica
hasta el momento del ensayo.

La homogeneizacién del bulbo raquideo y el hipotdlamo se realizd en 4 y 2
volumenes de sacarosa 0.25 M, respectivamente, y €l homogenado correspondiente
a 15 y 7 mg de tejido se incubd a 37° C en presencia de 100 ul de una solucién
compuesta por: acetato sodico 0.1 M, catalasa 0.1 mg/ml, 6-metil-5,6,7,8
tetrahidropterina (preparada en mercaptoetanol 1 M) y L-tirosina 0.2 mM. Para el
blanco de incubacién se empled D-tirosina, que no es sustrato para la TH ya que
la enzima sdlo reconoce la forma L, en tugar de L-tirosina. Otro tubo conteniendo
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L-dopa 1 uM se empled como standard interno. El objeto de procesar
paralelamente tres tipos de tubos (test, blanco y standard interno) se fundamenta
en la necesidad de tener un control indicativo de la 1.-dopa contenida inicialmente
en la preparacion antes de proceder al ensayo, o de la DOPA formada por
reaccién no enzimatica, asi como de la recuperacién del ensayo. Tras 30 minutos
de incubacidn, la reacccion se detuvo afiadiendo 0.2 ml de una solucién de acido
perclorico 0.2 M que contenia bisulfito sédico 0.5. mM y DHBA 3 uM, realizindose
una centrifugacion posterior. La evaluacion de las cantidades de L-dopa formadas
en cada tubo se llevd a cabo inyectando los sobrenadantes en un equipo de HPLC
con deteccidn electroquimica, previa purificacion de la [-dopa por absorcidon en
alimina activada, lavado y reextraccitn en 4cido perclérico. El sistema
cromatogréfico utilizado fue similar al que se describe en el apartado 8.2.2. Para
la separacion se empled una columna RP-18 (Brownlee Labs.) de 10 cm de
longitud, 4.6. mm de didmetro y 5 u de tamafo de particula, efectudndose la
elucion con la siguiente fase movil:

Acido citrico 10 mM
Fosfato disddico 5 mM
EDTA 0.05 mM
Octil sulfato sddico 0.12 mM
Metanol 3%

pH = 3.0

La diferencia de potencial aplicada para la determinacién entre el electrodo
de trabajo y el de referencia fue de 0.80 V.

Los standards se procesaron de modo paralelo y la concentracion de L-dopa
en las muestras se¢ determind por comparacion de las ireas de sus picos con las
areas correspondientes a los picos obtenidos para los standards, después de aplicar
la correccion correspondiente y una vez evaluada la recuperacidn para el standard
interno. La actividad de la TH se expresa en ng de L-dopa/mg de tejido/hora de
incubacion.
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9. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

El valor de las variables estudiadas se expresa mediante un pardmetro de

centralizacion (media aritmética) y otro de dispersion (error standard de la media)
(ES).

Para analizar las diferencias entre los grupos experimentales se utilizo el test
"t" de Student, una vez comprobada la viabilidad de su aplicacién (ajuste de los
grupos experimentales a una distribucién normal).



RESULTADOS
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1. ESTUDIOS SOBRE LA PARTICIPACION DEL SISTEMA OPIOIDE EN LA
RESPUESTA HIPERTENSIVA AL ESTRES POR DEPRIVACION SOCIAL

1.1. Caracterizaci6én de la respuesta hipertensiva al estrés por deprivacién social

La aplicacién del modelo de deprivacidn social en ratas jovenes produjo un
incremento progresivo tanto de la presién arterial sistdlica (Fig.6) como de la
presién arterial diastélica (Fig.7). En nuestras condiciones de trabajo, el aumento
de ambos parametros fue significativo a partir de la primera semana de
aislamiento, alcanzando la hipertensidén su nivel miximo y practicamente estable
en el transcurso de la tercera semana. La lectura simultdnea de la frecuencia
cardiaca en los mismos animales no reveld modificaciones apreciables como
consecuencia del aislamiento (agrupadas, 420+18; aisladas, 408+12, en el dia 14).

En los animales aislados, los niveles plasmaticos de corticosterona y el peso
de las glandulas adrenales, se utilizaron como indices de la actividad del
eje H-H-A y, consecuentemente, del grado de estrés al que estin sometidos los
animales. L.a determinacion se llevd a cabo en el dia 14 del aislamiento, una vez
que los animales habian desarrollado la hipertension. En este instante, los animales
deprivados socialmente presentaban una elevacion estadisticamente significativa de
los niveles de la hormona, asi como un aumento del peso (tejido fresco) de las
adrenales respecto al grupo control de animales agrupados al cabo del mismo
periodo de tiempo (Tabla II).

1.2. Reversion de la respuesta hipertensiva al estrés por naloxona

La administracion i.p. del antagonista opidceo naloxona (1 mg/kg) antagonizd
totalmente la elevacion de presion inducida por el estrés, ya que el grupo de
animales aislados tratados con el antagonista presentaba unas lecturas de presion
arterial tanto sistdlica como diastdlica, similares a las de los animales agrupados
(Fig.8). El efecto antihipertensivo fue méximo a los 15 minutos de la inyeccién y
la presién retornd a los niveles basales al cabo de 1 hora. El grupo control de
animales agrupados normotensos no experimentd alteraciones en la presion arterial
por efecto del tratamiento con el antagonista. Un tercer grupo de animales aislados
se tratd con salino para examinar la accién diferencial del vehiculo, que resultd ser
nula.
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Fig.6.- Desarrollo de la respuesta hipertensiva inducida por deprivacion social a lo largo del tiempo: presién arterial sistolica.

La presion arterial sistolica se determind en animal consciente por el método indirecto -"tail-cuff'- (Bufag 1973). Las ratas fueron
acostumbradas durante tres dias a la medida de la presidn arterial, realizdndose el aislamiento en el dia 0. * p<0.05 y ** p<0.01
respecto a los valores de los animales agrupados (test de la ¢ de Student).
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Fig.7.- Desarrollo de la respuesta hipertensiva inducida por deprivacion social a lo largo del tiempo: presion arterial diastélica.

Para detalles metodoldgicos precisos ver Fig. 6. * p<0.05y **

p<0.01 respecto a los animales agrupados (test de la t de Student).



TABLA II.- Efecto de la deprivacion social sobre el peso de las glandulas adrenales
y sobre los niveles plasmaticos de corticosterona.

PESO ADRENALES CORTICOSTERONA

(mg/100 g peso) (ug/ml)
AGRUPADAS 15.7+0.7 4.08=1.17
AISLADAS 20,014 8.56+0.09"

Los datos corresponden a animales sacrificados en el dia 14 de aislamiento, cuando
las ratas aisladas habian desarrollado la respuesta hipertensiva.

* p<0.05 y ** p<0.01 respecto al grupo control de animales agrupados (test de
la t de Student).
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Fig8.- Reversion de la respuesta hipertensiva inducida por deprivacidn social por
administracién intraperitoneal de naloxona.

El antagonista opiaceo naloxona (1 mg/kg) i.p. se administrd tanto a los animales aislados,
tras ser sometidos a deprivacién social durante 14 dias, como a los animales agrupados.
Cada punto representa la media + E.S. de la presion arterial sistolica (panel superior), o
diastdlica (panet inferior). * p<0.05 respecto a los animales aislados tratados con salino
(test de la t de Student).
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1.3. Reversi6n estereoespecifica de la respuesta hipertensiva al esirés por naloxona

Con objeto de evaluar la capacidad del antagonista opidceo naloxona para
revertir, de modo estereoespecifico, la respuesta hipertensiva generada como
consecuencia de la aplicacién del modelo de deprivacion social, se procedid a la
administracion i.c.v. de los enantibmeros (-) y (+) del farmaco (20 nmol/rata) en
animales que, una vez aislados e hipertensos, se habian sometido a la implantacion
de una cinula en el ventriculo lateral cerebral. Esta dosis de naloxona se selecciond
sobre la base de estudios preliminares en los que se habia demostrado que era la
minima cantidad de la forma racémica capaz de antagonizar el aumento de presion
arterial (10-20 mm Hg) que se produce tras la administracion ic.v. en animales
conscientes y normotensos de los agonistas selectivos de los receptores delta y mu
opioides, DADLE y DAGO respectivamente. Dicho incremento era similar al que
se genera en los animales estresados por efecto del aislamiento. Una dosis analoga
de naloxona (24 nmol/rata) administrada i.c.v. se habia demostrado ademas que era
efectiva para antagonizar la hipotension asociada al shock espinal (Holaday 1983).

Como se observa en la Fig.9, la administracion de naloxona (-) produjo una
disminucion significativa de la presion arterial en los animales hipertensos. Por el
contrario, la administraciébn de una dosis equivalente de su correspondiente
enantidmero naloxona (+) no antagoniz6 la antedicha respuesta hipertensiva, y su
efecto no diferia significativamente del que se obtuvo después de la administracion
del vehiculo.

1.4, Efecto de la administracion aguda de morfina en animales hipertensos por
deprivacién social

La administraciéon i.p. de morfina (10 mg/kg) produjo un incremento de la
presién arterial sistlica en las ratas sometidas durante 15 dias al modelo de
deprivacién social y que presentaban, por tanto, previamente, lecturas elevadas de
presion. Tras la administracion del opidceo, la presion arterial sist6lica de este
grupo sufrié un aumento estadisticamente significativo respecto al ligero efecto
presor que se obtuvo cuando los animales agrupados normotensos se sometieron
al mismo tratamiento. El aumento de la presidon arterial fue méaximo a los 30
minutos de la inyeccion (Fig.10).
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Fig.9.- Reversion esterevespecifica por naloxona de la respuesta hipertensiva inducida por deprivacion social.

La presion arterial sistdlica se midio en los animales tras 14 dias de deprivacion social y a los tiempos indicados después de la
administracién i.c.v. de naloxona (-) o (+) (20 nmol/rata) o salino. Valores de presion arterial sistdlica previos al tratamiento:
agrupadas, 136+2; aisladas, 162+2. Los datos representan la media *+ ES. de las diferencias entre los valores basales y las
medidas a distintos tiempos después de la administracién de los enantiomeros. * p<0.05 y ** p<0.01 respecto al grupo tratado
con salino (test de la { de Student).
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Fig.10.- Efecto de la administracion aguda de morfina sobre la presion arterial sistolica de ratas con hipertension inducida por
deprivacion social.

La morfina (10 mg/kg) o el salino se administraron i.p. Valores de presion arterial sistélica previos al tratamiento:
agrupadassalino, 139+4; aisladas+salino, 160+5; agrupadas+morfina, 142+5; aisladas+morfina, 1645, Cada punto corresponde
a la media = E.S. de las diferencias entre los valores basales y las medidas a distintos tiempos después de la administracion.
** p<0.01 respecto a los animales agrupados tratados con mortina (test de la t de Student).
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Fig.11.-Efecto de la administracion aguda de morfina sobre la frecuencia cardiaca de ratas con hipertension inducida por
deprivacion social.

La morfina (10 mg/kg) o el salino se administraron Lp. Valores de frecuencia cardiaca previos al tratamiento: agrupadas +salino,
390=12; aisladas+salino, 410x15; agrupadas+morfina, 415+10; aisladas+morfina, 405+10. Cada punto corresponde a la media
* ES. de las diferencias entre los valores basales y las medidas a distintos tiempos después de la administracion. * p<0.05
respecto a los ammales agrupados tratados con morfina (test de la t de Student),
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La accién presora de Ja morfina se acompand en ambos grupos de una
disminucion de la frecuencia cardiaca, que de nuevo fue maxima a los 30 minutos
de la administracion , y que, al igual que para la presidn arterial, fue de mayor
intensidad en los animales aislados hipertensos (Fig.11).

La administracion de salino ip. no modific6 ambos pardmetros
cardiovasculares de modo significativo en ninguno de los dos grupos experimentales.

1.5. Desarrollo de la respuesta hipertensiva al estrés por deprivacién social en
animales expuestos cronicamente a morfina

En las Figs.14 y 15 se muestra la evolucién de las presiones arteriales sistSlica
y diastblica en animales sometidos al modelo de deprivacién social cuando son
expuestos, de modo simultaneo, a la administracién cronica de morfina. En ellas
se observa como los animales aislados que no recibieron mortina en la solucidén de
bebida desarrollaban la hipertension de modo habitual durante el transcurso de las
dos primeras semanas, alcanzdndose valores significativamente elevados respecto a
su grupo control (agrupados+sacarosa) a partir de los 8 dfas de aislamiento. Por
el contrario, la presidn arterial de los animales aislados dependintes de morfina se
mantuvo practicamente estable mientras Is ratas estaban expuestas al efecto del
fArmaco. Los valores de presion arterial de este grupo fueron similares a los
observados para su grupo control (agrupadas+morfina), y solo ligeramente
superiores a los de los animales agrupados que recibian una solucidén de sacarosa.

La dependencia fisica de los animales a la morfina se puso de manifiesto
mediante la interrupcion del tratamiento a los 15 dias de su inicio y posterior
abservacion de la pérdida de peso (mdximo a las 24 horas) durante el sindrome
de abstinencia. Dicha disminucidn ponderal fue seguida en los dias posteriores por
una mayor ganancia de peso en los animales previamente sometidos al tratamiento
cronico con morfina que en el caso del grupo control (Fig.13). Asimismo, se
detectd un incremento progresivo del volumen de solucidn ingerido por los
animales expuestos a morfina a pesar del aumento de la concentracion del fairmaco
en la misma, hecho que se traducia en una mayor dosis autoadministrada a lo
largo del periodo de exposicion al farmaco (Fig.12).

La interrupcién del acceso a morfina provoc, asimismo, un aumento de la
presién arterial muy acusado durante el sindrome de abstinencia, tanto en los
animales aislados como en los agrupados. Dicho incremento continud haciéndose
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Fig.12.- Volumen de solucidn ingerida y dosis del firmaco autoadministrada en la bebida durante el proceso de induccién de
dependencia a morfina.

Los animales (90%10 g) fueron aislados en el dia 0 y recibieron concentraciones crecientes de morfina en la solucién de bebida
0 de sacarosa (grupo control) durante 15 dias. Transcurrido este periodo, se suspendid la administracién de morfina hasta la
finalizacién del experimento. El £rupo ® representa al conjunto de los animales aislados y agrupados tratados con morfina. Debido
a la imposibilidad de cuantificar el volumen ingerido individualmente por los animales agrupados no se representa el error standard
de la media.
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Fig.13.- Variaciones en ¢l peso corporal de las ratas durante el proceso de induccién de dependencia a morfina.

Para detalles metodoldgicos concretos, ver Fig. 12. * p<0.05 respecto al grupo control tratado con sacarosa en €l agua de bebida.
{test de la t de Student).
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Fig.14.- Efecto del tratamiento crénico con morfina sobre el desarrollo de la elevacion de la presion arterial sist6lica inducida por
deprivacion social.

Los animales (90+10 g) se aislaron en el dia 0 y recibieron concentraciones crecientes de morfina en la solucidn de bebida (0.1-
0.4 mg/ml) durante 15 dias, 0 sacarosa en su caso. Transcurrido este periodo se suspendi6 la administracién de morfina hasta la
finalizacion del experimento. * p<0.05 y ** p<0.01 respecto a los grupos controles respectivos -agru+sac y agru+morf- (test de

la § de Student).
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Fig.15.- Efecto del tratamiento crénico con morfina sobre el desarrollo de la elevacion de la presién arterial diastélica inducida
por deprivacion social.

Para detalles metodolégicos precisos, ver Fig.14, ** p<0.01 respecto a los grupos controles respectivos -agru+sac- y agru+morf-
(test de la ¢ de Student).
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Fig.16.- Efecto de la naloxona sobre la elevacion de presion arterial sistolica en ratas tratadas cronicamente con morfina, y
sometidas a deprivacion social.

Los valores de presion arterial sistolica en el dia 15 se obtuvieron previamente a la induccion del sindrome de abstinencia. La
naloxona (Nx) sc administré a la dosis de 1 mg/kg i.p. Para detalles metodolégicos precisos, ver Fig.12. ** p<0.01 respecto a los
correspondientes animales agrupados (test de la t de Student).
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Fig.17.- Efecto de la naloxona sobre la clevacién de presion arterial diastOlica en ratas tratadas cronicamente con morfina y
sometidas a deprivacion social.

