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LI SISTEMA OPIOLDE ENDÓGENO

1.1.1 GENERALIDADES

1.1.1.1 Reseñahistórica

A pesarde que su descubrimientopuedeconsiderarsecomo reciente,los péptidos

opioidesendógenosson uno de los gruposde neuropéptidosa los queseha dedicadoun

estudiomás extenso.Puedeconsiderarseel bienio 1969-1971 como fundamentalen las

primerasaproximacionessobreestecampo.En un primerestadiode estasinvestigaciones,

se observóque la estimulacióneléctrica de la sustanciagris periacueductalen la rata

producía analgesia (Reinolds 1969). Más tarde, y en esta misma línea. Mayer y

colaboradores(1971) y Akil y colaboradores(1976) descubrieronque la naloxona -

antagonistaopiáceode amplio espectro-antagonizaba,al menosparcialmente,la analgesia

inducida por estimulación.Por otra parte,en una aproximaciónde carácterbioquímico.

Goldsteiny colaboradoresen 1971 establecieronlos criteriosparala distinciónentreunión

opiáceaespecíficae inespecíficaen tejido encefálico.El siguienteavancetuvo lugar en

1973cuandotres gruposindependientementeinformaronde la existenciade unión opiácea

estereospecífica,la cual comenzóa denominarsecomo receptoropiáceo(Pert y Snyder

1973: Simon y col. 1973: Terenius1973).

Dadoque había sitios específicosde unión en el encéfalo,parecíalógico postular
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la existenciade un ligandoendógenoen el sistemanerviosocentral.En 1975 variosgrupos

demostraronque el encéfaloy los estractosde hipófisis presentabanactividad de tipo

opiáceo (Cox y col. 1975; Hughes 1975; Pasternaky col. 1975; Tereniusy Wahlstrdm

1975). A partir de estos hallazgos,y en una rápida sucesiónde descubrimientos,se

identificaron las metionina- y leucina-encefalinas(Hughes y col. 1975), así como la

actividadopioidede] fragmento61-69de la 13-lipotropina: la 13-endorphina(Adler 1980;

Bradburyy col. 1976: Li y Chung 1976).

Posteriormentese ha podido ir comprobandola existenciade tres familias de

péptidosendógenosde tipo opiáceoy múltiples tipos de receptores,los cualesreciben ya

la denominaciónopioide y juntos constituyenel sistemaopioideendógeno(SOE).

1.1.1.2 Familiasde péptidosopioides

Los péptidosopioidesendógenosson sintetizadosa partir de moléculasde mayor

tamaño, existiendovarios precursoresdiferentes(pararevisión ver Bicknell 1985). Este

hecho nos permite agruparlosen familias de péptidos derivados de tres moléculas

precursorasdiferentesque correspondena tresgenesdistintos,posiblementeoriginadosa

partir de un mecanismoevolutivo común (Herberty col. 1985). Dichasmoléculasson la

proopiomelanocortina.proencefalina(o proencefalinaA) y prodinorfina (o proencefalina

B) y su tamañooscila entre los 256-265 aminoácidos.Los péptidos son localizadosy

extraidosde cadauno de estosprecursoresfragmentandopor zonasflanqueadaspor dos
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aminoácidosbásicos(Lys-Arg). [Esteprocesamientose esquematizaen la Fig. 1 y en la

Tabla 1 se muestranlas estructurasde los péptidosopioidesderivadosmás importantesl.

La proopiomelanocortina(POMC) condene las secuenciaspara la hormona

estimulantede los melanocitosy (y-MSH); la adrenocorticotropina(ACTH) -quecontienes

las secuenciasparala a-MSH y el péptido CLIP- y la B-lipotropina (B-LPH). Estaúltima

contienelas secuenciasde la 13-MS!] y las distintasendorfinas:13-endorfina(13-END) 1-31.

13-END 1-27, 13-END 1-26,y-END 1-17 y a-END.Las más importantesson las I3-END 1-

31 y 13-END 1-27 y. aunquetodas contienenuna moléculade metioninaencefalina(ver

másadelante),éstanunca se libera a partir de aquellas.Dependiendodel tejido de que se

trate, existen importantesdiferenciasen cuantoal procesamiento,modificacionespost-

traduccióny almacenamiento.En el lóbulo anterior de la hipófisis la ACTH predomina

sobrela a-MSH: la 13-LP!] (que no tieneactividadopioide)y la 13-END estánpresentesen

cantidadesaproximadamenteequimolares.En el lóbulo intermedio,sin embargo,la ACTH

y la (3-LP!] son casi totalmenteprocesadashastaa-MS!] y B-END. Ademásen el lóbulo

intermediola 13-endorfinasufremodificacionespost-traducciónparadar lugar a formasN-

acetiladas(N-acetil (3-endorfina)y C-truncadas(a- y y-endorfinas).La 13-ENI) no aparece

en el lóbulo posterior(pararevisión ver por ejemploBradford 1988: Coopery col. 1986:

Ganong 1989: Dores y col. 1988; Hdllt 1991: McDowell y Kitchen 1987: Millan y col

199!: Zakariany Smyth 1982).

En el encéfalo, las célulasque sintetizanl3-END estánconfinadasprincipalmente
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MOLÉCULAS PRECURSORAS

Pro-opiomelanocortina
y—MSH

T

/3—LPH

ACTH—j cv—LPH——--—~ H-END

w1LIII
ht
a-MSH fi- MSH met-ENC

Proencefalina
met-ENC

L!2L~
flÑ H -

met-ENC-
Arg6-GIy7-Leu8

Prodinorfina leu-ENC

a-neoendorfina h-H1Hh
DtNA DINB

13-neoendorfina

FIG. 1. Representaciónesquemáticade las tresprincipalesmoléculasprecursorasde los
péptidosopidides(pro-opiomelanocortina,proencefalinay prodinorfina)indicandolos
productosresultadodel procesamientode cadaprecursor(adaptadoa partir de Akil y
col 1984. segúnapareceen Dyer y Bickneíl 1989)

Ieu-ENC

HM
ht

met-ENC-
Arg

6-Phe7
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Tabla 1. PÉPTIDOS OPIOIDES MÁS REPRESENTATIVOS Y SUS PRECURSORES*

Precursor Péptidosopioides Estructuras

13-endorfina Tyr-GIy-Oly-Phe-Met-Thr-Ser-GIu-Lys-Ser-G]n-Thr-Pro-
Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-Ile-Val-Lys-Asn-Ala-
His-Lys-Lys-Gly-Gln3,

cy-endorfina

Met-encefalina

Leu-encefalina

Heptapéptido

Octapéptido

Dinorfina 1-8

Dinorfina 1-17

a-neoendorfina

B-neoendorfina

Dermorfina

Tyr-G]y-G ly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-Pro-
Leu-Val-ThrIr,

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met5

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu5

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Phe7

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Gly-Leu8

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-11e8

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro-Lys-Leu-lys-
Trp-Asp-Asn-Gln17

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro-LysJ()

Tyr-Gly-Gíy-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro9

Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro~Ser7

Tyr-D-Met-Phe-His-Leu-Met-Asp,

[D-Ala
2]deltorfina ‘¡II Tyr-D-Ala-Phe-[Asp/GIu]-Val-Val-Gly.