Los valores de presion arterial en el dia 15 se obtuvieron previamente a la induccion del sindrome de abstinencia. Para detalles
metodologicos precisos, ver Fig.16. ** p<0.01 respecto a los correspondientes animales agrupados (test de la t de Student).
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mayor en dias sucesivos en el caso de los animales aislados, mientras que para el
caso de los animales agrupados se observaba un descenso, situindose entonces sus
lecturas proximas a las de los animales agrupados en tratamiento constante con
sacarosa. Como consecuencia, en el dia 22 los animales aislados, superado el
sindrome de abstinencia, y a los 7 dias de reemplazar la morfina por una solucién
de sacarosa eran capaces de desarrollar la respuesta hipertensiva generada por la
deprivacién social (Fig.14 y 15).

Para poner de manifiesto €l componente opioide de la hipertension inducida
por el aislamiento, tanto en el caso del grupo control tratado permenentemente con
una soluciébn de sacarosa, como en el del grupo de animales inicialmente
dependientes de morfina y tras retirada de la misma, se procedid a la
administracidn i.p de naloxona (1 mg/kg). La inyeccién del antagonista produjo, en
ambos grupos, un bloqueo reversible de la hipertension, hecho que se reflejé tanto
en los valores de presion arterial sistdlica (Fig.16) como en los de presion arterial
diastdlica (Fig.17).

1.6. Desarrollo de la respuesta hipertensiva al estrés por deprivacién social en
animales tratados crénicamente con naloxona

Para la realizacibn de este experimento, se emplearon 4 grupos
experimentales, constituidos todos ellos por animales a los que previamente se les
habia implantado una minibomba Alzet, cargada con salino (grupo control) o con
el antagonista opioide naloxona. Durante los 14 dias de tratamiento, la presidn
arterial sistolica (Fig.18) y diastdlica (Fig.19) de los animales agrupados controles
y de los animales agrupados tratados con naloxona permanecieron constantes (132-
136 mm Hg y 105-110 mm Hg, respectivamente). Un tercer grupo de animales
aislados controles, procesado de modo paralelo, presentaba un incremento
considerable de los valores de presidn arterial, alcanzando niveles estadisticamente
significativos respecto a su grupo control de animales agrupados al cabo de dos
semanas de ser sometidos a deprivacion social. Sin embargo, en el grupo de ratas
aisladas implantadas con una minibomba Alzet que liberaba naloxona, la presién
arterial se elevd de manera mucho mas lenta, no llegando en ningin momento a
desarrollar la respuesta hipertensiva. En este mismo grupo, el cese de la actividad
de la bomba tras dos semanas, se tradujo en un incremento lento y progresivo de
la presion arterial sistOlica y diastolica que, sin embargo, no llegd a ser significativo
en el transcurso de la duracion del experimento.
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Fig.18- Influencia del tratamiento cronico con naloxona sobre la elevacién de la presion arterial sistolica en ratas sometidas a
deprivacion social.

Los animales (90=10 g) se aislaron en e} dia 0, tras la medida basa! de la presidn arterial y la implantacién subcutanea de una
minibomba Alzet de infusion continua. La actividad de la bomba era de 14 dias y contenia naloxona (100 mg/m}) o salino.
* p<0.05 y ** p<0.01 respecto a los correspondientes animales agrupados (test de la t de Student).
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Fig.19.- Influencia del tratamiento crénico con naloxona sobre la elevacion de presion arterial diastdlica en ratas sometidas a
deprivacion social.

Para detalles metodoldgicos precisos, ver Fig.18. * p<0.05 respecto a los correspondientes animales agrupados (test de la t de
Student).
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Fig.20.- Variacion del umbral doloroso en ratas tratadas cronicamente con naloxona y
sometidas a deprivacion social.

La medida del umbral doloroso se realizd aplicando el test de analgesimetria de la placa
caliente, anotando el tiempo que el animal tardaba en reaccionar a la aplicacién del
estimulo doloroso. El ensayo se efectué en el dia 14 del aislamiento. Para detalles
metodolodgicos ver Fig. 18. * p<0.05 respecto a las ratas aisladas controles, y o p<0.05
respecto a las ratas agrupadas controles (test de la t de Student).
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El altimo dia de funcionamiento de las bombas, cuando ain se desarrollaba
normalmente la infusidn continua del farmaco, se llevd a cabo el test de
analgesimetria de la placa caliente en los 4 grupos experimentales, con objeto de
determinar si la naloxona se liberaba adecuadamente desde el interior de las
minibombas. Los resultados se recogen en la Fig.20. Los animales aislados tratados
con naloxona presentaban un tiempo de latencia de respuesta a la aplicacién del
estimulo doloroso inferior al de los animales control iguaimente aislados. La
naloxona no produjo, sin embargo, efecto aiguno sobre el umbral doloroso de los
animales agrupados. Por otro lado, se pudo observar un aumento estadisticamente
significativo del umbral de percepcion nociceptivo de los animales aislados controles
con respecto a las ratas agrupadas controles.

2. DETERMINACION DEL SUBTIPO DE RECEPTOR OPIOIDE IMPLICADO
EN EL DESARROLILO DE LA RESPUESTA HIPERTENSIVA AL ESTRES
POR DEPRIVACION SOCIAL

2.1. Efectos de los antagonistas selectivos del receptor delta, ICI 174,864 ¢ ICI
154,129.

Los antagonistas especificos del receptor delta, ICI 174,864 (15 nmol/rata) e
ICT 154,129 (45 mg/kg) no modificaron los valores significativamente elevados de
presion arterial en los animales aislados, cuando se administraron i.cv. e iLv.
respectivamente, y su efecto no diferia del que se obtenia tras Ja administracion de
salino (Fig.21).

En el caso del tratamiento con ICI 174,864 se selecciond la dosis de 15
nmol/rata ic.v. por carecer de efectos neurotoxicos. Una dosis superior del
antagonista (20 nmol/rata) se mostrd igualmente inefectiva para revertir la repuesta
hipertensiva y produjo, durante los 10 minutos posteriores a la inyeccibn,
alteraciones neurojogicas severas, en todos los animales (5 de 5), que consistian en
ataxia, parélisis de las extremidades y rotacion a lo largo del eje longitudinal del
tronco (movimiento en barril), efectos que habian sido descritos previamente por
Long y cols. (1988) y que parecen ser consecuencia de acciones de tipo no opioide
de estos péptidos.

Para los experimentos con ICI 154,129 se selecciéno la dosis de 15 mg/kg por
via 1Lv., de acuerdo con los trabajos previos de Holaday (1983).
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Fig.21.- Inefectividad de los antagonistas selectivos del receptor delta opioide ICI 174,864
e ICI 154,129 sobre la respuesta hipertensiva inducida por deprivacion social.

Las medidas de presion arterial sistolica se efectuaron a distintos tiempos despues de la
administracién i.c.v de ICI 174,864 (15 nmol/rata) -panel superior-, ICI 154.129 (45 mg/kg
iv.) -panel inferior- o salino en el grupo de animales aislados hipertensos. Valores de
presion arterial sistdlica previos al tratamiento: ICI 174,864, 159x2; ICI 154,129, 160+4;
salino i.p 1584, salino iv., 161+4. Cada punto representa ia media * ES. de las
diferencias entre los valores basales y las medidas tras la administracion.
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2.2. Efecto del antagonista selectivo del receptor mu, beta-funaltrexamina.

Con el fin de evaluar el efecto del antagonista selectivo del receptor mu, beta-
funaltrexamina, sobre la respuesta hipertensiva inducida por deprivacion social, los
animales se trataron i.c.v. con una dosis de 20 nmol/rata del antagonista, o bien con
un volumen similar de salino. La presidén arterial y la frecuencia cardiaca se
midieron hasta 48 horas después de la administracion del farmaco. La dosis y los
distintos tiempos para las medidas se seleccionaron tomando en consideracion el
hecho de que la beta-funaltrexamina posee propiedades agonistas del receptor
kappa de modo agudo y durante las primeras horas siguientes a su administracion,
mientras que su comportamiento como antagonista irreversible del receptor mu, a
la dosis ensayada (como demuestra su capacidad para bloquear la analgesia
inducida por morfina), persiste al menos 24 horas (Takemori y cols. 1981).

Los datos obtenidos aparecen reflejados en la Fig.22. La respuesta
hipertensiva de los animales aislados fue completamente antagonizada por la
administracion i.c.v. de la beta-funaltrexamina entre las 18 y las 24 horas de su
administracidn, careciendo de efecto el tratamiento con salino. La inyeccion del
antagonista no tuvo efecto sobre la frecuencia cardiaca en ninguno de los intervalos
de tiempo a los que se efectud la medida.

3. ESTUDIO DE LOS EFECTOS CARDIOVASCULARES DE AGONISTAS
SELECTIVOS DE LOS RECEPTORES DELTA Y MU OPIOIDES EN RATAS
NORMOTENSAS

3.1. Efectos de la administracién intracerebroventricular del agonista selectivo del
receptor delita DADLE.

3.1.1. Efectos en animal consciente

El efecto sobre la presion arterial provocado por la administracién i.c.v. del
agonista selectivo del receptor delta, DADLE en ratas normotensas y en situacién
libre, se muestra en la Fig.23 (panel superior). En ella se observa claramemnte que
la potencia de la accion hipertensora del péptido es dosis-dependiente en el rango
ensayado (0.36-36 nmol/rata).
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Fig.22.- Reversion de la respuesta hipertensiva inducida por deprivacion social mediante la administracion del antagonista selectivo
del receptor mu opiocide , beta-funaltrexamina.

Las medidas de presion arterial sistdlica se efectuaron después de la administracion i.c.v. de beta-funaltrexamina (20 nmol/rata)
o salino en el grupo de animales aislados hipertensos. Valores de presion arterial sistélica previos al tratamiento: beta-FNA,
154%2; salino, 155+3. Cada punto representa la media + E.S. de las diferencia entre los valores basales y las medidas tras ia
admipistracion. * p<0.05 y ** p<0.01 respecto al grupo tratado con salino (test de la t de Student).
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Por otro lado, se analizaron los efectos comportamentales provocados por
las distintas dosis de DADLE, con objeto de poder disociar las variaciones de
presion arterial de las acciones inducidas por el péptido sobre la conducta. Adn
cuando dosis superiores a 36 nmol/rata ocasionaban incrementos mayores de la
presiOn arterial, €stas no se emplearon para la realizacion de los experimentos,
dado que su administracién tenia efectos catatOnicos y producia rigidez muscular
generalizada en todos los animales empleados para los ensayos. La catatonia era
de aparicion rdpida (5 min) y se mantenia durante un periodo prolongade de
tiempo (20-25 min). La dosis maxima empleada (36 nmol/rata) aun siendo mas baja
que las dosis del agonista que presentaban efecto catatonico, produjo una suave
sedacion en los animales. La dosis inmediatamente inferior 18 nmol/rata se asocid
frecuentemente (4 de 6 animales) con un ligero incremento de la actividad motora,
que se acompailaba de un aumento del nimero de episodios de aseo y de la
actividad exploratoria. Todos estos datos se tuvieron en consideracion con objeto
de eliminar aquellas respuestas cardiovasculares que estuvieran asociadas a un
aumento excesivo de la actividad motora del animal. El resto de las dosis ensayadas
no afectaron, aparentemente, a la conducta del animal.

En la Fig.24 se muestra el desarrollo en el tiempo de la respuesta presora del
DADLE para la dosis de 36 nmol/rata. El aumento de presion arterial fue
significativo entre los 5 y los 15 minutos de la administracién, detectindose la
maxima respuesta a los 10 minutos. Paralelamente al efecto presor, se producia una
ligera bradicardia también dosis-dependiente (Tabla III), que, solamente para las
dosis mas altas (18 y 36 nmol/rata), fue significativa respecto a los valores de
frecuencia cardiaca obtenidos para el grupo tratado con salino. La bradicardia
comenzd a los 5 minutos de la administracién del péptido y fue méxima a los 10
minutos. (Fig.25)

3.1.2. Efectos en animal anestesiado

En ratas anestesiadas con etiluretano, la administraciéon i.c.v. de DADLE
origing, de nuevo, un incremento dosis-dependiente de la presion arterial (Fig.23,
panel inferior). El curso temporal de la respuesta presora fue analogo al observado
cuando el péptido se administraba en el animal consciente, manifestando su efecto
maximo a los 10 minutos de la inyeccidon. En la Fig. 24 puede comprobarse este
hecho, y se puede observar que la administracién de una dosis de 36 nmol/rata
produjo una elevacibn de la presion arterial que, para dosis similares, fue
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significativamente superior en el animal anestesiado respecto al aumento de presion
gue se obtenia en el animal consciente.

Contrariamente a la bradicardia que producia el péptido en el animal
consciente, el aumento de la presion arterial, en este caso, transcurria acompafiado
de una intensa taquicardia de caracter sostenido, que persistia incluso cuando el
efecto presor del DADLE ya no era evidente y, del mismo modo, era dosis-
dependiente (Tabla III).

3.1.3. Antagonismo por naloxona de fos efectos cardiovasculares inducidos por la
adminstracién intracerebroventricular de DADLE

El estudio del antagonismo DADILE-naloxona se efectud partiendo de una
dosis i.c.v. del antagonista de 125 nmol/rata. Una dosis cuatro veces superior habia
sido utilizada previamente (Yukimura y cols. 1981b) para antagonizar los efectos
cardiovasculares del también anilogo sintético de met-encefalina DAME (D-Ala*
metionina encefalina). La administracién de 125 nmol/rata de naloxona en nuestro
ensayo se manifest), sin embargo, neurotdxica, puesto que provocaba en la rata
una potente excitacidbn psicomotora, caracterizada por sacudidas constantes,
aumento de ia agresividad y movimientos circulares estereotipados, por io que esta
dosis fue rechazada para el estudio.

En ensayos posteriores se empled una dosis de 20 nmol/rata que carecia "per
se" de efectos cardiovasculares y comportamentales y que se mostré como la
minima dosis capaz de impedir el aumento de la presién arterial (Fig.26) y la ligera
bradicardia (Fig.27) ocasionada por la administracién i.c.v. de 36 nmol/rata de
DADLE. El antagonista se inyectd en el animal consciente por la misma via y 5
minutos antes del péptido.

Siguiendo el mismo esquema de administracion, se puso de manifiesto que el
pretratamiento con naloxona antagonizaba el aumento de presion y la taquicardia
que producia la administracién de 36 nmol/rata de DADLE en el animal
anestesiado. En este caso, sin embargo, fue necesario aumentar la dosis de
naloxona hasta 40 nmol/rata para obtener un bloqueo completo de ambos efectos.
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Fig. 23.- Relaci6n dosis-efecto para los agonistas de los receptores delta y mu opioides,
DADLE Y DAGQO, sobre la presidn arterial y la frecuencia cardiaca en rata consciente
(canulada en la aorta abdominal) y en situacion libre o en rata anestesiada (canulada en
la carotida).

Los datos representan la media = ES. de las diferencias entre los valores basales y las
medidas (método directo) a los 10 minutos de la administracion i.c.v. de ambos péptidos
o de salino. Panel superior (conscientes), panel inferior (anestesiadas). * p<0.05, ** p<0.01
y *** p<0.001 respecto al grupo tratado con salino (test de la t de Student).
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Fig.24.- Efecto de la anestesia sobre la accion presora del agonista delta opioide DADLE.,

Los datos representan la media = E.S. de las diferencias entre los valores basales y las medidas de presién arterial (método
directo) después de la administracidn icv. de DADLE (36 nmol/rata) en el animal consciente o anestesiado con etiluretano.
Valores de presidn arterial previos al tratamiento: conscientes, 104x6; anestesiadas, 89+5, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
respecto a los valores basales y ++ p<0.01 respecto al efecto en rata consciente (test de la t de Student).
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Fig.25.- Efecto de la anestesia sobre la disminucién de la frecuencia cardfaca inducida por el agonista delta opioide DADLE.

Para detalles metodoldgicos precisos, ver Fig. 24. Valores de frecuencia cardiaca previos al tratamiento: conscientes, 39010,
anestesiadas, 410%9. * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 respecto a los valores basales, y + p<0.05y +++ p<0.001 respecto
al efecto en el animal consciente (test de la t de Student).



TABLA III.- Efecto sobre la frecuencia cardiaca de los agonistas de los receptores

mu y delta opioides, DAGO y DADLE.

Frecuencia cardia latidos/min
(nmol/rata) 0.36 3.60 18.00 36.00

ANEST. 12+5 015" T78x14™ BO+8™
DADLE

CONSC. -6+3 -8+5 30+6™ 408"

ANEST., -10x4 20+6" -84+12" -95+15
DAG

CONSC. -8+3 -15+4 587 658

ANEST. 4+3
SALINO

CONSC. -4*3

Los datos representan la media *+ E.S, de las diferencias entre los valores basales

y la medida de la frecuencia cardiaca a los 10 minutos de la administracion i.c.v.
de DADLE (36 nmol/rata), DAGO (18 nmol/rata) o salino. * p<0.05, ** p<0.01
y *** p<0.001 respecto al grupo tratado con salino (test de la t de Student).
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Fig.26.- Relacién tiempo-respuesta para el efecto presor del agonista delta DADLE, y su antagonismo por naloxona, en rata
canulada en la aorta abdominal, consciente y en situacion libre.