*Elaborado a partir de Bradford 1988, Ganong 1989, McKnight y Rees 1991,

POMC

PENC

PDIN

PDER

Deltorfina

Millan y

colaboradores 1991,y Snyder 1977.
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en el núcleoarqueadodel hipotálamo.Estasestructurasinervanotrosnúcleoshipotalámicos

y extrahipotalámicos(en la formaciónreticular,locus coerúleus,amígdalamedial,tálamo

periventricular,nucleoaccumbensy septumventral) y también la eminenciamedia(para

revisiónver Ganong1989). El procesamientoen cerebroessimilar al que tiene lugar en

el lóbulo intermedio,con un predominiomarcadode la 13-END y la u-MSI-i sobreJa 13-

LPH y la ACTH (Civellli y col. 1984: Héllt 1986; Watsony col. 1984).

Lamoléculade proencefalina(PENC)contienelas secuenciasparacuatromoléculas

de metionina-encefalina(met-encefalina)y una de leucina-encefalina(leu-encefalina),el

segmentosvn-enk(queno contienesecuenciasopioides),heptapéptido(met-encefalina-arg-

phe).octapéptido(met-encefalina-arg-gly-leu(MERGL)), pudiendogenerarsedospéptidos

intermediosE y E. El péptido F contienedosmoléculasde met-encelalinay sólo esactivo

sobrelos receptoresE. El péptido E incluye una moléculade de met-encefalinay otrade

leu-encefalinay poseegranafinidadpor los sitios de unión ji y 1<. La met-encefalinay leu-

encefalina parecen estar presentesen los tres lóbulos hipofisarios. Las neuronas

encefalinérgicasseencuentranampliamentedistribuidasporel encéfalo,tanto en núcleos

hipotalámicoscomo extrahipotalámicos(núcleo V del tracto espinal, núcleos del rafe,

nucleosprabraquialy vestibular medial, sustanciagris periacueductal,sustancianigra.

amígdala.estriado,núcleointersticial de la estríaterminal y septumlateral) (pararevisión

ver Ganong 1989. Goodmany col. 1980). La región externade la eminenciamedia es

especialmenterica en inervaciónencefalinérgicaprovinientede multiples origenes,entre

los que se encuentanlos núcleosparaventriculary arqueadodel hipotálamo(Hóllt 1986:
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Udenfriendy Kilpatrik 1984; Watsony col. 1984).

En la moléculade prodinorfina(PDIN) estancontenidaslas secuenciaspara leu-

encefalina,dinorfinaA (1-17)quea su vezpuedeserdegradadaadinorfina(1-8), dinorfina

B (1-13) y a c~- y 13-neoendorfinas.Las proporcionesrelativasde los diversospéptidos

varian dependiendodel tejido. En el lóbulo anteriorde la hipófisis, análogamentea lo que

ocurre con la POMC, el procesamientotermina prematuramentedandolugar sólo a los

péptidosde mayorpesomolecular.Es escasoel contenidode péptidosrelacionadoscon

la dinorfinaen el lóbulo intermedio,en cambio,son abundantesen el lóbulo posterior.En

el encéfalo,los péptidosrelacionadoscon ladinorfinase encuentranen numerososnúcleos

hipotalámicos,sistemalímbico y mesencéfalo.Ademásexiste unaruta dinorfinérgicaque

se proyectadesdeel núcleoparaventriculara la eminenciamediaexternay lóbulo posterior

de la hipófisis (Goldsrein 1984; Hdllt 1986; Watson y col. 1984).

Respectoa la localizaciónde los péptidoscabeañadirqueademásde en el encéfalo

los péptidosderivadosde la proencefalinay la prodinorfina son sintetizadostambiénen

la médulaespinal.y que se ha dexeciadola presenciade los tres precursoresy algunosde

susderivadosen la médulaadrenaly otros tejidosperiféricostalescomoel hígado,ovario,

testículo,bazo, célulasinmunitarias,pulmón.tiroides, colon y duodeno(para revisión ver

1-UIt 1991).

Al igual que sucedecon otrasfamilias de neuropéptidosdel sistemanerviosode los
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Mamíferosque tienen su correlatoen tejidos y órganosde Pecesy Anfibios, se han

encontradoopioidesen la pie] de las ranas del géneroPhyllomedusa(Tab]a 1). De el

mismo modo que en los Mamíferos, estos péptidos también procedende la ruptura

proteolíticade precursoresde mayor tamaño(pro-dermorfinas,PDER), sin embargosu

procesamientopost-traducciónincluye la inusualconversiónde un L-aminoácido(alanina

o metionina) a su isómero D. Los primeros péptidosde este tipo se encontraronen

1-’hvlloinedusasaui’agei y fueronla dennorfinay la deltorfina,quepresentangran afinidad

y selectividadpara los receptoresji y 5, respectivamente.Más recientementese han

descubiertolas ¡D-Ala2]deltortina 1 y II en la piel de Phyllomedusabicolor, ambos

péptidostienen mayor afinidad y selectividadpor el receptor a que la deltorfina (para

revisiónver Fontaniy col. 1993; McKnight y Rees1991).Además,sehan halladodiversas

formasde 13-endorfinaen la hipófisisdel pezpulmonadoaustralianoNeoceratodusforsteri

(Dores y col. 1988), en el salmón,el holósteoAmia ca/va, y en el tiburón Squalus

acanth¡as(pararevisión ver Dores y col. 1988: Hammondsy col. 1982). En la Aves, se

han detectadopéptidossimilaresa los de los Mamíferos(Naudey col. 1980, 1981; Ryan

y col. 1981).aunque.curiosamente,esposibleque su efectosobrela modulacióndel dolor

sea opuestoen algunoscasos(Hughes1990ab).Tambiénhan sido detectadospéptidosy

receptoresopioidesen moluscose insectos,y susfuncionesparecensersimilaresa las que

ejercenen los Mamíferos(pararevisión ver Kavaliersy Hirst 1987).

Es interesanteel hecho de que, ademásde los péptidosopioides,en el encéfalode

los Mamíferosse hayanencontradopequeñascantidadesde morfina y codeínaproducidas
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endógenamente;sin embargoel significadode estehallazgoestodavíadesconocido(para

revisión ver Ganong1989).Ademáshanpodido identificarsepéptidosopioidespropiosde

la leche: las casomorfinas(para revisión ver Cooper y col. 1986; Millan y col. 1991;

Sewell 1980; Winslow e Insel 1991).

Por lo querespectaa los mecanismosde degradaciónde los opioides,sesabeque

la encefalinasresultan inactivadasfundamentalmentepor hidrólisis enzimática.lo que

posiblementepuedaaplicarsea todos los neurotransmisorespeptídicos.Las encefalinas

resultanrápidamenteinactivadaspor aininopeptidasasno específicasal separarla tirosina

N-terminal. Además existen dos endopeptidasasde alta afinidad (K~= 1 pM): la

encefalinasaA que hidrolizael puente01y3-Phe4y la encefalinasaB que rompela unión

Gly2-GIy3. Aunquerecibenel nombrede encefalinasas,puedenatacarotrospéptidoscomo

la ¡3-endorfinay la sustanciaP. Se handetectadoen las membranassinápticasdel núcleo

caudadopor lo que se piensaque se encuentranen la misma sinapsiso en su proximidad

(pararevisiónver Bradford 1988; Ganong1989).

Paraconcluir,esimportantedestacarquelos péptidosopioidespuedencoexistircon

otros neurotransmisoresno peptídicos. Así, se ha encontrado que pueden aparecer

encefalinasen neuronasdopaminérgicasventrotegmentales(rata,humanos)y en el cuerno

carotídeo(gaton así como en neuronasnoradrenérgicasde los gangliossimpáticos(rata,

buey), médula adrenal (varias especies)y locus coerúleus(gato> y coexiste con la

serotoninaen el bulbo raquídeo(rata y gato). Coexistentambiéncon la serotoninaen el
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tallo cerebral y la médula espinal.También aparecenjunto con la acetilcolina en los

nervios preganglionares(gato y rata> y en nevio coclear(cobaya)(para revisión ver

Bradford 1988; Coopery col. 1986; Kimura y col. 1988; Kruk y Pycock 1991; Smith

1989).Ademásparececlaro quelos terminaleshipotalámicosde las neuronasde oxitocina

contienenencefalinas,mientrasque los de vasopresinacoliberandinorfinas(pararevisión

ver Bickel] 1985; Kruk y Pycoclc1991).Asimismo,existenevidenciasinmunocitoquimicas

que ponen de manifiesto la coexistencia de encefalina y del factor liberador de

corticotropina (CRF) en la neuronasde la fracción parvocelular paraventriculardel

hipotálamoy en la eminenciamedia (pararevisión ver Lightman y Young 1987).

1.1.1.3 Receptoresopioides

Junto a esta variedadde péptidosopioides se han encontradoevidenciasde la

existenciade múltiples receptoresopioides. Inmediatamentetras Ja identificación de los

primeros péptidos comenzó el estudio sobre los posibles receptoresopioides. Para

identificar un sitio de unión como receptores necesariodemostrarno sólo que la unión

tiene lugar sino que el efecto de dicha unión opioide-receptorproduce su acción

fisiológica. Así. Martin y colaboradoresen 1976 realizaronuna primera clasificacióny

postularonla existenciade tres tipos de receptores:mi (¡O, kappa Oc), y sigma(a) a partir

de estudiosin vivo en peno.

La existenciade múltiples receptoresopioidesha sido posteriormenteconfirmada
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mediantela utilización de técnicasde bioensayofarmacológicoy estudiosde unión de

ligandos opioides radiactivos. Estas técnicas han dejado claro que no todos los

componentesopioides presentanla misma afinidad, ni los antagonistasla misma

sensibilidaden los diferentestejidos. Actualmenteseconsiderala existenciade cinco tipos

de receptoresde membranaopioides:mi (tú, delta (8), kappa(ic), sigma(u) y épsilon (E),

siendolos tres primeroslos másclarosen cuantoa su verdaderaidentidad(Patersony col.

1984).Además,seempiezaa acumularevidenciaque apoyala existenciade un receptor

complejop-5 (p. ej. Porrecay col. 1987; Rothman y col. 1988. 1990; Schoffemeery col.

1988),y en algunostrabajosseincluye la posibilidadde un sitio de unión icen el complejo

(Holadayy col. 1986: Rothman y col. 1987). Recientementeseha postuladotambiénla

existenciade un receptoropioidea nivel nuclear:el receptorzeta(~), que estaríapresente

al menosdurantelas etapasde desarrolloneonataldel sistemanerviosocentral (Zagony

col. 1991; Zagon y McLaughlin 1992).

Los receptoresji tienen una alta afinidad por la B-END (su ligando endógeno

prototipo) y por la morfina.Estánampliamentedistribuidosen el sistemanerviosocentral

y periférico, con un densidadparticularmentealta en el tronco cerebral,núcleotrigémino.

médulaespinal.sustanciagris periacueductal,caudadoputamen.tálamo,amígdalay córtex

cerebral (láminas1 y IV) (Smith 1989; Lewis y col. 1983ab; Mansoury col, 1991).

Se consideraque la estimulaciónde los receptoresy inducehiperpolarizaciónpor

aperturade canales de potasio y cierre de canales de calcio mediantemecanismos
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presinápticos,comoparecesucedersobrelos terminalesde las neuronasaferentesprimarias

del astadorsalde la médulaespinal(Kruk y Pycock 1991; Smith 1989). En relación con

esta acción supresora,algunos receptoresji aparecenasociadoscon la inhibición del

sistemade la adenilatociclasa(Kruk y Pycock 1991; Smith 1989). En general,esel tipo

de receptorasociadocon la analgesiasupraespinal.la depresiónrespiratoria,la euforiay

con la apariciónde dependenciaparala mayoríade los agonistasopioides(pararevisión

ver McKnight y Rees 1991).

Han sido propuestosdossubtiposde receptoresji: los receptorey~ a los que seunen

la morfina y la encefalínacon similar afinidad y parecenserresponsablesde la analgesia

supraespinaly los receptoresu2 selectivosparala morfina que estánrelacionadoscon la

depresiónrespiratoria(Pasternaky Wood 1986).

Los receptoresa tienen una gran afinidadporlas encefalinas,siendola met- y leu-

encefalinassus ligandosendógenosprototipo. Se encuentrantanto en el sistemanervioso

central como en el periférico y presentanuna distribuciónmás difusaque los receptores

ji exceptoen el caudadoputamendondepresentanuna gran concentración(Boweny col.

1981: Lewis y col. 1983ab,Mansoury col. 1991).Se hanrelacionadoprincipalmentecon

la inducciónde depresiónrespiratoria,integraciónmotoray sensaciónolfatoria (Mansour

y col. 1988>. y en la dependendiaal agonista opiáceo butorfanol (Jaw y col. 1993).

También es posible su implicación en la analgesiaespinal (Porrecay col. 1984, 1987).

Sobreestaúltima función seestáempezandoa acumularevidenciarecientemente(Dykstra
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1992; Millan y col. 1991). ya que hastaahoraha sido dificil de discernirdadala falta de

agonistas8 puros que no reaccionarancon los receptoresy. La estimulación de los

receptores8 produceunahiperpolarizaciónsimilar a la de los receptoresy (Kruk y Pycock

1991; Smith 1989).