La naloxona (20 nmol/rata, i.c.v) se administré 5 minutos antes de la inyeccion i.c.v de DADLE (36 nmol/rata). Valores de presion
arterial previos al tratamiento: salino, 98+4; DADLE, 104+6; DADLE +naloxona, 99+5. Los datos representan la media + E.S,
de las diferencias entre los valores basales y las medidas (método directo) después la administracién. * p<0.05 y *** p<0.001
respecto al grupo tratado con salino (test de la t de Student).
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Fig.27.- Relacion tiempo-respuesta para el efecto sobre la frecuencia cardiaca del agonista delta opioide DADLE, y su antagonismo
por naloxona, en rata canulada en la aorta abdominal, consciente y en estado libre.

Para detalles metodolégicos precisos, ver Fig.26. Valores de frecuencia cardiaca previos al tratamiento: salino, 403x12; DADLE,
390+10; DADLE+naloxona, 407+10. * p<0.05 y ** p<0.01 respecto al grupo tratado con salino (test de la t de Student).
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3.2, Efectos de la administracién intracerebroventricular del agonista selectivo del
receptor mu, DAGO.

3.2.1. Efectos en animal consciente

En rata consciente, la administracion i.c.v. del agonista selectivo del receptor
delta DAGO produjo un incremento dosis-dependiente de la presion arterial
(Fig.23, panel superior), asi como una intensa disminucién del ritmo cardiaco
{Tabla III). La méxima respuesta presora se obtuvo cuando se inyectaron 18
nmol/rata, Como se puede observar, el empleo de una dosis superior (36 nmol/rata)
no avmento Ja accidn presora del péptido. Para dosis equimoleculares, el efecto del
DAGO sobre ambos parametros cardiovasculares fue aproximadamente 2 veces
superior al que se obtuvo tras la inyeccidén del agonista delta DADLE (Fig.23).

En las Figs. 28 y 29 se muestra la evolucién en el tiempo de la presion
arterial y la frecuencia cardiaca para la dosis de 18 nmol/rata. El aumento,
estadisticamente significativo, de la presion arterial se manifestd entre los 5 y los
20 minutos de la administracion, alcanzandose la respuesta maxima a los 10
minutos. La disminucion de la frecuencia cardiaca presentaba un patrén temporal
de respuesta similar, si bien la bradicardia, que se iniciaba rapidamente (1 minuto),
persistia a los 30 minutos, cuando la accibn presora del DAGO ya habia
desaparecido.

Los efectos comportamentaies inducidos por el DAGO fueron muy discretos,
y solamente las dos dosis superiores ensayadas produjeron una feve sedacion en los
animales.

3.2.2. Efectos en animal anestesiado

De modo anidlogo a las respuestas obtenidas en el caso del DADLE, la
anestesia con etiluretano potencio el efecto presor del agonista mu, DAGO (Fig.23,
panel inferior). El aumento de la presion arterial ocasionado por la dosis de 18
nmol/rata entre los 10 y los 15 minutos, en el animal anestesiado, fue
significativamente superior respecto al incremento que se obtenia cuando la misma
dosis se inyectd en el ventriculo lateral cerebral del animal consciente (Fig.28). La
disminucién de la frecuencia cardiaca, por su parte, fue también manifiesta
inmediatamente después de la inyeccion (1 minuto) y se mantuvo hasta la
finalizacidén del experimento en valores inferiores a los que se habian observado
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Fig.28.- Efecto de la anestesia sobre la accidon presora del agonista mu opioide DAGO.

Los datos representan fa media * E.S. de las diferencias entre los vaiores basales y las medidas de presién arterial (método
directo) después de la administracion i.c.v. de DAGO (18 nmol/rata) en el animal consciente o anestesiado con etiluretano. Valores
de presion arterial previos al tratamiento: conscientes, 99+6; anestesiadas, 82+4. * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 respecto
a los valores basales y + p<0.05y ++ p<0.01 respecto al efecto en animal consciente (test de la § de Student).
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Fig.29.- Efccto de la anestesia sobre la disminucion de la frecuencia cardiaca inducida por el agonista mu opioide DAGO.

Para detalles metodolégicos precisos, ver Fig. 28. Valores de frecuencia cardiaca previos al tratamiento: conscientes, 372+10;
anestesiadas, 400+12. * p<0.05 y *** p<0.001 respecto a los valores basales y + p<0.05 respecto al efecto en animal consciente
(test de la t de Student).
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Fig.30.- Relacién tiempo-respuesta para el efecto presor del agonista mu;opioide DAGO y su antagonismo por naloxona, en rata
canulada en la aorta abdominal, consciente y en estado libre.

La naloxona (20 nmol/rata, i.c.v) se administrd 5 minutos antes de la inydccién ic.v de DAGO (18 nmol/rata). Valores de presion
arterial previos al tratamiento: salino, 96+5; DAGO, 99+6; DADLE+nhloxona, 103+4. Los datos representan la media = E.S.
de las diferencias entre los valores basales y las medidas (método directo) después la administracion.
* p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 respecto al grupo tratado con salino (test de la t de Student).
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Fig.31.- Relacion tiempo-respuesta para el efecto sobre la frecuencia cardiaca del agonista mu opicide DAGO, Y su antagonismo
por naloxona, en rata canulada en {a aorta abdominal, consciente y en estado libre,

Para detalles metodologicos precisos, ver Fig30. Valores de F.C. previos al tratamiento: salino, 385+9; DAGO, 372+10;
DAGO+naloxona, 390+8. * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 respecto al grupo tratado con salino (test de la t de Student).
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para el animal consciente (Fig.29). La respuesta maxima, tanto para la presion
arterial, como para la frecuencia cardiaca, se detect6 a los 10 minutos de la
administracioén. El efecto dosis-dependiente del agonista mu sobre la frecuencia
cardiaca se muestra en la Tabla IIL

3.2.3. Antagonismo por naloxona de los efectos cardiovasculares inducidos por
administracién intracerebroventricular de DAGO

El pretratamiento con naloxona (20 nmol/rata, i.c.v.), 5 minutos antes de la
inyeccion de DAGO (18 nmol/rata), bloqued completamente el efecto hipertensor
y la bradicardia inducidos por el agonista opidceo en el animal consciente (Figs. 30
y 31). En el animal anestesiado, como en el caso del DADLE, fue necesario
aumentar la dosis del antagonista hasta 40 nmol/rata para obtener una reversion
completa de ambos efectos.

3.3. Efecto de la anestesia con etiluretano sobre la fijacion de *H-etorfina a
receptores opioides en bulbo raquideo e hipotilamo.

A la vista de la potenciacién de los efectos cardiovasculares que se producian
cuando los agonistas DADLE y DAGO se administraban ic.v. en €l animal
anestesiado con etiluretano, y para examinar la hipotesis de una eventual variacion
en los receptores inducida por el anestésico, se procedié a realizar un ensayo de
fijacion de *H-etorfina al receptor opioide en bulbo raquideo e hipotadlamo. Ambas
estructuras se seleccionaron por constituir los dos centros mis relevantes en el
control cardiovascular.

Para la realizaciOn de esta experiencia se utilizaron dos grupos de ratas, el
primero de los cuales se anestesid con etiluretano (1.2 mg/kg i.p.), sacrificando a
los animales por decapitacion a los 30 minutos de la administracion del anestésico.
El segundo grupo estaba formado por animales que recibieron una inyeccién i.p.
de salino.

Los resultados obtenidos para bulbo raquideo e hipotdlamo, se muestran en
las Fig.32 y 33 respectivamente, en las cuales se representa la fijacidn especifica
(BE) frente al cociente fijaciOn especifica/fijacion total (BE/DL) para diferentes
concentraciones de etorfina (0.25, 0.5. 1, 2 y 4 nM) (representacion de Scatchard).
En ambos casos se observa cOmo la anestesia con etiluretano no modificd
significativamente el nimero de lugares de unidn de la etorfina marcada ni en
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Fig.32.- Efecto de la anestesia con etiluretano sobre la fijacion de *H-etorfina en homogenenizados de tejido procedentes de bulbo
raquideo de rata.

El etiluretano (1.2 mg/kg, i.p.) se administro 30 minutos antes de proceder al sacrificio de los animales. El grupo de animales
conscientes recibid una inyeccion i.p. de salino.
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Fig.33.- Efecto de la anestesia con etiluretano sobre la lijacion de *H-etorfina en homogeneizados de tejido procedentes de
hipotilamo de rata.

Para detalles metodoldgicos precisos, ver Fig.32.
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bulbo raquideo ni en hipotalamo. Esta ausencia de efecto se traduce en unos
valores de Bmax similares para ambos grupos de animales. La afinidad del ligando
por el receptor, representada por el valor de la KD, tampoco fue alterada por
accién del anestésico en ninguna de las dos estructuras cerebrales examinadas.

3.4. Efecto de la administracién intravenosa de DADLE y DAGO en rata
anestesiada

La dosis de 18 nmol/rata de DADLE y DAGO ensayada previamente por
via i.c.v. se administrd también periféricamente por via iv. para comprobar la
accion diferencial de las distintas vias de administracion. En la Fig.34 se muestra
el efecto de ambos péptidos sobre la presidon arterial (panel superior) y la
frecuencia cardiaca (panel inferior) a la dosis mencionada cuando se administr6 en
el animal anestesiado.

Ambos agonistas produjeron una disminucion significativa de la presion arterial,
disminucién que transcurria de modo simultineo con una ligera bradicardia. El
efecto depresor fue inmediato y de caracter muy fugaz, comenzando a manifestrase
a los 30 segundos de la administracion y desapareciendo rapidamente (5 minutos).
Este caracter labil de la respuesta también se observd para el caso del efecto de
ambos péptidos sobre la frecuencia cardiaca. La accion bradicardizante de los
mismos tenia una cinética similar, con un pico de respuesta miximo a los 90
segundos de la administracion y desaparicion del efecto a los 4 minutos.

En esta ocasion el agonista mu DAGO se mostrdé sOlo ligeramente més
efectivo que el agonista del receptor delta DADLE para alterar ambos parametros.

En todos los casos, los efectos fueron bloqueados por la administracién previa
de naloxona por via intravenosa (0.1 mg/kg).



©

T 0 -

E

£

<

o =101

L

=

=z

o

“»  -20 o SALINO

& ® DADLE

P B DAGO

-30 - o
I i 1 | 1 T T 1 I |
O 1 2 3 4 5 10
5 TIEMPO (min)

A FRECUENCIA CARDIACA (latidos/min)

O SALINO
¢ DADLE
B DAGO
—25 - *
0O 1 2 3 4 5 10

TIEMPO [min)

Fig34.- Relaci6én tiempo-respuesta para el efecto producido por la administracidn
intravenosa de los agonistas de los receptores delta y mu opioides, DADLE y DAGO,
sobre la presién arterial y la frecuencia cardiaca en rata anestesiada.

Los datos representan la media + E.S. de las diferencias entre los valores basales y las
medidas de presion arterial (panel superior) y frecuencia cardiaca (panel inferior), tomadas
en la arteria car6tida, después de la administracién en la vena yugular de DADLE vy
DAGO (18 nmol/rata) o salino e¢n animal anestesiado con etiluretano. Valores de presion
arterial y frecuencia cardiaca previos al tratamiento: salino, 101+5/380+8; DADLE,
94+6/375+10; DAGO, 98+5/382+10. * p<0.05 y ** p<0.01 respecto al grupo tratado con
salino (test de la t de Student).
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4. INTERACCION ENTRE LOS SISTEMAS OPIOIDE Y
CATECOLAMINERGICO A NIVEL CENTRAL

La determinacidn de los niveles de aminas y de sus metabolitos para la
estimacion de las correspondientes velocidades de renovacidn, asi como los ensayos
efectuados para evaluar la actividad de la TH, se llevaron a cabo después de 15
dias de aislamiento, una vez que los animales aislados habian desarrollado la
respuesta hipertensiva y se habia comprobado la participacién del sistema opioide
en su desarrollo, mediante 1a reversion de la hipertensidn con naloxona.

4.1. Efecto del estrés por deprivacién social sobre la actividad de los sistemas
catecolaminérgicos a nivel central

4.1.1. Efecto del estrés por deprivacién social sobre las velocidades de renovacién
de noradrenalina y dopamina y sobre los niveles de adrenalina

Los cocientes MHPG/NA y DOPAC/DA expresan las velocidades de
renovacion de NA y DA respectivamente. Debido al hecho de que s6lo una
pequeda fraccion del MHPG, imposible de determinar, deriva de la actividad de
neuronas adrenérgicas, y procediendo lJa mayor parte del metabolismo de NA
(hecho que estd de acuerdo con la mayor concentracién cerebral de este
neurotransmisor; Kopin 1985), la evaluacion de la actividad del sistema adrenérgico
se efectud tomando como referencia Onica y exclusiva el nivel de la amina en lugar
de la velocidad de renovacién. Se ha asumido, por tanto, que la totalidad del
MHPG detectado procede del metabolismo de NA.

b id

En la Tabla IV se reflejan de modo conjunto los niveles de NA, AD y DA,
asi como los de sus metabolitos MHPG y DOPAC en bulbo raquideo de animales
hipertensos aislados y sus correspondientes controles agrupados. En esta regién
cerebral, el aislamienio no alter6 los njveles de NA, DA ni los de sus
correspondientes metabolitos MHPG y DOPAC, por lo que las velocidades de
renovacion de ambos neurotransmisores son similares a las que se hallaron para
los animales agrupados (Fig.36). Sin embargo, como se observa en la Fig.35, los
niveles de AD se encontraban significativamente aumentados en los animales
deprivados socialmente (y por lo tanto hipertensos) respecto al grupo control de
animales normotensos agrupados.



BULBO RAQUIDEO

NA MHPG MHPG/NA DA DOPAC  DOPAC/DA AD

AGRUPADAS 272 212 x 22 0.231

I+

0.027 4 1 30«2 0.677 £ 0.060 67 = 4

AISLADAS 913 = 22 214 + 20 (.235 = 0.023 42 £2 31 %3 0.681 = 0.042 81 = 3~

TABIA 1V.- Efecto de la deprivacién social sobre las velocidades de renovacién de noradrenalina, dopamina, y sobre los
niveles de adrenalina en bulbo raquideo.

El sacrificio de los animales, para [a determinacion posterior de las aminas y sus metabolitos por HPLC, se efectud a los 15
dias de aislamiento una vez que los animales habian desarrollado la respuesta hipertensiva. Los cocientes MHPG/NA y
DOPAC/DA representan las velocidades de renovacién de NA y DA respectivamente. Los datos se expresan en pg/mg de
tejyido. ** p<0.01 respecto a los animales agrupados (lest de la t de Student).
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Fig.35.- Efecto del estrés por deprivacion social sobre los niveles de adrenalina y dopamina en bulbo raquideo.

El sacrificio de los animales, para la determinacién posterior de las aminas y sus metabolitos por HPLC, se efectud a los 14
dias de aislamiento una vez que los animales habfan desarrollado la respuesta hipertensiva. ** p<0.01 respecto a los animales
agrupados (test de ia t de Student).
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Las velocidades de renovacion de DA y NA se expresan respectivamente como los cocientes DOPAC/DA y MHPG/NA. Para

detalles metodologicos, ver Fig.35.
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e ipotala

Los resultados obtenidos en hipotalmo para los mismos grupos experimentales
se muestran conjuntamente en la Tabla V.

El aislamiento no produjo alteraciones significativas en la velocidad de
renovacion de DA (Fig.39), como puede deducirse de la similitud de los contenidos
de DA y de su metabolito DOPAC observada entre los animales aislados y
agrupados. Sin embargo, se observ6 una disminucidn considerable de los niveles de
MHPG en los animales hipertensos como consecuencia del aislamiento, hecho que
no tenia correlato en el grupo control de animales agrupados (Fig.38), y que
tampoco se acompainaba de modificaciones en los niveles de NA, produciéndose
consecuentemente una disminucién de la velocidad de renovacion noradrenérgica
(Fig.39). Por tultimo, el andlisis de AD en esta estructura cerebral reveld un
incremento estadisticamente significativo en los niveles del neurotransmisor, en €l
caso de los animales aislados, cuando se compararon con el grupo control de
animales agrupados (Fig.37).