Los receptoresic difieren de los anteriorestipos de receptoresen que los agonistas

K no puedenrevertir los síntomasde abstinenciaen animalesmorfino-dependientes(Kruk

y Pycock 1991).En la rata,se han encontradoen la médulaespinal,hipocampo,caudado-

putamen,sustanciagris periacueductal,nucleoaccumbens,amígdala,tálamo,hipotálamo,

córtex, eminenciamediay núcleodel tracto solitario (Mansoury col. 1988, 1991; Millan

1990).Se ha postuladola posibleexistenciade dos subtiposde receptores:los K, y los K2

tanto en la médulaespinal (Attali y col. 1982)como en el encéfalo(Zukin y col. 1988).

Posiblementetambiénel receptorx actuaríaasociadoa la inhibiciónde la adenilatociclasa

(Attali y col. 1989) . Además,y como seexpondrámás adelante,los agonistaspara los

receptores c muestrandistintos tipos de analgesiadependiendodel tipo de estímulo

nociceptivo.Las dinorfinas y la neoendorfinase han relacionadocon la producciónde

analgesiaespinal,ataxia, sedacióny miosis (por ejemplo McKnight y Rees 1991). Dado

que los receptoresic no parecenestarimplicadosen los procesosde dependencia,se ha

prestadogran atencióna la posible importanciade los agonistasde estereceptorcomo

analgésicosen clínica (Dysktra 1992; Millan y col. 1991). Sin embargo,sus efectos

aversivosy disfóricos ponen limitaciones a su uso, y en la actualidadse investiganlas

posibilidadesen estecampode los agonistasde los receptoresic con actividadparcialsobre
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los receptoresy (Dysktra 1992).

Por lo que se refiere a los receptoresa, estosse han relacionadocon efectos

estimulantes del sistema nervioso autónomo y efectospsicomiméticos. Se localizan

especialmenteen el hipocampoy periféricamenteen el íleon de cobayaen el conducto

deferentede ratón (Lord y col. 1977). Estos receptoresson los únicos que no parece

antagonizarla naloxona(pararevisión ver McKnight y Rees1991).

En cuantoa los receptoresE , fuerondescubiertosen el conductodeferentede rata

(Schultzy col. 1979).Aunqueseconocepoco acercade ellos, se piensaquepodríanestar

implicadosen la analgesiamediantela unión de 13-END, particularmentela 1-31 (!]dllt

1986. Shooky col. 1988).

Finalmente,como se indicó al principio, se ha postuladola existenciade un

receptoropioide -el receptorzeta (O- que, a diferenciadel resto, se encontraríaen el

núcleocelular. La presenciade estereceptorse ha detectadoen el cerebeloen desarrollo

de la rata(Zagony col. 1991) y de los sereshumanos(Zagony col. 1990). Pareceserque

el principal ligando de este receptorseñala met5-encefalinay se ha relacionadocon el

control de la proliferacióncelular (Zagony McLaughlin 1992).
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1.1.1.4 Ligandossintéticos

Los ligandosobtenidosartificialmente(empleadosincluso antesdel conocimiento

de la existenciadel sistemaopioide endógeno)han sido un importanteinstrumentopara

la investigaciónopioide desde sus comienzoshastanuestrosdías (para revisión ver

McDowell y Kitchen 1987; McKnight y Rees 1991).En la Tabla2 se muestranalgunos

de los agonistasy antagonistasmásrepresentativos.

En la actualidad,ha cobradoespecialrelevanciael empleode los diversostipos de

antagonistassintéticos,debidoa lavaliosacontribuciónque suponenparaun conocimiento

másprecisodel papel fisiológicode los receptoresopioidesy sus agonistasendógenos.La

naltrexona(Fig. 2a), antagonistaopioide con importanteaplicaciónclínica (pararevisión

ver Way y Way 1992). empleadaen este trabajo, presentael interés de ser capazde

producir de forma prolongada el bloqueo funcional del sistema opiode (Zagon y

McLaughlin 1984). lo que nos ha permitido abordarel estudiodel papelposiblemente

tónico de los péptidosopioidesduranteel períodopredestetede formamás eficaz que en

algunos trabajosanteriores(Bardo y col, 1982, 1983). Por otra parte la utilización del

antagonistairreversibley de largaduraciónJ3-funaltrexamina(B-FNA. Fig. 2k con alta

especificidadpara los receptoresy ~Wardy col. 1982ab) y que anteriormentese ha

empleadoen animalesadultos(Adamsy col 1987: Arjune y col. 1990: Monis y col. 1988:

Rothmany col. 1988. 1990: Sánchez-Blázquezy Garzón 1989: Ward y col. 1985),nos ha

posibilitado la investigaciónde las accionesopioidesmediadasa través de receptory en
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Tabla 2. AGONISTAS Y ANTAGONISTAS OPIOIDES SINTÉTICOS*

Compuesto Selectividad Acción Estructura

Morfina ji, 64.4, ivttt Agonista no peptídica

Fentanil ji Agonista no peptídica

Alfentanil ¡it Agonista no peptídica

Ohmefentanil ¡it t Agonista no peptídica

FK 33,824 ji Agonista peptídica

DAMGO ¡it t Agonista peptídica

Morficeptina ¡it Agonista peptídica

PL 017 ¡it t Agonista peptídica

Naloxona ji, 6, iv Antagonista no peptídica

Naltrexona ji, 6, iv Antagonista no peptídica

13-CNA ji, 6, iv irreversible Antagonista no peptídica

B-FNA ji irreversible Antagonista no peptídica

Ciprodimo ji t Antagonista no peptídica

Naloxazina ¡i~ t Antagonista no peptídica

CTOP ¡it Antagonista péptido cíclico

TCTAP ¡itt Antagonista péptido cíclico

DPDPE 64 Agonista peptídica

DSLET 6 4 Agonista peptídica

DSTBULET 6 Agonista peptídica

BUBO 6 Agonista peptídica

ICI 174864 6 Antagonista peptídica

Naltrindol 6 t Antagonista no peptídica

Etilcetociclazocina iv Agonista no peptídica

U-50488 iv Agonista no peptídica

U-69593H ¡vt Agonista no peptídica

U-62066 ¡vt Agonista no peptídica

PD 117302 ivt t Agonista no peptídica

nor-BNI ¡y Antagonista no peptídica

Mr 2266 iv4 Antagonista no peptídica

*Elaborado a partir de McKnight y Rees 1991, Millan y col. 1991 y RBI (cat. 1992-93).
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PIG. 2. ESTRUCTURAS MOLECULARES DE LOS FÁRMACOS UTILIZADOS
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momentoscríticosdel desarrollomedianteuna únicaadministraciónaguda.

1.1.1.5 Funcionesdel sistemaopioide

La investigación llevada a cabo sobre el sistema opioide endógenodesde su

descubrimientoha sido muy intensay ponede manifiestola intervenciónde estesistema

en una numerosagama de funciones básicascomo el cremiento y desarrollo, la

locomoción, la regulación de la presión sanguínea,la ventilación pulmonar, los

comportamientossexual y reproductivo, los comportamientosagonísticos. funciones

inmunológicas.gasto de energía y regulacióndel comportamientoalimenticio y de la

ingestade sólidos y líquidos, la termorregulación,la diuresis,la respuestaneuroendocrina

a estímulosestresantes,socialesy psicológicos,y la modulaciónde la nocicepción(para

revisiónver Bradford 1988; Dyer y Bicknell 1989; McKnight y Rees 1991; Millan y col.

1991; Fernández-Tresguerres1989; Zagon y McLaughlin 1992). Así pues, el sistema

opioide endógenopareceestar implicado en una amplia variedadde comportamientos.

aunquela naturalezay extensiónde estaimplicación,como abordaremosmásadelante,no

estáaún del todo clara.

1.1.2 DESARROLLO

La investigaciónsobrelos mecanismosdel sistemaopioide en los animalesadultos

(especialmenteen la rata)ha permitido avanzaren el conocimientode cómo se desarrolla
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la función opioide en el embrión y duranteel períodopostnatal. Los estudiosen el

desarrollopresentanuna seriede limitaciones impuestaspor el tamañodel encéfaloen

fetos y embriones,dificultadesque se acentúanen las especiesanimalesmás pequenas.

Además,en animalescon cortos períodosde gestacióny rápido desarrollopostnatalse

necesitadeterminarcon precisiónel tiempo de concepcióny el momentodel nacimiento

de los animales. Hay que señalar,además,la existenciade diferenciasrelativasen el

procesode maduraciónentrelas diversasespeciesduranteel períodoperinatal.

Expondremosa continuaciónlos datosmásrelevantesconocidoshastael momento

en lo que se refiere al desarrollodel sistemaopioide.

1.1.2.1 Desarrollode los véptidosovioides

La mayoríade los primerosestudiosontogenéticosse llevaron a caboen el sistema

nervioso central de la rata. Las investigacionesrealizadasen las etapasfetales han

demostradoque los distintos péptidosopioidesestánpresentesen el sistemanervioso

central antesdel nacimiento.Su desarrollono escompletohastadespuésdel nacimiento

y es hacia la tercerasemanapostnatalcuandose alcanzanlos mayoresnivelesparacasi

todaslas regionescerebrales,a excepcióndel cerebeloque los alcanzadurantela primera

semana(pararevisión ver McDowell y Kitchen 1987). No existe un paralelismoen el

desarrollode los tres precursoresy hay diferenciasregionalesparaalgunospéptidosen el

períodopostnatal.Los datos obtenidosindican que la ontogénesisde los 3 precursores



-20-

ocurre independientementey que sus productos opioides tienen distintos patrones

ontogenéticos.Así, por ejemplo,en un estudioinmunocitoquimicocomparativopara la

dinorfina A y encefalinasse encontrarondiferenciaspara el patron de desarrolloen la

formaciónhipocampal(CalI 1984)y en otors trabajosparala 13-endorfinay met-encefalina

en el encéfaloanterior,cerebelo,troncoencefálico,hipocampo,córtex,estriadoy amígdala

(Bayon y col. 1979;Tsangy col. 1982ab).Los distintospatronesontogenéticosobservados

para los péptidosparecenreflejar la existenciade una activación enzimáticadiferencial

duranteel desarrollo.En estesentido,los estudioscomparativosde la ACTH y la 8-END

durantela ontogenia(Kapcala1983, 1986) y de las formasN-acetiladasy no N-acetiladas

de ¡3-endorfina (para revisión ver McDowell y Kitchen 1987) pone de relieve unas

diferenciasen el perfil de desarrollotanto en el encéfalocomo en la hipófisis de rataque

podríanseratribuiblesa esedistinto procesamiento.

1.1.2.2 Desarrollode los receptoresonioides

El estudio del desarrollo de los receptoresopioides se ha llevado a cabo

pricipalmenteutilizando las ténicasde unión de ligando a receptor.El principal método

empleadose basaen la utilización de homogenadosde membranade tejido encefálico.En

los primerosestudiosse utilizaron ligandosno selectivoscomo la naloxona,por lo que no

fue posible obteneruna buenainformación sobreel desarrollode los distintos tipos de

receptoreshastaque aparecieronligandosselectivostalescomo el DAMGO (ID-Ala2, Gly-

olI-encefalina)paralos receptoresji, el DPDPE([D-Pen2, D-Pen2j-encefalina)quepresenta
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alta selectividad para los sitios de unión 6, así como ligandos específicospara los

receptoresic: U-50488H y U-69593.La utilización de estos compuestosselectivosha

permitidoconocerla existenciade una ontogeniadiferencial para los distintos tipos de

receptores.Los receptoresy y ic son los primerosen aparecer,mientrasque los 5 están

ausenteshastala segundasemanapostnatalen la rata.En estaespecieel desarrollototal

de los receptoresy y 6 ocurreen la terceray cuartasemanarespectivamente(pararevisión

ver McDowell y Kitchen 1987). Aunqueexistenalgunaslagunasen el conocimientodel

perfil de desarrollode los receptoresK, pareceque, al igual que los receptoresa, su

desarrollocompletoesmástardío.Algunosresultadossugierenque sudesarrollocompleto

no tiene lugar, hastael día 35 postnatal(Barr y col. 1986; Hill y col. 1984; Spain y col.

1985).Sin embargo,trabajosposterioresutilizandoun ligandoaltamenteselectivoparalos

receptoresic (U-69593 handemostradola presenciade receptoresic en el encéfalode rata

en períodospostnatalestempranospresentandosu mayordesarrolloa los 10 díasdespués

del nacimiento(Kitchen y col. 1990).Al compararel númerode sitios de unión i< con este

ligando selectivoy los obtenidosutilizandoligandosmenosespecíficosse pudocomprobar

queel númerode sitios de unión obtenidoeramenor,lo que sugiereque el U-69593podría

unirse a un subtipo del receptor K (el receptor i1), que se encuentra en menor

concentraciónen el encéfalode rata(Zukin y col. 1988).

Se han señaladodiferencias sexuales en la localización autorradográficade

receptoresopioides utilizando
3H-naloxona, Según estos estudios, se produce en las

hembrasun incrementoen el áreapreópticamedial de la densidadde receptoresoploides
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desdeel día 3 al día 10 queno se produceen los machos(!]ammer 1985). Sehandescrito

recientemente además diferencias sexuales en el desarrollo de los receptores ji

hipotalámicos(Limonta y col. 1991).

Se ha estudiadola ontogeniade los receptoresopioidestambién en otras especies.

En el ratón seha comprobadoque su patrón ontogenéticoparael receptor~ es parecido

al de la rata. Los estudiosen animalescon períodosperinatalesmás largos(como en el

pollo y e] cordero) demuestran un mayor grado de madurez en los receptoresal

nacimiento.