4.1.2. Efecto del estrés por deprivacién social sobre la sintesis de catecolaminas:
ensayo de actividad del enzima tirosina hidroxilasa

Con objeto de complementar los datos previos y con €l fin de examinar la
posible alteracion de la actividad de los sistemas catecolaminérgicos centrales por
efecto del aislamiento, se procedi6 a determinar la actividad del enzima TH.

En la Tabla VI se muestra la actividad de¢ la TH en bulbo raquideo e
hipotdlamo de ratas con hipertension inducida por deprivacion social. En ambas
estructuras, el grado de actividad del enzima en los animales aislados era inferior
al que se observaba en los animales agrupados, si bien esta diferencia no alcanzé
significacion estadistica.

4.2. Efecto de la administracién intracerebroventricular de DADLE y DAGO sobre
la actividad de los sistemas catecolaminérgicos a nivel central

Para evaluar el efecto producido por los agonistas selectivos de los receptores
delta y mu opiodes, DADLE y DAGO respectivamente sobre la actividad de los
sistemas noradrenérgico, dopaminérgico y adrenérgico, en bulbo raquideo e
hipotdlamo, se seleccionaron las dosis de 36 nmol/rata para el DADLE vy



HIPOTALAMO

NA MHPG MHPG/NA DA DOPAC DOPACDA AD

AGRUPADAS 1744 + 54 379 =25 0217 + 0.012 279 + 18 95 =5 0451 = 0.061 28 % S

H+
I+

AISLADAS 1846 + 36 289 = 167 0.157 = 0.009° 251 = 13 104 =5 0427 = 0017 45 = &4

TABLA V.- Efecto de la deprivacion social sobre las velocidades de renovacion de noradrenalina, dopamina, y sobre los niveles
de adrenalina en hipotalamo.

Para detalles metodologicos, ver Tabla IV. Los cacientes MHPG/NA y DOPAC/DA representan las velocidades de renovacion
de NA y DA respectivamente. Los datos se expresan e pg/mg de tejido, y representan la media = E.S. * p<0.05y ** p<0.01
respecto a los animales agrupados (test de la t de Student).
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Fig.37.- Efecto del estrés por deprivacion social sobre los niveles de adrenalina y dopamina en hipotalamg

Para detalles metodolégicos concretos, ver Fig.35.
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Fig.38.- Efecto del estrés por deprivacion social sobre los niveles de DOPAC y MHPG en hipotilamo.

Para detalles metodologicos, ver Fig.35. ** p<0.01 respecto a los animales agrupados (test de la t de Student).
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Fig.39.- Efecto del estrés por deprivacion social sobre la velocidad de renovacion de dopamina y noradrenalina en hipotalamo.

Las velocidades de renovacion de DA y NA se expresan respectivamente como los cocientes DOPAC/DA  y MHPG/NA. Para
detalles metodologicos, ver Fig.35. ** p<0.01 respecto a los animales agrupados (test de la t de Student).



TABLA VIL.- Actividad enzimatica de la tirosina hidroxilasa en bulbo raquideo e
hipotdlamo de ratas hipertensas por deprivacion social.

HIPOTALAMO BULBO RAQUIDEO

AGRUPADAS 7.14x0.92 1.40+0.18

AISLADAS 5.50x0.72 0.76x0.20

Los datos corresponden a animales sacrificados en el dia 14 del aislamiento, y se
expresan en ng de L-DOPA formada/mg de tejido/h de incubacién. Valores de

presidn arterial sistolica de las ratas empleadas para el ensayo: agrupadas, 135x4;
aisladas, 168+4.
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18 nmol/rata para el DAGO (ic.v.). Estas dosis administradas en el animal
consciente, producian elevaciones de la presion arterial, del mismo grado (10-20
mm Hg) que aquéllas ocasionadas por efecto de la deprivacion social, segin se
mostraba en las figuras 24 y 28.

4.2.1. Efecto sobre las velocidades de renovacién de noradrenalina y dopamina y
sobre los niveles de adrenalina

ct aquid

En la Tabla VII se reflejan de modo conjunto los niveles de NA, DA y AD,
asi como los de sus metabolitos MHPG y DOPAC en bulbo raquideo a los 10
minutos de la administracién de DADLE y DAGO. El momento en el cual se llevo
a cabo el sacrificio de los animales tras la administracion de los péptidos se
selecciond considerando que es el tiempo al que tiene lugar el efecto maximo de
ambos compuestos sobre la presion arterial (Fig 24 y 28).

En bulbo raquideo, solamente el DADLE disminuy6 significativamente la
velocidad de renovacion de NA (Fig. 43). Esta alteracion es consecuencia del
descenso que se hallé para los niveles de MHPG, apareciendo, en cambio,
inalterados los niveles de NA (Fig.40).

Respecto a la actividad del sistema dopaminérgico, ninguno de ambos péptidos
modificd la velocidad de renovacidon de DA (Fig.43), si bien, tras la administracion
del agonista delta DADLE, se apreciaba un incremento significativo del DOPAC
respecto al grupo de animales tratados con salino (Fig.41). No obstante, dicho
incremento s¢ compensaba en el calculo de la velocidad de renovacion con el leve
aumento presentado por los niveles de DA por efecto del péptido (Fig.41)

El dnico sistema aiterado por accidon del agonista mu DAGO fue el
adrenérgico, ya que su administracion indujo un aumento de los niveles del
neurotransmisor proximo al 50%. El efecto fue selectivo para este péptido, ya que
en este caso la inyeccion del agonista delta, DADLE, no producia modificacién
alguna sobre los niveles de AD (Fig.42).



BUILBO_RAQUIDEO

NA MHPG MHPG/NA DA DOPAC DOPAC/DA AD
CONTROL 826 + 42 166 = 13 0.201 =+ 0.014 49 +2 25x4 0503 = 0.061 5S4+ 4
SALINO Q89 + 18 169 = 7 0.191 = 0.010 A6 +2 2912 0587 + 0044 58 x 4
DADLE 915 + 47 136 = 100 0138 =+ 0.013 57+6 352 0624 = 0043 4 %7
DAGO 891 = 29 157 = 9 0.179 = 0.013 45 + 2 25 + 2 0.546 = 0.037 g0 = 6"

TABLA VIL- Efecto de los agonistas de los receptores delta y mu opioides, DADLE y DAGO, sobre las velacidades de
renovacion de noradrenalina, dopamina, y sobre 10s niveles de adrenalina en bulbo raquideo.

Bl sacrificio de los animales para la determinacion posterior de la aminas y de sus metabolitos por HPLC, se efectud a 1os
10 minutos de la administracion i.c.v., de DADLE (36 nmol/rata), DAGO (18 nmol/rata), o salino, en e} animal consciente
animales CONTROL habian sido implantados con una canufa permanante en el ventriculo cerebral,
/NA y DOPAC/DA representan las velocidades de renovacion de
* p<0.05 y **p<0.01 respecto al grupo tratado con

y en situacién bbre. Los
pero no recibieron ningun tratamiento. Los cocientes MHPG

NA y DA respectivamente. Los datos se expresan en pg/mg de tejido,
saling (test de la t de Student).
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Fig.40.- Efecto de los agonistas de los receptores delta y mu opioides, DADLE y DAGO,
sobre los niveles de noradrenalina y MHPG en bulbo_raquideg. '

El sacrificio de los animales para la determinacién posterior de la amina y de su
metabolito por HPLC, se efectud a los 10 minutos de la administracion i.c.v., de DADLE
(36 nmol/rata), DAGO (18 nmol/rata), o salino, en el animal consciente y en situacidn
libre. Los animales SHAM habian sido implantados con una cénula permanante en el
ventriculo cerebral, pero no recibieron ningiin tratamiento. * p<0.05 respecto al grupo
tratado con salino (test de la t de Student).
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Fig.41.- Efecto de los agonistas de los receptores delta y mu opioides, DADLE y DAGO,
sobre los niveles de dopamina y DOPAC en bulbo raquideo.

Para detalles metodologicos, ver Fig.40. * p<0.05 respecto al grupo tratado con salino (test
de la t de Student).
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Para detalles metodoldgicos, ver Fig.40. ** p<0.01 respecto al grupo tratado con salino (test de la t de Student).
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Fig.43.- Efecto de los agonistas de los receptores delta y mu opioides, DADLE y DAGO,
sobre la velocidad de renovacién de noradrenalina y dopamina en bulbo raquideo.

Las velocidades de renovacion de DA y NA se expresan respectivamente como los
cocientes DOPAC/DA y MHPG/NA. Para detalles metodoldgicos, ver Fig.40. * p<0.05
respecto al grupo tratado con salino (test de la t de Student).
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Efecto en hipotdlamo

Los resultados obtenidos en el hipotdlamo después de la administracidon de
ambos agonistas se muestran en la Tabla VIIL

Siguiendo una aproximacién experimental similar a las anteriores, los niveles de
NA, DA y AD no sufrieron ninguna modificacion después de la administracion de
ambos agonistas.

Respecto a los metabolitos de degradacion de las catecolaminas, los niveles de
DOPAC fueron similares en los cuatro grupos experimentales analizados, y ¢l
MHPG, si bien aparecia disminuidc para ambos péptidos de moda significativo
(Fig.44), su disminucién no se tradujo en alteraciones de la velocidad de renovacion
de NA (Fig.45), puesto que, debido al ligero descenso en Ios niveles de NA
obtenido en ambos casos, se verificd un efecto compensatorio al realizar el cociente
MHPG/NA.

4.2.2. Efectos sobre la sintesis de catecoclaminas: actividad del enzima tirosina
hidroxilasa

La administracidon ic.v. de DADLE y DAGO a las dosis anteriormente
mencionadas produjé una disminucién de la actividad de la TH en hipotalamo
que no alcanzd, sin embargo, significacion estadistica respecté al efecto del salino
sobre el enzima. En bulbo raquideo, los valores se mantuvieron préacticamente
constantes en todos los grupos experimentales (Tabla IX).



HIPOTALAMO

NA MHPG MHPG/NA DA DOPAC DOPAC/DA AD
CONTROL 2536 + 105 296 + 26 0.083 = 0.008 365 =15 99+ 12 0272 £ 0.030 41 =6
SALINO 2420 x 68 308 = 17 0100 = 0.006 389 = 9 111 = 9 0290 = 0.019 36 =3
DADIE 2142 + 138 231 = 22° 0088 » 0.004 352 £ 31 99+ 9 0291 = 0.030 38 x4
DAGO 2273 £ 103 253 £ 177 0.089 = 0.005 395 =22 110 = 8 0.287 = 0.026 42 = 3

TABLA VIIL.- Efecto de los agonistas de los receptores delta y mu opioides, DADLE y DAGO, sobre las velocidades de
renovacién de noradrenalina, dopamina, y sobre los niveles de adrenalina en hipotalamo.

Para detalles metodologicos, ver Tabla VII. Los cocientes MHPG/NA y DOPAC/DA representan las velocidades de renovacion
de NA y DA respectivamente. Los datos se expresan en pg/mg de tejido. * p<0.05 respecto al grupo tratado con salino (test

de la t de Student).
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Para detalles metodoldgicos, ver Fig.40. * p<0.05 respecto al grupo tratado con salino (test

de la t de Student).
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cocientes DOPAC/DA y MHPG/NA. Para detalles metodoidgicos, ver Fig.40.



TABLA IX.- Actividad epzimética de la tirosina hidroxilasa en bulbo raquidec ¢
hipotdlamo de ratas tratadas con los agonistas de los receptores mu y delta
opioides, DAGO y DADLE.

HIPOTALAMO BULBO RAQUIDEO

CONTROL 6.58+0.64 1.23+0.14
SALINO 4.67x0.85 1.14=0.08
DADLE 4.59+0.55 1.08x+0.12
DAGO 3.66x0.17 1.12+0.13

Los datos corresponden a animales sacrificados a los 10 minutos de la
administracién i.c.v. de DADLE (36 nmol/rata) y DAGO (18 nmol/rata) o de salino,
y se expresan en ng de L-DOPA formada/mg de tejido/h de incubacion. El grupo
control presentaba una cinula permanente en el ventriculo cerebral, pero no recibid
ningun tratamiento.



DISCUSION



164

1. VALIDACION DE LA DEPRIVACION SOCIAL COMO MODELO DE
ESTRES, Y CARACTERIZACION DE LA CORRESPONDIENTE RESPUESTA
HIPERTENSIVA

Antes de intentar poner de manifiesto la implicacion del sistema opioide en
la respuesta hipertensiva generada como consecuencia de la aplicacion del modelo
de deprivacion social en ratas jovenes, se procedid a validar dicho paradigma
experimental como modelo de estrés. Si bien (como ya se hacia referencia en el
apartado 3 de la Introduccidn) la definicién de marcadores biologicos para el estrés
resulta francamente complicada, hecho debido a la gran especificidad del efecto
que produce cada modelo sobre los distintos pardmetros fisioldgicos, no es menos
cierto que en todos ellos se verifica una activaciéon del eje H-H-A (Selye 1976;
Dunn y Kramarcy 1984). Como consecuencia de esta activacion cabria esperar, por
lo tanto, un aumento de los niveles de glucocorticoides circulantes y una hipertrofia
de la glandula adrenal. Deben citarse en este sentido los trabajos de Vogel y Jensh
(1988) y Natelson y cols. (1981) indicando que, mientras los niveles plasmaéticos de
catecolaminas expresan, con gran precision, la intensidad del estrés percibido por
el individuo cuando la naturaleza de aquél es aguda, la concentracion de
corticosterona en plasma refleja mas adecuadamente Ja magnitud del estrés cuando
éste presenta en su aplicacidn un caracter cronico o semicronico. Por lo tanto, vy
desde este punto de vista, estaria justificada la determinacién de corticosterona
plasmatica como indice del estrés inducido por deprivacion social.

De acuerdo con el caracter semicronico de nuestro modelo, y confirmando este
extremo, los niveles plasmaticos de corticosterona se elevaron de manera
significativa como consecuencia del aislamiento, simultaneamente, las glandulas
adrenales sufrieron un incremento de peso. Estos resultados son cualitativamente
coincidentes con las observaciones de Bennett y Gardiner (1978), empleando el
mismo modelo experimental en ratas adultas. Sin embargo, con respecto a los
resultados de estos autores, las vanaciones en los niveles plasmdticos de
corticosterona detectadas son, en nuestro caso, aunque considerables
(aproximadamente de] orden de dos veces superiores para los animales aislados con
respecto al grupo control, al cabo de 14 dias de aislamiento), sensiblemente
inferiores a los descritos por Bennett y Gardiner (1978), incluso cuando ellos
emplearon periodos de aislamiento menores (1-3 dias). La mayor magnitud de estas
variaciones podria explicarse, bien en funcion de la distinta edad de los animales
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empleados para el ensayo, o bien, en funcion de la hora del dia a la cual se
efectud la toma de muestras, circunstancia esta que, como es sabido y debido al
ritmo circadiano de la corticosterona (Shimoda y cols. 1988), puede modificar de
forma radical los resultados.

En una segunda aproximacién a este modelo, se trataron de replicar los
hallazgos de Naranjo y Fuentes (1985) en el sentido de que €l aislamiento de ratas
jovenes durante un periodo no inferior a 7 dias produce un incremento de la
presion arterial sistolica. Efectivamente, este hecho ha sido confirmado y se ha
podido, ademas, aportar el dato adicional de que la presion arterial diastdlica de
los animales deprivados socialmente se incrementa de modo paralelo, alcanzando
unos valores maximos, y practicamente estables, a partir de la segunda semana de
aislamiento.

La generalizacion de este hallazgo no es, sin embargo, posible, ya que la raza
parece ser determinante en cuanto a la capacidad de la rata para responder con
elevaciones de presion arterial a este modelo de estrés. Asi, Szenasi y cols. (1988)
han observado que las ratas Long Evans son completamente resistentes al aumento
de presion arterial generado como consecuencia del aislamiento.

En contraposicion a los resultados de Naranjo y Fuentes {1985) obtenidos en
una estirpe distinta de ratas Wistar, resultados que mostraban que la frecuencia
cardiaca experimentaba un incremento significativo a los 7 dias de aislamiento,
recuperando sus niveles basales a los 15 dias, en nuestro caso este pardmetro
cardiovascular no se modific6 a lo largo del periodo de tiempo en que los animales
se encontraron deprivados socialmente. Puesto que las condiciones experimentales
empleadas para la aplicacion del modelo de estrés fueron analogas a las aqui
descritas, una posibilidad para fundamentar tal discrepancia podria estar constituida
por la diferente reactividad de la estirpe de raza Wistar utilizada en ambos casos.
Esta justificacion de caracter genético también ha sido esgrimida por otros autores
con ¢l fin de explicar la diversidad de las respuestas observadas para distintos
grupos de ratas espontdneamente hipertensas (SHR) en diversos paradigmas
experimentales (Trippodo y Frohlich 1981).
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2. IMPLICACION DEL SISTEMA OPIOIDE EN LA RESPUESTA
HIPERTENSIVA AL ESTRES POR DEPRIVACION SOCIAL

2.1. Tratamientos agudos

2.1.1. Reversi6bn estereoespecifica de la respuesta hipertensiva al estrés por
naloxona.

Como consecuencia de la aplicacion del modelo de deprivacion social, los
animales mostraron una respuesta hipertensiva que, tanto para las lecturas de
presion arterial sistOlica como de presion arterial diastolica, fue sensible a la
administracién i.p. del antagonista opidceo naloxona. Estos datos confirman y
amplian los resultados de Florentino y cols. (1987), que consideraron el
antagonismo por naloxona de la elevacion de la presidn arterial inducida por el
aislamiento, como una condicidn necesaria aunque no suficiente, para poner de
manifiesto la implicacién de los péptidos opioides en dicha hipertensidn. Asimismo,
como ya habia sido descrito por algunos autores (Holaday 1985), los resultados
antedichos demuestran el caracter silente del sistema opioide en situaciones
fisiologicas en las cuales la homeostasis del organismo no se encuentra perturbada;
de hecho los valores de presidn arterial del grupo control de animales normotensos
no experimentd ninguna modificacién por efecto de la naloxona.

Los resultados obtenidos estan tambien de acuerdo con los publicados
recientemente por Rhee y Hendrix (1989), que, aungue bajo otras condiciones
experimentales, bloquearon con naloxona el aumento de la presién arterial asociado
al estrés por inmovilizacion.

Los efectos farmacoldgicos descritos para la forma racémica de naloxona
(forma del antagonista utilizada  habitualmente), no demuestran
incontrovertiblemente la mediaci6n del receptor opidceo (Sawynok y cols. 1979). El
antagonismo con naloxona es, pues, un criterio necesario, pero no suficiente, para
concluir la mediacion opioide €n una respuesta determinada. Desde que en el aiio
1975, Waterfield y Kosterlitz demostraron que Jos antagonistas opiaceos
interaccionan estereoespecificamente a nivel de receptor, para demostrar de forma
definitiva la implicacion del sistema opioide en un proceso fisiologico o
farmacolégico es necesario comprobar la existencia de estereoespecificidad en el
bloqueo de dicho efecto por naloxona. Tomando como punto de referencia este
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criterio en el estudio de la elevacidn de la presiOn arterial inducida por el
aislamiento, se observd que la administraciOn i.c.v. de naloxona (-) es capaz de
revertir la antedicha respuesta hipertensiva, mientras que su correspondiente
enantiémero (+), que presenta una afinidad 10.000 veces inferior sobre el receptor
opioide (Ijima y cols. 1978), carece de efecto a la misma dosis. Esta
estereoespecificidad en el bloqueo de la respuesta indica que la elevacion de la
presion arterial en este modelo estd mediada, al menos en parte, por la activacion
del receptor opioide y demuestra que los opioides liberados durante el estiés son
uno de los factores responsables de la respuesta hipertensiva observada.

Aunque la naturaleza central de la elevacidon de la presion arterial se habia
puesto de manifiesto mediante el empleo de antagonistas cuaternarios del receptor
opioide (Florentino y cols. 1987), algunos autores han sugerido que los opioides
circulantes podrian acceder al SNC a través de diversas areas donde la barrera
hematoencefalica es practicamente inexistente (4rea postrema, regidén subfornical;
Holaday 1983). Bajo esta perspectiva, el hecho de que la dosis del antagonista
seleccionada para su aplicacion en el espacio ventricular cerebral fuera inefectiva
cuando se administraba periféricamente, tanto por via iv. como por via i.p.(vias
estas para las que se requiere una concentracién mucho mas elevada de naloxona
para producir un bloqueo equivalente de la respuesta hipertensiva), es un hecho
que demuestra que es a nivel central, y no a nivel periférico, donde los opioides
endogenos liberados como consecuencia del estrés ejercen su accidon sobre el
receptor para desencadenar la respuesta hipertensiva. .

2.1.2. Potenciacion de la respuesta presora a morfina en los animales deprivados
socialmente

Siguiendo una aproximacidon opuesta, pero siempre con el fin de examinar si
el sistema opioide es capaz de mediar el proceso hipertensivo observado en los
animales sometidos a estrés por deprivacidn social y, puesto que todos los ensayos
realizados en este trabajo y en estudios precedentes (Florentino y cols. 1987)
fueron realizados mediante el empleo de antagonistas opiaceos, se llevd a cabo
un estudio adicional empleando agonistas en esta misma linea de aproximacion
farmacoldgica, y observando su efecto sobre [a presion arterial. Con este fin, se
procedi6 al tratamiento agudo de los animales con morfina i.p., una vez que la
hipertensién habia alcanzado su desarrollo maximo. Tras la administracién del
opiaceo, la presion arterial de los animales aislados hipertensos, experimentd un
incremento muy superior al que se obtuvo cuando la misma dosis se inyect$ en el
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grupo de animales agrupados normotensos. Las ratas aisladas hipertensas diferian,
asimismo, de las normotensas en su respuesta al firmaco con respecto a la
frecuencia cardiaca, ya que la bradicardia fue mas intensa en €l grupo sometido al
estrés. La potenciacion de la respuesta presora a la administracion exogena de
opioides, también ha sido empleada por otros autores (Yukimura y cols. 1981b;
Rockhold y cols. 1981) para evaluar la mediacién de este sistema en el incremento
de la presién arterial de ratas espontineamente hipertensas (SHR). En estos
experimentos, como en el caso de nuestros datos, el efecto presor obtenido para
el opiaceo resultd muy superior cuando la administracion se realizaba en ratas
SHR, con respecto al que se observaba en ratas normotensas Wistar-Kyoto (WKY).

La mayor intensidad del efecto presor de morfina en los animales hipertensos
se explicaria como consecuencia del refuerzo ejercido por el firmaco sobre la
sensibilidad de los mecanismos regulatorios cardiovasculares y sobre el propio
sistema opioide enddgeno de estos animales, activado con anterioridad a la
administracién del agonista. Estos resultados constituyen, pues, una segunda
evidencia de la activacion opioide en el transcurso de la respuesta hipertensiva al
estrés por deprivacion social.

En resumen, los datos obtenidos se encuentran en la misma linea que los
observados por otros autores, en el sentido de que el sistema opioide se encuentra
activado en numerosas formas de hipertension experimental. Con datos
estrictamente farmacologicos, se ha demostrado que la administracion iv. de
naloxona disminuye la presion arterial de ratas jovenes SHR, careciendo de efecto
en sus controles WKY (Delbarre y cols. 1982). Por otro lado, con una
aproximacion bioquimica, Van Loon y cols. (1987) hallaron, en ratas sometidas a
estrés agudo por inmovilizacién, un incremento considerable de los niveles
plasméaticos de met-encefalina. En otros modelos experimentales de hipertension,
independientes de la aplicacion de un estimulo estresante, se pueden encontrar
resultados similares; asi, recientemente se ha descrito un aumento de Ia
concentracion de ARNm de proencefalina en hipotalamo y cerebro medio de ratas
SHR (Hoegler y cols. 1989).
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2.2. Tratamientos crénicos

2.2.1. Tolerancia a la respuesta hipertensiva al estrés en animales aislados tratados
crénicamente con morfina

Si los opioides estdn implicados en el desarrollo de la respuesta hipertensiva
al estrés por deprivacion social, es un hecho que ha de manifestarse, ademés de
en ¢l bloqueo estereoespecifico del incremento de la presion arterial por naloxona,
y en la sensibilizacion de los animales hipertensos al efecto presor producido por
la administracion aguda de morfina, como habia sido descrito previamente, en la
incapacidad o, al menos, en la dificultad de los animales aislados para desarrollar
hipertension cuando son expuestos simultineamente a la administracién cronica de
morfina. La manifestacion de tolerancia cruzada entre el efecto presor inducido por
el opidceo y la respuesta hipertensiva, apoyaria la mediacion del sistema opioide,
puesto que es un hecho conocido que efectos entre los cuales se observa tolerancia
cruzada comparten un mecanismo de accidon similar (Doty y cols. 1989). Este tipo
de aproximacién ha sido ampliamente utilizado en diversos estudios para poner de
manifiesto la implicacién del sistema opioide en otro tipo de respuestas, como son
el caso de la analgesia inducida por shock en las patas (Watkins y Mayer 1982),
el efecto hipoalgésico de algunos antidepresivos (De Felipe y cols. 1986) o la
regulacion deil eje H-H-A (Martinez y cols. 1990).

En este ensayo, los animales recibieron una solucidbn con concentraciones
crecientes de morfina en la solucion de bebida a lo largo del periodo de
aislamiento. En estas condiciones, los animales aislados tolerantes a morfina, cuya
dependencia del farmaco se determind verificando la pérdida de peso durante el
sindrome de abstinencia (Stolerman y cols. 1975) y el incremento de la cantidad
de morfina autoadministrada, se mostraron incapaces de desarroilar la hipertensioén
a lo largo del periodo de tiempo en que estuvieron expuestos al efecto del
farmaco. Por el contrario, la evolucidn de la presién arterial de los animales
aislados tratados con sacarosa tuvo lugar de manera habitual, alcanzando valores
significativamente elevados al cabo de 15 dias de deprivacion social.

Estos resultados se interpretan como consecuencia de la ocupacién permanente
de los receptores opidceos por la administracion continuada de morfina. La
consiguiente subsensibilizacion de aquellos es el fendmeno que impide el efecto
activador de los opioides enddgenos y que, finalmente, imposibilita el desarrollo de
la hipertensién. De hecho, cuando se procedid a sustituir el opidceo por una
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solucidbn de sacarosa, los animales aislados recuperaron su capacidad para
responder positivamente al estrés, manifestando un aumento significativo tanto de
la presion arterial sistolica, como de la diastdlica, transcurrida una semana desde
la suspension del tratamiento.

En nuestros experimentos, se observo que la interrupcién del acceso de las
ratas a la autoadministracion de morfina provocaba un aumento brusco de la
presidn arterial durante 48 horas tanto en el grupo de animales aislados, como en
los animales agrupados. El aumento de actividad simpdatica que conlieva el
sindrome de abstinencia (Himmelsbach 1937, Buccafasco 1990) justificaria la
elevacion de la presion arterial observada en ambos grupos ya que, superado aquél,
los animales agrupados recuperaron sus niveles de normotension, mientras que los
animales aislados evolucionaron hasta alcanzar valores de hipertension. Como
confirmacion del componente opioide de la respuesta hipertensiva observada tras
la retirada de la morfina en los animales aislados, la presion arterial disminuyé tras
la administracion i.p del antagonista opiaceo naloxona. La resistencia de los
animales dependientes de morfina al desarrollo de la respuesta hipertensiva, que
habria de generarse como consecuencia del aislamiento, constituye, pues, la tercera
evidencia encontrada en el presente trabajo con respecto a la implicacion del
sistema opioide en la respuesta hipertensiva al estrés por deprivacion social.

2.22. Prevencién del desarrollo de la respuesta hipertensiva al estrés por
deprivacién social en animales tratados crénicamente con naloxona

La utilidad de los antagonistas opioides, no s6lo para bloquear "a posteriori',
sino también para prevenir el desarrollo de la respuesta hipertensiva al estrés,
quedd puesta de manifiesto como consecuencia de los resultados obtenidos sobre
la presién arterial en la presente memoria cuando los animales, paralelamente, se
trataron cronicamente con una infusién continua de naloxona que se liberaba desde
el interior de una minibomba Aijzet. En estas condiciones, ifos animales no
presentaron elevacion alguna de la presion arterial en el transcurso del estrés. La
influencia inhibitoria del antagonista fue més pronunciada al final del tratamiento,
mientras, durante la primera semana, tanto los valores de presion arterial sist6lica
como diastdlica de todos los grupos experimentales fueron similares. Con
posterioridad, el cese de la actividad de la bomba, tras dos semanas liberando el
antagonista se tradujo en un incremento lento y progresivoc de la presion arterial
en los animales aislados, sin que, sin embargo, y en base a los datos obtenidos, sea
posible afirmar que alcancen la hipertension. Esta tendencia a la elevacion de la
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presion arterial, que no llega a confirmarse estadisticamente, podria ser debida a
que una semana es un tiempo insuficiente para que desaparezca por completo el
efecto antagénico de la naloxona sobre los receptores opioides, a pesar del cese
de la actividad de la bomba, sobre todo si se considera la posibilidad de que, tras
la liberacion subcutdnea de la misma, una pequefa proporcidn del farmaco pueda
quedar acumulada en tejido adiposo en forma de depot, eliminandose lentamente
y dificuitando, de este modo, el desarrollo completo de la hipertension.

La efectividad de la infusion continua de naloxona para prevenir el desarrollo
de la hipertension ha sido también demostrada en ratas jovenes SHR, en las cuales
el tratamiento cronico con el antagonista retarda el desarrollo de la hipertensién
de manera dosis-dependiente (Quock y cols. 1984).

Basandose en el hecho ya descrito de la hipoalgesia de naturaleza opioide
asociada a la elevacion de la presion arterial inducida por aislamiento (Naranjo y
Fuentes 1985), la comprobacidon de que la naloxona se liberaba correctamente
desde el interior de las minibombas se efectud mediante la aplicacién del test de
analgesimetria de la placa caliente, prueba que explora mecanismos centrales
implicados en el control de la nocicepcién. En estas condiciones, el tratamiento
continuado de los animales aislados con el antagonista, modificaba, de forma
significativa, la respuesta conductual de aquéllos, en €l test de "hot plate”,
presentando un tiempo de latencia a la aplicacion del estimulo doloroso inferior al
de los animales aislados tratados con salino. Este hecho,‘ confirmaba que la
liberacidn tenia lugar de modo efectivo.

La naloxona no modificd, sin embargo, el umbral doloroso de los animales
agrupados. Esta ausencia de efecto no se puede atribuir estrictamente a una
liberacion inadecuada del farmaco en este grupo, sino, més bien, a la conocida
inefectividad del antagonista en situaciones fisiolGgicas en las cuales no existe una
activacion previa del sistema opioide (Holaday 1985).

Por otro lado, el incremento del tiempo de latencia al test de la placa caliente
observado en los animales aislados y la reversion de esta hipoalgesia por
administracion de naloxona, proporciona una evidencia adicional e indirecta de que
el sistema opioide endogeno esta activado en el transcurso del aislamiento. De esta
manera, nuestros resultados suponen una confirmacidn de las observaciones
antedichas de Naranjo y Fuentes (1985) que, con el empleo del mismo modelo y
utilizando los tests de estimulo térmico (tail-flick) y presion en la pata (paw-pinch)
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para evaluar el grado de analgesia, hallaron un aumento del umbral doloroso en
los animales aislados.