Finalmente,hay que mencionardentro de estasecciónsobredesarrolloque seha

venido considerandoque, en general. las regionesmáscaudalesdel encéfalomadurarían

antesque las más anteriores(Jacobson1978). Parecehaber indicios de que estotambién

seriaaplicablea los receptoresopioides(verporejemploBardoy col. 1981, 1982).si bien

esteextremono estáplenamenteconfirmado y parecehaberalgunasdiscrepanciasentre

el desarrollode los receptoresy los péptidosopioides(Bayon y col. 1979; Loughlin y col.

1985: McDowell y Kitchen 1987).

1.1.3 PLASTICIDAD

Es un fenómenobien conocido la capacidaddel sistemanerviosocentral dc los

Mamíferos para adaptarse como respuestaa las lesiones o a distintos estímulos
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farmacológicoso ambientales(pararevisiónver, porejemplo,Barony col. 1985; Giardino

1990; Fuller 1984; Sliarma y col. 1988). Dentro de estecontexto, el sistema opioide

endógenoparecepresentaruna especialplasticidado capacidadde ajustea los distintos

estímulos ambientales,farmacológicoso fisiológicos. La plasticidad de los receptores

opioides ha sido puestade manifiestoa travésde distintos estudioscomportamentales.

bioquímicosy morfológicosen la rataadulta (Bardo y col. 1982. 1983; Giardino 1990;

McDowell y Kitchen 1987: Morris 1991; Sham,a1988; Tang y Collins 1978; Tempel y

col. 1982. 1984; Zadinay col. 1985).En una seriede estudiosprevios,otros autoreshan

mostradoque tras finalizar un tratamientode bloqueoopioide funcional seproduceuna

supersensibilidaddel sistemadebidaa una subsecuenteelevaciónmarcadadel númerode

receptores(Bardo y col. 1982, 1983; Sharmay col. 1988; Baron y col. 1985). Parece

probableque a estasubidadel númerode receptoresle acompañeuna elevaciónde los

nivelesde opioidesendógenos(Bardo y col. 1982, 1983: Sharmay col. 1988: Tempel y

col. 1985: Zagon y McLaughlin 1984). Sin embargo,los efectosde la administración

crónicade agonistassobrelos nivelesde receptoresson controvertidosy en algunoscasos

parecendependerdel tipo de agonistaempleado(pararevisión ver McDowell y Kitchen

1987; Templey col. 1988; Zadinay col. 1985).Ademáshan aparecidoevidenciasde que

la plasticidadde estesistemano presentalas mismascaracterísticasen las distintasetapas

del desarrollo, ni en las ratas neonatalesy las adultas (Bardo y col. 1982. 1983:

Sirinathinghji y col. 1985: Tempel y col. 1988: Zadina y col. 1985). Los receptores

opioidesse encuentranen rápido desarrollodurantelas primerassemanaspostnatales,por

lo que sedan más susceptiblesa las distintas alteraciones,confiriendo a estasetapas
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tempranasdel desarrollouna plasticidadúnica. Es interesanteseñalarque los trabajos

existentesen la literatura parecenindicar que el receptorji sería el más sensiblea los

tratamientosfarmacológicosneonatales(McDowell y Kitchen 1987; Templey col. 1988;

Zadinay col. 1985),ademásde tenerun papel importanteen la modulaciónde distintas

funcionesduranteel desarrollo(Bailey y Kitchen 1987; Hammery col. 1989; McDowell

y Kitchen 1987: Roth y col. 1980). Porotraparte, se ha postuladoque las modificaciones

postsinápticasinducidas sobre el sistemaopioide podrían tener consecuenciasa nivel

presináptico,que seríanlas responsablesde las alteracionescomportamentalesobservadas

a largoplazo (Bardo y col. 1983; !]any y Rosecrans1979; Kastin y col. 1980; Meyerson

y col. 1988: Sirinathinghji y col. 1985).Lasconsecuenciasde la plasticicidadopioide sobre

el estadofuncional de otros sistemasde neurotransmisióna nivel central,asícomo hasta

qué punto su actividadestámoduladapor una acción tónica opioide, son temaspoco

conocidos.Aunque los efectosde algunassustanciastanto agonistascomo antagonistas

opioidessobrelos sistemasestrechamenterelacionadoscomo los monoaminérgicoshan

sido investigadospor otros autorestantoen el animal adulto (Baron y col. 1985: Roth y

1980; Sharma 1988) como en ratasen la etapapredestete(Bardo y col. 1982: Roth y

1980).estacuestiónno estáaúnresuelta.La falta de resultadospositivosha podidodeberse

en algunoscasos(Bardo y col. 1982) a la utilización de antagonistasopioides de corta

duración,concretamentela naloxona.lo que nos ha llevado en estetrabajo a emplearla

naltrexona,un antagonistade efectosmásprolongados,paraintentarclarificar el alcance

de las interaccionesentreel sistemaopioide y los sistemasmonoaminérgicos.
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En la presenteTesis Doctoral se ha tratado de aportar nuevasevidenciasque

pudierancontribuir a aclarar las característicasy el alcancede la plasticidadde los

receptoresopioides.En estesentido,nuestrotrabajoseinscribe,en su primeraparte,dentro

de la investigaciónque pretendeclarificar la diferente plasticidaddel sistemaopioide

duranteel desarrollopostnatal y nos hemoscentradoen edadesconsideradasdentro de

posiblesperíodoscríticos tanto parael desarrollodel sistemanerviosoy endocrino,como

parala función opioide en particular.Así, a los 7 diaspareceestablecersela respuestade

13-endorfina(pero no de corticosterona)al estrés(Iny y col. 1987) y sealcanzael pico

predestetede efectividad analgésicade la morfina parala pruebanociceptivade la placa

caliente(Blass y col. 1993). Se consideraquehaciael final de la segundasemanapostnatal

finaliza el proceso de sinaptogénisisy el incrementode la densidadde terminalesde

catecolaminas(pararevisión ver Kellog 1992)y aparecela respuestade corticosteronaal

estrés(Iny y col. 1987>. Además,existe una clara diferenciaentrela sensibilidadde los

receptoresopioides a la administraciónde morfina entrela primeray segundasemanas

(Tempel 1988). !]acia la tercerasemanalos receptoresji y 8 alcanzanlos nivelesdel adulto

(Bardo y col. 1981; McDowell y Kitchen 1987; Petrillo y col. 1987: Spain y col. 1985:

Tsang y col. 1982ab; Volterra y col. 1986), y a los 30 días de edadaparecela primera

influenciade la administraciónde opioidessobrela liberaciónde corticosterona,quequeda

plenamenteestablecidaal día 45 (Bailey y Kitchen 1987). En la segundaparte de esta

Tesis hemosabordadolas repercusionesde dicha plasticidadsobreel desarrollode los

sistemasdopaminérgicoy serotoninérgico,asícomo sobreel establecimientode unaamplia

gama de pautas comportamentales.Paralelamente,se ha realizado un seguimiento
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continuadode diversosparámetrosdel desarrollosomáticoy neurobiológico.En todoslos

casosse han utilizado antagonistasopioidesde largaduraciónpara conseguirel bloqueo

funcional del sistemaopioide.