3. DETERMINACION DEL SUBTIPO DE RECEPTOR OPIOIDE IMPLICADO
EN EL DESARROLLO DE LA RESPUESTA HIPERTENSIVA AL ESTRES

A pesar de la mayor afinidad relativa de la naloxona sobre el subtipo de
receptor mu opidceo, el antagonista no estd desprovisto de efectos sobre los
receptores delta y kappa (Paterson y cols. 1983). Por otro lado, experimentos
realizados "in vivo" (Holaday 1983) no permiten garantizar, a la dosis empleada en
nuestros ensayos, (20 nmol/rata icv.) la selectividad del enantibmero (-) de
naloxona sobre el receptor mu. Por lo tanto, el hecho de que este antagonista
bloquee la respuesta hipertensiva al estrés no proporciona informacion definitiva
sobre qué subpoblacidn especifica de receptores opioides estd mediando el
componente opioidoérgico de la hipertensién generada por deprivacion social. Por
esta razdn, se hizo necesario el empleo de antagonistas selectivos de los distintos
subtipos de receptores. En este sentido, el antagonista selectivo e irreversible del
receptor mu, beta-funaltrexamina (Takemori y cols. 1981) produjo, tras su
administracion lL.c.v., una disminucion sostenida, aunque retardada, de las lecturas
de presion elevadas como consecuencia del aislamiento, mientras los antagonistas
especificos del receptor delta, ICI 154,129 (Shaw y cols. 1982) e ICI 174,864
(Cotton y cols. 1984), administrados por via iv e icwv. respectivamente, se
mostraron inefectivos para revertir la hipertensién. Estas observaciones permiten
afirmar que la activacion del sistema opioide durante la respuesta hipertensiva al
estrés por deprivacion social estaria mediada por la ocupacién de los receptores mu
en SNC. En la misma linea de razonamiento, y abogando por una participacion del
receptor mu opioide en el desarrollo de distintas formas de hipertension
experimental, se sitian los resultados de Gulati y cols. (1990). Estos autores han
demostrado un aumento del nimero de receptores mu opioides en hipotalamo y
una subsensibilizacién de los mismos en amigdala de ratas SHR respecto a sus
controles WKY. Estas datos estarian, por su parte, en consonancia con la
apreciable correlacidén anatdmica que se ha encontrado entre los receptores mu
opioides y las dreas del SNC con mayor relevancia en el control cardiovascular
(Mansour y cols. 1988).
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Nuestros resultados a este respecto permiten, ademéas, dar una explicacion
razonable a la situacidn paraddjica que suponia el hecho de que el sistema opiode
pudiera ser responsable de acciones cardiovasculares completamente opuestas, como
son la hipertensién como consecuencia del estrés y la hipotension asociada al shock
hemorragico (Holaday 1983). A la vista de los resultados aqui expuestos y de
aquellos relativos a la reversion por antagonistas delta de la caida de presion
arterial causada por shock hemorragico (D’Amato y Holaday 1984), queda
demostrado que son dos subpoblaciones de receptores opiaceos distintas las que
median ambos efectos.

Es pertinente considerar aqui las razones por las cuales el receptor kappa fue
excluido de este estudio. La primera razbn es exclusivamente practica, y se debe
al insuficiente desarrollo de los antagonistas selectivos de este receptor. La segunda
se sustenta en el escaso conocimiento que se posee, en la actualidad, de Ia
farmacologia cardiovascular asociada a este subtipo de receptor. Mientras con el
empleo de muy distintos protocolos experimentales se ha logrado establecer, de
modo méds o menos claro, la accion presora derivada de la ocupacion de los
receptores mu y delta opioides en animales normotensos, los efectos derivados de
la ocupacion de los receptores kappa sobre la presion arterial son muy
contradictorios. Si los estudios iniciales demostraban que los agonistas del receptor
kappa producian hipotensién después de ser microinyectados en distintos nicleos
cardiorregulatorios centrales (Feuerstein y Faden 1982; Hassen y cols. 1983), datos
mas recientes (Glatt y cols. 1987) muestran, por el contrario, una accion
hipertensora para la dinorfina A (1-13) tras su administracién i.c.v. estos datos
concuerdan con los obtenidos por Saunders y Thornhill (1987), también en rata,
segun los cuales, sin embargo, la hipertension no parece ser un fenémeno directo,
sino que, mas bien, apareceria como consecuencia de la intensa activacién de la
ingesta y de la conducta exploratoria evocada por la dinorfina.

El papel activo del sistema opicide en la generacion de la respuesta
hipertensiva en este modelo de estrés, detectado mediante la aplicacién de las
distintas aproximaciones experimentales descritas anteriormente, es congruente,
asimismo, con los resultados obtenidos en expenencias de fijacién al receptor
opioide, Asi, Petkov y cols. (1985) observaron una disminucién del nimero de
lugares de unidn especificos a *H-met-encefalina en preparaciones de membranas
de cerebro completo (Petkov y cols. 1985) procedentes de animales aislados.
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En resumen, los resultados obtenidos permiten afirmar que los agonistas
opioides enddgenos, movilizados como consecuencia del estrés por aislamiento en
la rata, tienen un papel critico en la elevacion de la presion arterial a través de su
accion sobre los receptores mu opioides centrales.

Tal y como se hacia referencia en la Introduccion de esta memoria, el efecto
estimulante de numerosas formas de estrés, sobre la secreccién de péptidos
opioides en diversas especies, €s un hecho contrastado. Dicha activacion se refleja,
bien en modificaciones de la dindmica receptorial (Feuerstein y cols. 1984; Stuckey
y cols. 1989), bien en cambios de los niveles de los ligandos enddgenos, tanto en
plasma (Van Loon y cols. 1987) como en SNC (Zamir y cols. 1985), o bien, por
lo que es ain méas importante, un aumento de la biosintesis de opioides. Esto
Gltimo viene avalado por las variaciones observadas en los niveles de ARNm de
proencefalina A o de POMC en el nicleo paraventricular del hipotalamo e hipofisis
respectivamente (Harbuz y Lightman 1989; Lightman y Scott Young 1987).

En nuestro modelo, los datos no nos permiten dilucidar, por el momento, qué
ligandos endbgenos, en concreto, activarian los receptores mu opiocides en el
transcurso del estrés para elevar la presién arterial. La mayor concentracion de los
péptidos derivados de la proencefalina en nicleos de probada trascendencia en el
control cardiovascular (hipotalamo y bulbo raquideo; Akil y cols. 1988) y la acci6n
hipotensora de la beta-endorfina, cuando se adminsitra en SNC (Naranjo y cols.
1985; Petty y Reid 1982), apoyarian, sin embargo, la hipdtesis de un papel activo
de las encefalinas en las acciones presoras de los opioides y de la respuesta
hipertensiva al estrés. En concordancia con esta hipOtesis, es interesante resenar
la descripcion reciente de una via encefalinérgica que se proyecta desde el NTS a
la RVLB (Morilak y cols. 1989). Esta proyeccion podria tener una funcion
moduladora importante actuando sobre el reflejo barorreceptor, y quizad pudiera
reperesentar uno de los sustratos neuronales responsables de las modificacion de
la funcién barorrefleja observada durante la hipertension. De hecho, se acepta que,
durante las primeras fases de dicha disfuncién, cuando aun no esta definitivamente
establecida la elevacion de presion, existe una disminucion de la funcionalidad
barorrefleja (Krieger 1988), que, ademas, no es operativa durante las alteraciones
emocionales (Stephenson 1984), situaciones ambas que confluyen en nuestro modelo
(labilidad de la hipertension y estrés de tipo psicoidgico).

Por otro lado, y como se apuntaba en el partado 8.2.2.2. de la Introduccién,
las evidencias que asocian la estimulacion de los receptores opioides centrales con
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la supresion del reflejo barorreceptor a nivel experimental son miultiples. Una de
las mas concluyentes es la capacidad que presenta la naloxona para mejorar
notablemente la funcionalidad de dicho reflejo (Szilagyi 1987).

Con estas premisas, se puede hipotetizar que, en el caso de la aplicacion del
modelo de estés por deprivacion social en rata, la repuesta hipertensiva, que, como
se ha demostrado, estd mediada, al menos en parte, por el sistema opiocide central,
se desencadena como consecuencia de la pérdida de la capacidad del reflejo
barorreceptor para amortiguar la elevacion de la presion arterial durante el estrés,
siendo provocada dicha supresién de la funcionalidad barorrefleja por los propios
péptidos opioides.

Atendiendo sdlo a nuestros datos es dificil extrapolar y sugerir que,
analogomente, los opioides pudieran estar también implicados en la génesis 0 en
el mantenimiento de la hipertension esencial en humanos, disfuncion cardiovascular
para la que se desconoce el mecanismo neurogénico presor que conduce a su
desencadenamiento.

En este sentido, los datos son contradictorios. A favor de la idea de un papel
activo del sistema opioide en la hipertensién en humanos, Kimura y cols. (1985)
hallaron un incremento de los niveles de met-encefalina en orina y plasma de
pacientes con hipertension esencial establecida, si bien la concentracion del péptido
no se normalizaba en orina cuando éstos eran sometidos a tratamientos con agentes
antihipertensivos clasicos. Por otro lado, se ha observado un incremento del umbral
doloroso de pacientes hipertensos ante la estimulacién de la pulpa dental (Rosa y
cols. 1986). Por el contrario, Kraft y cols. (1987) han descrito recientemente, en
adolescentes situados en los primeros estadios de la hipertension, una disminucion
de los niveles plasmaticos de beta-endorfina y leu-encefalina, resultados €stos que
coinciden con la ausencia de efecto que se ha descrito para la naloxona en adultos
hipertensos, que presentaban una elevacidn sostenida de la presidn arterial
(Fuenmayor y Cubbedu 1986). Ademaés, la administracién de este antagonista en
individuos normotensos sometidos a estrés mental experimental, lejos de prevenir
el aumento de la presidn arterial, eleva la intensidad de la respuesta hipertensiva,
mientras que en los pacientes con hipertension establecida la naloxona carece de
efecto. Estos resultados han sido atribuidos a que, a causa de un estado funcional
preexistente en el cual la actividad opioide estaria disminuida, la inhibicién ejercida
por el sistema opioide sobre el sistema nervioso simpético seria deficiente en
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individuos hipertensos o con riesgo de hipertension esencial (McCubbin y cols.
1985).

La discrepancia entre los resultados obtenidos en humanos y en animales de
experimentacidn podria ser atribuible a la variabilidad entre especies, ya que & la
distinta sensibilidad de éstas al efecto de los opioides (Koyama y cols. 1983), hay
que aifiadir la diferente naturaleza del estrés aplicado en cada caso, por lo cual,
para hacer una correcta comparacion de los resultados, seria necesario aplicar un
estrés inescapable y prolongado (aproximacion éticamente inviable), como es el
caso de la deprivacion social en rata.

Respecto a los resultados de Fuenmayor y Cubbedu (1986) y Kraft y cols.
(1987), se podria argiiir que los opioides estan Gnicamente implicados en los
primeras estadios de la hipertensién experimental, ya que efectivamente la
respuesta hipertensiva a la deprivacién social es sensible a la administracién de
naloxona, s6lo y Gnicamente, cuando el aislamiento no se prolonga mas alla de 30
dias, mientras que, si el estimulo aversivo persiste, el antagonista opioide es
inefectivo (Florentino y cols. 1987). Este mismo hecho también ha sido demostrado
en otros modelos experimentales (SHR, Saavedra 1981; y ratas tratadas con
deoxicorticosterona -ratas DOCA-salt-; Zamir y cols. 1980) de hipertension
establecida para los que la naloxona carece de efecto sobre la presion arterial.

Para finalizar con este apartado, es importante resaltar, con vistas a una
hipotética aplicacién terapeltica de nuestros datos, el empleo de antagonistas
selectivos de los receptores mu en el tratamiento de algunas formas de hipertensién
esencial en humanos, si investigaciones futuras logran poner de manifiesto el papel
del sistema opioide en la etiologia y desarrollo de esta alteracion cardiovascular.
De esta manera seria posible controlar la elevacién incipiente de la presion arterial
debida a la exposicidén continua a situaciones de estrés mediante el uso de estos
compuestos. En este sentido, su uso estaria, sin embargo, cuestionado por la
aparicion simultdnea de hiperalgesia que, casi con toda seguridad, apareceria en
estos pacientes, como consecuencia del bloqueo de los receptores mu,, que median
la analgesia supraespinal (Pasternak y cols. 1980). Por tanto, la plasmacién
terapéutica de estos datos hace necesario, primero llegar a disponer de antagonistas
de gran selectividad de accidn sobre los receptores mu, y mu, y, segundo
demostrar que ambos fenémenos, la hipertension y la percepcién de la sensacidn

dolorosa, estan mediadas por la ocupacién de estas dos distintas subpoblaciones de
receptores.
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4. EFECTOS CARDIOVASCULARES DE LOS AGONISTAS SELECTIVOS DE
LOS RECEPTORES DELTA Y MU OPIOIDES, DADLE Y DAGO

La mayoria de los datos en la literatura referentes a los efectos producidos
por los agonistas opioides sobre la presién arterial, se han efectuado en animal
anestesiado (Feuerstein y Siren 1987a). Puesto que es conocida la capacidad de la
mayoria de los agentes anestésicos para modificar drasticamente las respuestas
cardiovasculares, se procedio a realizar un estudio sistematico de la accién de los
agonistas especificos de los receptores delta y mu opioides, DADLE y DAGO
respectivamente. En primer lugar, el estudio se llevé a cabo en animal consciente,
con objeto de posibilitar la extrapolacién de los resultados al caso de la
hipertensién que se sucedia como consecuencia de [a activacidn enddgena del
sistema opioide durante el estrés, tal y como se ha demostrado anteriormente, y
con posterioiridad en animal anestesiado, con el fin, en este caso, de hallar una
explicacion a la discrepancia entre los datos, que, como se reflejaba en la revision
realizada en la Introduccién, aparece en la literatura. La atencion preferente se
centrd en explorar las acciones de ambos agonistas a nivel central, si bien también
se abord6 el estudio de sus efectos periféricos.

El incremento del "pool” de opioides en la brecha sindptica mediante la
administracion ic.v. de los agonistas sintéticos (D-Ala?, D-Lev®) encefalina
-DADLE-, andlogo de leucina encefalina y (D-Ala?, N-Me-Fen*, Gli-ol°) encefalina
-DAGO-, analogo de met-encefalina (ambos ligandos preferenciales de los subtipos
de receptor opicide delta y mu respectivamente, y disefiados para obtener una
prolongacién de efectos en base a su menor vulnerabilidad al ataque enzimatico;
Beddell y cois. 1977), produjo un incremento de la presidn arterial de modo
analogo al efecto presor que, como ha quedado demostrado en experimentos
precedentes, se sucede a la activacion del sistema opioide endégeno central como
cansecuencia del estrés por deprivacién social.

En todo estudio cardiovascular ha de tenerse en cuenta que los resultados,
especialmente aquellos referentes al aumento de la presidn arterial, carecen de
valor si se producen a dosis de los fAirmacos a las que tiene lugar una alteracion
manifiesta del comportamiento. Esto es aplicable, en particular, cuando estas
alteraciones repercuten en la actividad motora del animal, ya que los
propioceptores, localizados en el musculo esquelético, son excitados durante la
contraccidén y mandan informacion al SNC, a través de la formacion reticular, para
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provocar un aumento de la presion arterial. Por esta razdn, se analizaron
detalladamente aquellas modificaciones cardiovasculares que, tras la administracion
de ambos péptidos, cursaban junto con alteraciones de la actividad motora, con el
objeto de disociar el efecto presor "per se" del compuesto de la sobrepresién
resultante de la variacion de la motilidad del animal. Con este razonamiento, dosis
de DADLE superiores a 36 nmol/rata fueron rechazadas para el ensayo.

En el animal consciente y en estado libre, ambos compuestos ocasionaron un
aumento de la presion arterial y una disminucién paralela de la frecuencia cardiaca,
variaciones de instauracion progresiva que fueron dependientes de la dosis y
reversibles por naloxona. Ambos efectos pueden considerarse de accién central, ya
que, despu€s de la microinyeccion de los mismos por via i.c.v., menos de un 5%
de la concentracion total de DADLE y de DAGO ha sido detectada a nivel espinal
(Dauge y cols. 1987).

Los resultados obtenidos con el DAGO en el presente trabajo coinciden con
datos recientes de Kiristy-Roy y cols. (1989), descritos también para ratas en
situacion libre tras administracion i.c.v. del agonista mu opioide. La diferencia mads
apreciable entre ambos grupos de datos radica en la mayor magnitud del efecto
presor obtenido por estos autores, dado que una dosis de 5 nmoles/rata origina un
incremento de la presion arterial equivalente al que hemos obtenido en nuestro
trabajo por administracion de 18 nmoles/rata, observindose una situacién analoga
sobre la frecuencia cardiaca. En este sentido, una razén valida para explicar esta
aparente discrepancia podria ser la diferencia de edad de las ratas empleadas para
los ensayos.

Respecto a los efectos cardiovasculares del DADLE en rata consciente,
nuestros hallazgos concuerdan con las observaciones de Pfeiffer y cols. (1983Db),
realizando microinyecciones locales del agonista delta en hipotdlamo anterior. Con
aproximaciones experimentales similares y administracién ic.v., en esta ocasién
con el empleo del también agonista del receptor delta, DALA (D-Ala?
encefalinamida), diversos autores observaron respuestas de la misma naturaleza que
las aqui descritas (Yukimura y cols. 1981b; Rockhold y cols. 1980). El incremento
de la presion arterial que se sucede tras la administracion del péptido, segin la
teoria de Gordon (1986), podria ser interpretado, al menos parcialmente, en base
a una disminucidon de la actividad barorrefleja, mientras la bradicardia seria
consecuencia de una activacion vagal, puesto que, segiin se ha descrito por Marson
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y cols. (1989), el tratamiento con metilnitrato de atropina, en el caso del DAGO,
transforma la bradicardia en taquicardia.