1.1.4 SISTEMA OPIOIDE Y NOCICEPCION

El dolor esunaexperienciadesagradableque no esposibledefinirexactamentepor

ser subjetiva. Sin embargo,las respuestasfisiológicas asociadasal dolor sí puedenser

registradasy medidasa travésde diversostipos de pruebasnociceptivas.El ser vivo está

constantementesometidoa un gran númerode estímulosnocivos.El dolor actúaavisando

de los posibles dañosy lesionesproducidasa causade estetipo estímulos. El dolor

representapor tantoen estoscasosun sistemaeficaz de alarmay, comoconsecuencia,de

defensade la integridadfísica del individuo. Deentrelas múltiples funcionesbiológicas

en las que parece estar implicado el sistema opioide endógeno, las acciones

antinociceptivasde los opioidesse han situadotradicionalmenteen un lugardestacadode

la investigaciónen este campo, debido a su interéspara la especiehumana.Dada la

multiplicidad de sistemasoploides no es sorprendenteque el estado actual de la

investigaciónopioide en relación con el dolor reveleuna gran complejidad.

1.1.4.1 Modulación del dolor por el sistemaopioide

Se consideraque los dos sitios principalesen los que se producela modulación
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opioidérgicadel dolor sonel encéfaloy la médulaespinal(Basbaumy Fields 1984; Millan

1986: Yaksh y Noneihed 1985). Las áreas mesencéfalo/puentetienen una especial

relevanciaen la acciónantinociceptivade los opioides.La microinyecciónde cantidades

mínimas de morfina dentro de la sustanciagris periacueductalson capacesde producir

antinocicepción(Tsou y Jang1964).Como ya semencionó,tambiénseproduceanalgesia

por estimulacióneléctricade estazonay del núcleo del rafe dorsal,que esparcialmente

antagonizadapornaloxona,lo queindicaunamediaciónopioidérgicaen los efectosde esta

estimulación (Akil y col. 1976; Mayer y col. 1971). Además, y como indicamos

anteriormente,la sustanciagris periacueductaly las regionesdel tallo cerebraladyacentes

son ricas en receptoresopioides(ver sección1.1.1.3), sobretodoy y K (tambiénaparecen

receptoresa, aunqueen menorcuantía),y en péptidosopioides: 13-endorfina,dinorfina y

encefalinas. Algunos estudios recientes indican que la estimulación eléctrica del

mesencéfaloque produceantinocicepcióndisminuyela concentraciónde 13-END (pero no

de dinorfina ni de met-encefalina)en la sustanciagris periacueductalMillan y col. 1987).

Despuésde la estimulación eléctrica repetida parece producirse un descensoen la

antinocicepcióninducida y los efectosde la morfina son mucho menores.Estos datos

demostraríanla existencia de tolerancia cruzada entre la morfina y la 13-endorfina.

indicandoque la liberación de 13-END y la activaciónde los receptoresji en la sustancia

gris periacuedultaldesempeñanun papel importanteen la antinocicepcióninducida por

estimulación(Millan y col. 1987, 1991). Además,estosresultadosapoyanel supuestode

que los receptoresu son un factor importanteen la modulacióndel dolor en el encéfalo.

Existen tambiénindicacionesde que la activación de los recptoresa tendría un efecto
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similar. En los trabajosde Porrecay colaboradores(1984, 1987)sepudo observarque no

existía toleranciacruzadaentre la morfina y los agonistasde receptor5 administrados

intracerebrovetricularmente(icv), así como que la analgesiainducida por los agonistas

selectivos5 serevertíaporantagonistas5 que no erancapacesde suprimir la analgesiapor

morfina. Estosresultadosllevaron a la conclusiónde que en la analgesiasupraespinalno

sólo intervienenlos receptoresy, sino tambiénlos receptoresa.

Como ya semencionóen la secciónde receptoresopioldes,otros datossugieren

la existenciade un complejo formado por los receptoresy y 5 interactuandoentre sí

(Porrecay col. 1987; Rothman y col. 1988, 1990; Schoffemeery col. 1988). A nivel

supraespinallos receptores5 intervendríanen la modulaciónantinociceptivade dosformas:

directamente,mediantela acciónde sus agonistase independientementede la actividadde

otros receptores.y a través de su acción indirectapotenciandola acción de los agonistas

ji por la interacciónno competitivaentrelos agonistasy y 5.

Por lo que se refiere a la implicación de los receptoresic en la antinocicepción

supraespinal,es importanteconsiderarque tanto las dinorfinascomo los propiosreceptores

K están estánestratégicamentelocalizadospara la modulación de la nocicepciónen los

distintosnivelesde su procesamiento.Así, en el encéfaloson abundantesen la sustancia

gris periacueductaly en el tálamo, regionesimplicadas en la integración de de la

información nociceptivaascendentey tambiénrelacionadascon las rutas inhibitorias del

dolor que desciendena la médulaespinal.Ademástambiénel sistemalímbico y el córtex
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cerebral-implicadosen los aspectosafectivosy emocionalesdel dolor- son regionesricas

en receptoresvc y encefalinas(Millan 1990). Sin embargo,el papelde la activación de los

receptoresicenla antinocicepcióna nivel encefálico,y másconcretamente,su intervención

ante los estímulos dolorosos térmicos ha sido considerada con frecuencia poco

significativa.Estacuestiónha sidorevisadarecientementey seha comprobadolo contrario.

Los estudiosrealizadosporMillan y colaboradores(1989, 1991)en la ratademuestranque,

ademásde los receptoresic de la médulaespinaltambiénlos del encéfalopuedenintervenir

en la antinocicepcióntanto frentea los estímulomecánicoscomo térmicos.Sin embargo,

en el casode los estímulostérmicos-y en contrastecon los receptoresy- la acción de los

agonistasw es dependientede la intensidaddel estímulo.