En nuestros experimentos, la diferencia principal observada entre los efectos
del DAGO y del DADLE, a igualdad de dosis, reside en la mayor potencia del
agonista mu opioide para afectar ambos pardmetros cardiovasculares, resultados que
se sitdan en la linea de trabajos previos, donde, comparando los efectos de ambos
péptidos tras su inyeccién en el NTS de ratas anestesiadas, el DAGO mostré una
potencia 10 veces superior al DADLE para inducir, tanto el aumento de la presion
arterial, como de la frecuencia cardiaca (Hassen y cols. 1982). Por otra parte, estos
datos apoyan la hipdtesis, sustentada en observaciones del mismo signo efectuadas
por otros autores (Pfeiffer y cols. 1983a; Pfeiffer y cols. 1983b), de que los
receptores mu, mas que los delta, serian los receptores primarios responsables de
la mediacion de las acciones presoras centrales de los péptidos opioides. Dicha
respuesta farmacoldgica tendria el soporte fisiologico adecuado, en nuestro caso,
ya que, como ha quedado reflejado, la respuesta hipertensiva al estrés por
deprivacién social parece ser, en efecto, secundaria a la ocupacion de los
receptores mu opioides en SNC.

Ahora bien, aparte de este hecho diferencial para los dos compuestos, quiza
lo més sobresaliente de este capitulo de nuestro estudio sea la potenciacion del
efecto presor que, para ambos opiocides, se observé cuando la administracion i.c.v.
se efectud en ratas anestesiadas con etiluretano, respecto al irffcremento de presién
arterial que se obtuvo en animal consciente, y que, de nuevo, fue superior para
el agonista del receptor mu opicide, DAGO. El aumento de potencia de los
opioides sobre la funcidn cardiovascular en el organismo anestesiado habia sido
apuntado por lLemaire y cols. (1978). Estos autores describieron que, en este
estado, se produce un incremento de la respuesta depresora a la inyeccion iv. de
beta-endorfina, sin que, hasta la fecha, se hayan obtenido otras confirmaciones
experimentales al respecto. De hecho, experiencias posteriores (Randich y cols.
1986) revelaron que el pentobarbital disminuia la presidn arterial en ratas tratadas
con el agonista delta DALA cuando se administraba también por via iv.

Todos los resultados anteriormente descritos en la literatura por los diversos
autores, se han obtenido tras la inyeccién periférica de los opioides, adoleciéndose,
casi por completo y por el momento, de estudios que valoren la incidencia de la
anestesia sobre los efectos cardiovasculares obtenidos por la aplicacién central de

agonistas opioides, y, en culaquier caso, todos ellos son muy contradictorios.
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Delbarre y cols.(1978) demostraron, por primera vez, que los anestésicos podian
bloquear la respuesta presora a la inyeccidn central de opioides. Por su parte,
Yukimura y cols. (1981b) describieron una inversién de la respuesta presora al
andlogo de met-encefalina DAME (D-Ala’-metionina encefalina) en rata consciente
cuando estos mismos animales eran anestesiados con alfa-cloralosa, resultados todos
ellos, que discrepan ampliamente de los obtenidos en nuestros ensayos. Esta
discrepancia puede ser debida al diferente grado de profundidad alcanzado con los
distinos anestésicos, ya que, si bien todos los anestésicos generales modifican, en
mayor o menor medida, la funcidon cardiovascular (Martner y Biber 1982), la
alteracién del reflejo barorreceptor, circunstancia ésta a la que se atribuye la
capacidad de los anestésicos para afectar el sistema cardiovascular, no alcanza la
misma intensidad para cada uno de éllos. Entre todos los anestésicos utilizados
cominmente en el animal de experimentacion, el etiluretano ha resultado ser el
que muestra una menor incidencia sobre los parametros hemodindmicos {Maggi y
Meli 1986), por esta razon fue éste el seleccionado para efectuar el estudio
sistematico con DADLE y DAGO. No obstante, la administracion de etiluretano
producia una ligera disminucidn de la presidn arterial y de la frecuencia cardiaca
en todos los animales.

La circunstancia de que en la rata anestesiada fuera necesario aumentar la
dosis de naloxona (40 nmol/rata) para bloquear la acciébn presora de ambos
péptidos respecto a la dosis del antagonista empleada en ¢l animal consciente (20
nmol/rata), es un hecho que sugiere que la potenciacion de lo$ efectos de DADLE
y DAGO en el animal anestesiado deriva de una accién directa sobre el sistema
opioide, y no sobre otros sistemas de neurotransmision. Por esta razdn, se procedid
a evaluar la posibilidad de que el etiluretano modificara el nGmero o las
caracteristicas cin€ticas del receptor opioide, de modo que se pudiera asi explicar
el mayor efecto de ambos agonistas cuando existia la presencia concomitante de
anestesia. LLos estudios de fijacion con 3H-etorfina descartaron, sin embargo, que
el efecto potenciador del etiluretano fuera debido a esta circunstancia, ya que no
se observaron alteraciones en la afinidad del proceso de fijacion ni en el nimero
de lugares de union a *H-etorfina, tanto en hipotilamo como en bulbo raquideo,
zonas que, en caso afirmativo, habrian de haber sido presumiblemente afectadas
por accién del anestésico, dada su relevancia en el control cardiovascular.

Una explicacion alternativa para justificar la potenciacion de efectos en
presencia de etiluretano, podria ser la posibilidad, ya apuntada por algunos autores,
de que la anestesia, por si misma, constituya una fuente de estrés en los animales,
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y produzca una liberacion de opioides enddgenos (Sapolsky 1990; Vermes y cols.
1981; Maiewsky y cols. 1984) insuficiente "per se" para que se refleje de modo
significativo en los ensayos de "binding", pero capaz de sensibilizar al sistema
opioide endbgeno a la respuesta presora obtenida por la administracién posterior
de DADLE y DAGO.

Respecto al efecto de ambos compuestos sobre la frecuencia cardiaca en
animal anestesiado, es importante sefialar que, mientras €l DAGO produjo una
bradicardia dosis-dependiente que, de manera aniloga al caso de la presion, era
de mayor intensidad, la anestesia invirtid completamente el perfil de la respuesta
inducida por el DADLE en el animal consciente, causando, en este caso, una
intensa taquicardia. Estos resultados concuerdan con los datos de Yukimura y cols.
(1981b), que hallaron para el DAME i.c.v. una inversion del efecto que, sobre la
frecuencia cardiaca, producia la adminsitracion del péptido en €l animal consciente,
después de proceder a la anestesia con alfa-cloralosa.

En un intento de aportar datos que contribuyan al conocimiento de la
farmacologia cardiovascular del DADLE y del DAGO, se efectu6 un Gltimo grupo
de experimentos, orientados a establecer el efecto inducido por ambos agonistas,
en esta ocasion, tras su administracion periférica por via i.v. en animal anestesiado.
La disminucién de la presion arterial y de la frecuencia cardiaca que acompafian
a la inyeccion por esta via de los dos péptidos, estd de acuerdo con los efectos
depresores hallados, asimismo, para los agonistas opioides DAME y DALE
administrados por esta misma via (Thornhill y Saunders 1985).

Como ocurriera tras su administracion central, los efectos observados fueron
de mayor intensidad, a igualdad de dosis, para el agonista mu opicide, DAGO, si
bien por esta via las diferencias de potencia entre ambos péptidos fueron bastante
inferiores a las que se obtuvieron por via icv. Por otro lado, el perfil
farmacocinético de las respuestas cardiovasculares (rdpidas y de muy breve
duracion) se explicaria por una accidn local de los péptidos sobre receptores
opioides situados en el propio vaso sanguineo, suposicion bastante i0gica si se tiene
en cuenta que, como consecuencia de la escasa permeabilidad que presenta la
barrera hematoencefalica a la difusiébn de moléculas, que, como los propios
opioides, poseen un caracter fuertemente polar, el acceso de estas sustancias al
SNC desde la periferia estd muy limitado.
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Con todas las consideraciones anteriores, €l hecho de que las variaciones de
la presién arterial tras la administracion iv. de los péptidos se produzcan en
sentido contrario a la ocasionadas por administracion ic.v., sugiere que las
poblaciones de receptores opioides centrales, por un lado, y periférico, por otro,
median acciones cardiovasculares de distinto signo.

5. MODIFICACION DE LA ACTIVIDAD CATECOLAMINERGICA CENTRAL
EN EL TRANSCURSO DEL ESTRES POR DEPRIVACION SOCIAL

El descubrimiento de los neuropéptidos a lo largo de las dos Gitimas décadas
(Krieger y cols. 1983), aparte del interés puramente neurobiologico que encierra,
desde e! punto de vista farmacologico supone una auténtica revolucion al
expansionar, de manera notable, el nimero de moléculas que, formando parte de
la inervacién de distintos tractos nerviosos, son objetivos potenciales de modulacion
terapetitica. Este hecho ha quedado demostrado en nuestro caso al haberse
observado que la respuesta hipertensiva al estrés por deprivacidon social es
suceptible, a nivel experimental, de tratamiento con antagonistas del receptor
opioide.

La aparicidn de estas sustancias ha abierto una notable discusion acerca de si
los péptidos cerebrales, y entre ellos los péptidos opiocides, deberian ser clasificados
como neurotransmisores o ser incluidos en una segunda categoria funcional de
sustancias totalmente distintas, los denominados neuromoduladores. La diferencia
exacta entre neurotransmisor y neuromodulador no se ha establecido atn en
términos aceptados definitivamente. Cuando los receptores postsinaptios para una
sustancia determinada estan unidos a respuestas mediadas por canales iOnicos, la
sustancia debe ser considerada como neurotransmisor mas que como
neuromodulador en esa sinapsis, ya que activa su propia secuencia de fenémenos
postsindpticos. Los neuromoduladores actfian, sin embargo, en algin punto del
complejo receptor postsinaptico para provocar un cambio en la eficiencia del
neurotransmisor sobre los canales i0nicos, 0 en otras acciones postsindpticas,
pudiendo, también, desencadenar su accidén alterando la liberacidn o la sintesis del
neurotransmisor, al actuar sobre un receptor presinaptico.

Los neuropéptidos, en muchas ocasiones, producen excitacién o inhibicion
neuronal, sin llegar a producir un potencial de accion, pero si modificando, de
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forma lenta, un segundo sistema de neurotransmision clasico (aminas, aminoacidos).
Atendiendo, pues, a los criterios anteriores, los neuropéptidos se pueden incluir en
el grupo de los neuromoduladores. De hecho, los neuropéptidos "per se", salvo muy
contadas excepciones, como el factor liberador de la hormona luteinizante (LHRH;
Nung Jan y Yeh Jan 1983), no producen variaciones electrofisiologicas en
preparaciones de tejido nervioso. Sin embargo, en un gran niimero de casos, si que
se ha observado que amplian o atendian, segin tengan un cardcter excitatorio o
inhibitorio, las modificaciones electrofisioldgicas rdpidas desencadenadas por los
mensajeros intersinapticos clasicos (aminas o aminodcidos). De esta manera, los
neuropéptidos, una vez liberados, ejercen un efecto modulador sobre las acciones
de los neurotransmisores convecionales, dando origen asi a una visién mas compleja
del fendmeno de transmisién de las sefiales en el SNC,

Los péptidos opioides, al igual que otros neuromoduladores, pueden llevar a
cabo sus efectos parcialmente a través de tres mecanismos: deprimiendo
presindpticamente la liberacién de un neurotransmisor, alterando la capacidad de
otros neurotransmisores para producir cambios en la conductancia idnica a nivel
postsindptico, o bien directamente, incrementando el umbral de excitacion de la
neurona postsiniptica por hiperpolarizacién de la membrana (Holaday 1985).

Para el sistema opioide se ha descrito en SNC la existencia de un receptor
presinaptico opiode ubicado en el terminal noradrenérgico, regulando la actividad
de este sistema de neurotransmisidon (Detlef Taube 1976) a través de una accidn
moduladora inhibitoria (Mulder y cols. 1987).

Por otra parte, y como se hacia referencia en el capitulo de Antecedentes, son
numerosos los estudios que revelan modificaciones de la actividad de las neuronas
catecolaminérgicas en respuesta a una gran variedad de estimulos estresantes. Con
estas premisas, y conocida, por otro lado, la manifiesta contribucién de las
catecolaminas en la regulacidon cardiovascular, se planteaba la posibilidad de que
la respuesta hipertensiva observada en el transcurso del estrés por deprivacion
social, y consecuencia, como habia quedado demostrado, de la activacidon dei
sistema opiode cerebral, estuviera mediada, de manera coparticipada y en uitimo
término, por alteraciones de la transmision catecolaminérgica en SNC. Este hecho
seria consecuencia de la capacidad de los opicides para modificar este sistema de
neurotransmision debido a su capacidad neuromoduladora.
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En nuestras condiciones experimentales, las modificaciones més relevantes
observadas, después de someter a los animales al modelo de deprivacién social,
~tanto en bulbo raquideo como en hipotalamo, fueron halladas en el contenido de
AD, que apareci6 notablemente aumentado en ambas estructuras cerebrales, 1o que
serfa consistente con una acumulacién del neurotransmisor en el terminal como
consecuencia de una disminucién de la actividad adrenérgica neuronal.

Mientras en hipotdlamo la variacion en los niveles de AD transcurria de modo
simultineo a una disminucién del tono noradrenérgico, (hecho que quedaba
reflejado por la disminucién de los niveles del metabolito de NA, MHPG), en
bulbo raquideo este sistema no sufrid ninguna alteracién. De modo anilogo, el
sistema dopaminérgico tampoco se modifico en el transcurso del estrés, en ninguna
de ambas estructuras cerebrales.

Analizando los resultados en bulbo raquideo, en cuanto a la transmision
noradrenérgica, es posible que la similitud de las velocidades de renovacion entre
animales aislados y agrupados no refleje, exactamente, la refractariedad de este
sistema ante el estrés, sino que, debido a la ubiquidad del neurotransmisor en los
distintos nicleos bulbares, la ausencia aparente de efecto represente el resultado
neto de la inhibicidon simultinea de 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). y

Si las mencionadas variaciones en el tono catecolaminérgico durante el
aislamiento estan correlacionadas con el aumento de la presion arterial es, por el
momento, sOlo una hipbtesis, puesto que también es posible que dichas variaciones
sean reflejo de otros eventos fisiologicos (comportamentales, neuroendocrinos, etc. ),
que acompaiian al estrés (Weiss y cols. 1989), y que han sido asociados,
igualmente, con modificaciones del tono catecolaminérgico central. Esta
consideracion alcanza mayor relevancia en el caso del hipotidlamo, regién cerebral
que juega un papel fundamental en la coordinacidn de las respuestas
comportamentales y neuroendocrinas (Swanson y Sawchenko 1983). Por el
contrario, el bulbo raquideo es una zona que desempena, casi exclusivamente,
funciones autdénomas, como el control cardiovascular, sin aparentes implicaciones
en el funcionalismo endocrino.
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A favor de una relacion directa entre la disminucién del tono adrenérgico en
bulbo raquideo y la respuesta hipertensiva aparecida en el transcurso del estrés, se
situarian los datos de Fuxe y cols. (1979) y Wijnen y cols. (1978), que han sugerido
que una deficiencia de la transmisién adrenérgica en la zona dorsal del bulbo
raquideo seria uno de los factores responsables de la hipertension en ratas SHR.
Este hecho es consistente con el papel vasodepresor de las neuronas C2
adrenérgicas en el NTS, propuesto por estos mismos autores (Fuxe y cols, 1975).

En esta misma linea de razonamiento, se ha afirmado que una disminucion del
tono vasodepresor adrenérgico en el NTS puede considerarse como indicador
bioquimico de la reducccion del funcionalismo del reflejo barorreceptor (Yukimura
y cols. 1981a). Dicha reduccién se pone de manifiesto durante las primeras fases
de la hipertension 1abil (Krieger 1988), y estaria, en nuestro modelo de estrés, en
consonancia con la inhibicién del arco barorreflejo provocada por los opioides
endogénos liberados, tal y como ha sido demostrado por diversos autores para
distintos agonistas opiaceos (Petty y Reid 1982; Gordon 1990).

Coincidiendo también con nuestros resultados, estos autores (Fuxe y cols. 1975)
no observaron modificaciones de la actividad dopaminérgica hipotalamica de ratas
SHR respecto a sus controles WKY. La misma ausencia de efecto sobre este
sistema de neurotransmisidn observada en nuestro modelo no excluiria, totalmente,
la participacion de las neuronas dopaminérgicas en el desarrollo de la hipertension,
ya que, de nuevo, las terminales dopaminérgicas en hipotidlamo, no sélo
desempeiian funciones cardiovasculares, sino también comportamentales y
neuroendocrinas (Hokfelt y cols. 1973), funciones éstas que son patentes en el

transcurso del estrés, y que podrian contrarrestar el efecto cardiovascular intrinseco
de las mismas.

Esta explicacion puede hacerse extensible para justificar la discrepancia entre
la inalterabilidad de la actividad adrenérgica hipotalamica observada por estos
autores y la disminucién obtenida en nuestro caso, ya que para las ratas SHR, al
tratarse de un modelo experimental de hipertension no relacionado con el estrés,
no se manifestarian otras variaciones bioquimicas asociadas al mismo.

En cuanto a la disminucién de la velocidad de renovacion de NA en
hipotdlamo que se observaba en las ratas aisladas, y que se manifestaba por un
descenso muy significativo de los niveles de MHPG, los resultados son coincidentes
con los obtenidos para otros modelos experimentales de hipertension. Asi, Wijnen
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y cols. (1980) hallaron una disminucion de la actividad de este sistema de
neurotransmisién en hipotadlamo de ratas SHR, disminucidén que no parecia ser el
resultado de un reflejo fisioldgico compensatorio desencadenado con objeto de
reducir la presion arterial en estos animales, como ha sugerido Saavedra (1981).
De hecho, el tono noradrenérgico se mantenia deprimido cuando se producia un
descenso de la presion arterial tras realizar una transeccioén espinal. Igualmente,
De Champlain y Van Ameringen (1981), detectaron, en cerebro medio de ratas
DOCA-salt, un descenso de la velocidad de renovacion de NA.

Mitchell y Lawler (1989) han sugerido, del mismo modo, la participacion del
sistema noradrenérgico hipotalamico en la génesis de la hipertension, al observar
que ratas BHR con hipertension 1abil y sometidas a un modelo de estrés
consistente en la aplicacion repetida de shocks eléctricos en la cola (manipulacion
que habian demostrado previamente inducia una elevacion de la presion arterial)
presentaban una disminucién de la velocidad de renovacién de NA en los ntcleos
ventromedial y paraventricular del hipotalamo. En el caso de estos dltimos autores,
dicha disminucion podria asociarse en hipotdlamo a una reduccion de la actividad
noradrenérgica en la regién anterior, zona dienceflica a la cual se atribuye una
funcién vasodepresora (Philippu y cols. 1979).

El sentido de los cambios observados en la actividad noradrenérgica de las
ratas aisladas, en relacion a las modificaciones halladas en otras formas de estrés
descritas por diversos investigadores, merece un comentario especial, ya que, si
durante el estrés agudo parece verificarse una activacion del sistema noradrenérgico
en distintas regiones cerebrales, necesaria para responder a las demandas més
inmediatas del organismo (Dunn 1988; Tanaka y cols. 1988), no ocurre, sin
embargo, lo mismo cuando el estrés es persistente y tiene un caricter cronico o
semicronico.

En estas condiciones (estrés cronico), el resultado observado en la mayoria de
los casos es un aumento de la concentracion de catecolaminas cerebrales (Adell y
cols. 1988; Hata y cols. 1987; Anisman y cols. 1987). Segin estos altimos autores,
la aplicaci6n crénica del estrés produciria un incremento compensatorio de la
sintesis de las aminas para cubrir el descenso del "pool" intraneuronal, producido
por la movilizacion continua de las mismas, de modo que el incremento en los
niveles de los neurotransmisores observado seria consecuencia de un aumento de
la sintesis, mas que de una disminucidn de su utilizacién. Esto no deja de ser, sin
embargo, una hipétesis, puesto que, tanto en los estudios de Anisman y cols., como
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en los de Kvetnansky y cols. (1977), que postulaban un mecanismo similar, no se
realizaron determinaciones paralelas de la actividad de TH, evaluacidn que se hace
necesaria para confirmar si efectivamente la sintesis se encuentra alterada.

En el modelo de deprivacién social, este extremo no pudo ser confirmado.
Por el contrario, tanto en bulbo raquidec como en hipotilamo, el aislamiento se
asocio a una disminucién de la actividad de TH. Dado que este descenso, aunque
importante, no llegd a ser estadisticamente significativo sobre la base del nimero
de observaciones realizado, es muy probable que la disminucion de las actividades
noradrenérgica y adrenérgica se deba a una disminucidn de la utilizacidn del
neuroiransmisor, mas que a un descenso de la sintesis "per se" como suceso
primario. La sintesis estaria, entonces, ligeramente disminuida como consecuencia
inmediata e indirecta del descenso de la utilizacién de ambos neurotransmisores,
hecho orientado a manterer una concentracidn intraneuronal estable de ambas
catecolaminas tras la disminucion de la utilizacion a la que se aludia. Esta hipGtesis
estd avalada experimentalmente, ya que, en hipotilamo, donde los niveles de
MHPG aparecian notoriamente disminuidos para el grupo de animales aislados, la
concentracion de NA no estaba aumentada, como cabria esperar, sino que se
mantuvo inalterada.

Por ultimo, y haciendo referencia a la actividad de la TH hipotalamica, es
posible que el ligero descenso observado refleje, preferentemente, el estado de las
neuronas dopaminérgicas tras el estrés, debido a la mayor concentracion relativa
de éstas sobre las neuronas que constituyen las poblaciones noradrenérgica y
adrenérgica en este niicleo cerebral. Puesto que la velocidad de renovacién de DA
no se modifico por efecto del aislamiento, no es aventurado pensar que las
variaciones de la actividad correspondiente a neuronas noradrenérgicas y
adrenérgicas hubieran podido quedar enmascaradas y diluidas por la mayor
contribucién de la TH de neuronas dopaminérgicas, cuya actividad, evaluada con
anterioridad mediante la determinacidn de la wvelocidad de renovacion, se
encontraba inalterada.
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6. MODIFICACION DE LA ACTIVIDAD CATECOLAMINERGICA CENTRAL
POR DADLE Y DAGO

Si bien las disminuciones del tono noradrenérgico en hipotalamo y de la
actividad adrenérgica en ambas estructuras durante el aislamiento eran evidentes,
cabia la posibilidad de que estas variaciones no fueran consecuencia de la accion
de los opioides liberados durante el estr€s, a pesar de la mas que probable
existencia de un receptor presiniptico sobre terminales catecolaminérgicas (Detlef
Taube y cols. 1976; Schoffelmeer y cols. 1988). Ha de tenerse en cuenta que otras
sustancias endégenas, como la corticosterona, también liberada desde la glandula
adrenal en el transcurso del aislamiento, como habia quedado demostrado y con
facil acceso al SNC, es también capaz de reducir la transmision noradrenérgica en
diversos nicleos hipotidlamicos (Jhanwar-Uniyal y cols. 1989).

A esta posibilidad, habria que afiadir una segunda, ya comentada, en el
sentido de que estas variaciones constituyeran un indicador bioquimico de otras
alteraciones aparecidas como consecuencia del estrés mas que de la propia
respuesta hipertensiva.

Con objeto de aclarar, al menos parcialmente, ambas circunstancias, se
procedidé a evaluar el efecto de la administracion exdgena, por via ic.v, de los
agonistas selectivos de los receptores delta y mu opioides, DADLE y DAGO. Este
disefio experimental permite visualizar acciones opioides puras y desprovistas ya de
interferencias de otros sistemas de neurotransmisidon, sobre las actividades
noradrenérgica, adrenérgica y dopaminérgica en hipotalamo y bulbo raquideo, en
el momento en el que se alcanza el pico maximo de su efecto presor (10 min).
Para este fin, se seleccionaron las dosis de 36 nmol/rata para el DADLE y 18
nmol/rata para el DAGO, dosis que, ensayadas con anterioridad, habian
demostrado producir un aumento de presion arterial similar al que se desarrolla
en el transcurso del aislamiento.

En hipotdlamo no se apreci6 ninguna variacion de la actividad de los tres
sistemas de neurotransmisidén, tanto cuando se evalué ésta individualmente,
mediante la determinacion de la velocidad de renovacion, como cuando se
examinaron las posibles alteraciones de modo conjunto, mediante la determinacién
de la actividad de la TH.
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Salvando las diferencias entre la administracion aguda de agonistas y la
liberacion continuada de opioides endbgenos durante el transcurso del estrés por
deprivacién social, la comparacién entre ambos grupos de resultados sustentarian
la hipétesis, manejada al inicio de este apartado, en el sentido de que, en
hipotalamo, las variaciones de las actividades noradrenérgica y adrenérgica durante
el estrés serian responsables de otras modificaciones comportamentales y
neurcendocrinas més que de la propia respuesta hipertensiva.

En el caso de la NA, si bien se observé un descenso significativo de MHPG
tras la administracion de ambos péptidos, la disminucién de este metabolito no se
tradujo en alteraciones de la velocidad de renovacién, puesto que se obtenia un
efecto compensatorio al realizar el cociente MHPG/NA, como consecuencia del
ligero descenso de NA detectado en ambos casos. La disminucion simultinea del
contenido del metabolito y de la amina podria interpretarse, eventualmente, en
términos de una disminucion de la sintesis, circunstancia que no se produce en este
caso, ya que la actividad de la TH despues de la administracién de los agonistas
opioides es similar en todos los grupos experimentales.

Por lo que respecta al bulbo raquideo, el DADLE indujo una disminucién de
los niveles de MHPG sin alterar el contenido de NA, mientras el DAGO provocé
una elevacion de los niveles de adrenalina. Asi pues, en rata consciente, el efecto
presor del agonista delta opioide DADLE estaria asociado a una disminucion de
la velocidad de renovacion de NA en bulbo raquideo, mientras la ocupacion del
receptor mu produce una disminucion de la transmisién adrenérgica. En ninguno
de ambos casos el aumento de la presidn arterial parece, a la vista de los
resultados, consecuencia de alteraciones de la velocidad de renovacion de NA y AD
a nivel hipotalamico, ni de modificaciones del tono dopaminérgico en ambas
estructuras, ya que la velocidad de renovacién de DA no se modificd tras Ia
administracion de ninguno de ambos péptidos.

En este mismo contexto, cuando se determind la actividad de la TH, no se
observ0 ninguna variacion, por lo que puede afirmarse que, del total de los
procesos que podrian ser responsables de las alteraciones observadas en la
velocidad de renovaciGn (sintesis, liberacion e inactivacion), tras la administracién
de ambos péptidos, no seria la sintesis el evento modificado. Dado que numerosos
autores han puesto de manifiesto que la activacion del receptor opioide puede
modular presinapticamente la liberacidon 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 momento no existe ninguna evidencia que sugiera una
regulacion del metabolismo de catecolaminas por opioides, parece razonable pensar
que una disminucion diferencial (AD para los agonistas mu opioides y NA para los
agonistas delta) de la liberacion de estos neurotransmisores en bulbo raquideo seria
responsable del aumento de presion arterial.

Estos resultados constituyen la primera evidencia experimental "in vivo" de
que, en una estructura cerebral concreta, pueda existir una inhibicidn selectiva de
la transmision noradrenérgica y adrenérgica, debido a la ocupacién de distintos
receptores opicides. Hasta la fecha, este fendmeno habia sido puesto de manifiesto
Gnicamente "in vitro", y siempre con la ausencia significativa de datos relativos a
la regulacion de neuronas adrenéregicas por opioides. Asi, Schoffelmeer y cols.
(1988) hallaron, en una preparacion de rebanadas de tejido, que los receptores mu
y delta opioides median, presinapticamente la liberacion de NA y DA en corteza
y estriado respectivamente.

Si se comparan los resultados obtenidos entre la activacion pura del receptor
mu por administracion exdgena del agonista DAGO y la activacién tonica del
mismo receptor por efecto del aislamiento, el Ginico punto de coincidencia, donde
se replican los resultados, se refiere a la disminucion de la actividad adrenérgica
en bulbo raquideo, por lo que es factible suponer que el resto de las aiteraciones
sobre el tono catecolaminérgico central durante el estrés no sean debidas a efectos
mediados por opioides, o bien que estas modificaciones no repercutan en la
respuesta hipertensiva. Desde esta perspectiva y para finalizar, podria hipotetizarse
que la activacién de los receptores mu opioides en SNC provoca una reduccion
del tono adrenérgico en bulbo raquideo, por lo que el aumento de la presion
arterial inducido por el DAGO o por el aislamiento podria ser una consecuencia
indirecta de la inhibicidn presindptica de la liberacién de adrenalina sobre las
terminales de esta estructura cerebral.

El grupo de neuronas que en bulbo raquideo serian sustrato de esta
respuesta, podria quizd ubicarse en el NTS, nfcleo bulbar en el cual se ha
observado una disminucién de la transmisién adrenérgica cuando se provoca
experimentalmente un incremento de la presion arterial (Kobilansky y cols. 1988).
De modo analogo, el aumento de la presion arterial observado, tanto en los
animales sometidos al estrés por deprivacién social como en aquellos tratados con
el agonista del receptor mu DAGO, podria estar asociado a una disminucién del
tono adrenérgico a este nivel.
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1. En las condiciones experimentales establecidas en este trabajo, el estrés
producido por deprivacién social en rata da lugar a una respuesta hipertensiva que
es sensible, de manera estereoespecifica, a la administracion intracerebroventricular
(i.c.v) de naloxona, presentando el enantidmero (-) un efecto hipotensor. Ademas,
la administracién crénica por infusidn continua del antagonista opidceo es capaz
de prevenir el desarrollo de la hipertension. Ambos hechos, considerados
conjuntamente, avalan la hip6tesis de que la respuesta hipertensiva al estrés en este
modelo experimental se produce, al menos parcialmente, por activacion del sistema
opioide central.

2. Como prueba adicional de la existencia de un componente opioide en dicha
respuesta hipertensiva, el efecto presor de la morfina administrada de forma aguda
por via i.c.v. se encuentra potenciado en los animales aislados. Por otro parte, la
respuesta hipertensiva al estrés no se desencadena en ratas tolerantes a morfina,
administrada ésta de forma crdnica en el agua de bebida.

3. La participacién de los péptidos opioides en la respuesta hipertensiva al estrés
parece producirse a nivel central y a través de la activacion del receptor mu
opioide. A favor de esta hipOtesis, la administracién intracerebroventricular del
antagonista especifico de dicho receptor, beta-funaltrexamina, revierte el incremento
de la presidn arterial en los animales aislados. .

4. La potenciacion del tono opioide cerebral producido por la administracion i.c.v.
de DADLE -(D-Ala? D-Leu’) encefalina- y DAGO -(D-Ala?, N-Me-Fen?, Gliol®)
encefalina-, agonistas selectivos de los receptores opidceos delta y mu
respectivamente, produce, tanto en el animal consciente como en las ratas
anestesiadas con etiluretano, un incremento dosis-dependiente de la presidn arterial
que es antagonizable por naloxona, siendo el efecto del DAGO de una potencia
dos veces superior al producido por el DADLE. Adicionalmente, se ha observado
un incremento de la accién presora de ambos péptidos en el animal anestesiado
respecto al obtenido en el animal consciente.

5. La activacion ténica del receptor opioide en el transcurso del estrés se acompaifia
de una disminucién de la actividad adrenérgica en bulbo raquideo e hipotilamo,
asi como de una reduccion de la velocidad de renovacidon de noradrenalina en
esta Gltima estructura.
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6. La antedicha disminucion observada en el tono adrenérgico durante el estrés
parece ser consecuencia de una inhibicion de la liberacién del neurotransmisor por
accibn de los opioides sobre el receptor mu, toda vez que la activacion
farmacologica de dicho receptor por administracién de su agonista selectivo,
DAGO, produce efectos en el bulbo raquideo y sobre el sistema adrenérgico
analogos a los observados durante el estrés, hecho este que podria contribuir al
incremento de la presion arterial.

7. Por su parte, el agonista especifico del receptor delta, DADLE, produce una
elevacion de la presion arterial que se muestra asociada a una reduccion selectiva
de la transmision noradrenérgica en bulbo raquideo.

8. La ausencia de variaciones en la actividad de la tirosina hidroxilasa, tanto frente
al estrés como frente a la administracion de ambos agonistas, excluye la posibilidad
de que las modificaciones en la transmision adrenérgica y/o noradrenérgica,
observadas en ambos casos, sean consecuencia de una alteracion en la sintesis de
las catecolaminas como evento primario.

9. Los resultados de este trabajo abren nuevas perspectivas terapetuticas sobre la
base de la aqui demostrada implicacion del sistema opioide en ia respuesta presora
al estres, considerando €ste como uno de los posibles factores desencadenantes de
la hipertension esencial. :
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