Ademásdel mesencéfaloy del puente,tambiénlas áreaslímbicasestánimplicadas

en los fenómenosanalgésicoso antinociceptivos,sin embargoeste efecto es menos

conocidoque el que se produceen el tronco encefálico(pararevisión ver Beitz 1992). La

dificultad estribaen la implicación del sistemalímbico en la respuestaemocionalal dolor

La morfina puedeinteractuarcon los receptoresy del sistemalímbico disminuyendolos

nivelesde ansiedady produciendoeuforia(relacionadacon los fenómenosde adicción)

(pararevisión ver Ernrich y Schmaus1991; McKnight y Rees1991).Los agonistasK. por

el contrario, tienen propiedadesdisfóricas(Dysktra1992) y se creeque no tienenefectos

antinociceptivosa través del sistemalimbico (pararevision ver Millan y col. 1991). En

contrastecon los agonistasu. los agonistasK se muestraninactivos frentea la estimulación

eléctricade la cola y no son capacesde modificar la respuestade vocalización (Millan
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1989),que se consideraque estáintegradaa nivelessuperioresy podríaserindicativa del

componenteafectivo/emocionaldel dolor (Can y Bak 1988; Paalzowy Paalzow 1975;

Vidal y Jacob1985). Estadiferenciaentrelas accionesde los agonistasji y c podríaestar

relacionadacon sus distintosefectossobreel estadoemocional.

Por lo que se refiere al nivel espinal,es en el astadorsal (donde tiene lugar la

entrada nociceptiva) la región donde tiene lugar la modulación opioidérgica de la

nocicepción(Yaksh y Noneihed 1985). Esta zona presentagrandesconcentracionesde

péptidosopioides(así como de otros neuropéptidos)(pararevisiónver Satoh y Kuraishi

1991; Wiesenfeld-!]alliny Xu 1992) y se encuentranlos tres tipos de receptores(u, ~y

ic) (pararevisión ver Lewis y col. 1983ab;Monis 1991; Satohy Kuraishi 1991)en alta

densidad.Existen evidenciasde que, al igual que ocurría en el encéfalo,determinados

estímulos nociceptivosproducen la activación de los receptoresji en la modulación

dolorosa espinal (Millan y col. 1991). La D-Ala-D-Leu-encefalina(DADLE, ligando

sintéticodel receptor& tambiéntiene efectoen la modulacióndolorosaa nivel espinallo

que indica la implicaciónde los receptores~y seha encontradoque seproduceun vaciado

del contenidode met-encefalinaen la médula espinal frente a un estímulo nociceptivo

(Millan 1986). Los resultadosde Porrecay colaboradores(1984) en ratón utilizando la

pruebatérmica de placa caliente indicabanque aunquela antinocicepciónsupraespinal

teníacomponentesy y ¿, la antinocicepcióna nivel espinalparecemediadaexclusivamente

por receptoresb.
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El papelde los receptoresic en la mediaciónespinalno estáenteramenteaclarado,

dadoque la inyecciónintraperitonealde dinorfinainduceflaccidezmotora,lo cualdificulta

diferenciar la verdaderaantinocicepciónde la incapacidadmotora. Sin embargo si ha

podido demostrarseque el papelde las dinorfinasen los procesosde antinocicepciónes

más importantea nivel espinalque encefálico(pararevisión ver Satohy Kuraishi 1991,

Millan y col. 1991). Además,a diferenciade los agonistasji (morfina y fentanil) que

presentanuna actividadantinociceptivaindependendientede la intensidadtanto paralos

estímulosnociceptivostérmicoscomo de presión de la cola, los agonistasselectivosdel

receptoric tienen un efecto dependientede la intensidadpara los estímulos térmicos.A

balasintensidadessoncapacesde actuarcontrael dolor, mientrasquesu accióndesaparece

a medidaque se aumentala intensidad(Millan 1986, Millan 1989, Millan y col. 1991).

En los últimos años se han acumuladodatos que señalanque ademásde en el

encéfalo y la médula espinal, la activación de los receptoresopioides localizados

periféricamentetendríatambiénun papelantinociceptivo.Unade las primerasevidencias

fue la aportadapor Wood en 1855 quien señalóque se observabanefectosanalgésicos

cuadola morfinase inyectabalocalmenteen las zonasperiféricasdoloridas.Recientemente

(Stein 1991: Stein y colaboradores1989, 1990)se ha sugeridoun papelde los receptores

ji, 5 y K en la antinocicepciónproducidaen tejidos inflamados. Además,también se ha

relacionadoa los péptidosopioidesadrenalescon la analgesiainducidapor estrés(Lewis

y col. 1982: Kimura y col. 1988)
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1.1.4.2 Mecanismosno opioidérgicos

A pesarde que es especialmenteimportantela modulaciónejercidapor el sistema

opioide endógenosobre la percepción del dolor, la alta complejidad de las bases

anatómicas y neuroquimicas de los sistemas nociceptivos endógenos implica la

intervencióne interacciónde otros sistemasde neurotransmisióny neuromodulación.Los

aminoácidosexcitatoriosglutamatoy aspartatoparecenestarrelacionadoscon muchasde

las proyeccionesdescendenteshacia el tronco encefálico que parten de regionesmás

antenoresimplicadasen la antinocicepción.así como con partedel circuito interno del

tronco encefálicocomo la vía sustanciagris periacueductal-bulboraquídeoventromedial

(pararevisiónver Beitz 1992). Las monoaminasparecentenertambiéncierta implicación

en este circuito intrínseco del tronco cerebral y en la modulación de las áreas

antinociceptivasdel encéfaloanterior,sin embargodondeparecentenerun papelclavees

en las vías bulbo-espinalesasociadascon la antinocicepción.La coactivación de los

sistemasespinobulbarescatecolaminérgicose indolaminérgicosparece ser un rasgo

característico de las vías descendentesantinociceptivas(para revisiónver Beitz 1992).

Ademásla serotoninapareceseresencialparala mediaciónen la inhibición descendente

del dolor, y en particularparala analgesiaopioide (porejemploBaron y col. 1985: Mayer

1979: Nakazaway col. 1991: Samaniny col. 1970; Yaksh y Tyce 1979)aunquetambién

hay indicacionesde la participaciónde la dopamina(Rosecransy col. 1977).Porotraparte

parececlaro que dentro de la sustanciagris periacueductallas neuronasproductorasde

ácidoy-aminobutírico (CABA) tienenefecto inhibidor sustancialsobrela neuronasque
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se proyectan hacia el bulbo ventromedial (Williams y Beitz 1990) y, además,las

encefalinasy ¡3-endorfinaintreactúancon interneuronasGABAérgicasparadesinhibir el

outputneuronalhaciael bulbo ventromedial(Depaulisy col 1985; Moreauy Fields 1986).

El GABA también parece estar relacionadocon algunasvías antinociceptivasque se

proyectaríandesdela sustancianigraa la sustanciagris periacueductal(Williams y Beitz

1990).La acetilcolinaaparececomoposiblemoduladordel doloren la proyeccionesdesde

el núcleocuneiformeal bulbo ventromedial(pararevisión ver Beitz 1992).La hormona

calcitonina.asimismo,pareceestarimplicadacon la modulacióndel dolor a nivel central

y periférico puedeinteractuarcon el sistemaopioideen dicharegulación(pararevisión ver

Goicoechea1991. Tesis de Licenciatura).Finalmente,otros neuropéptidosno opioides

estanasociadoscon las víasreguladorasdel dolor a distintosniveles.Así, la neurotensina

y la somatostatina inervienen en la vía que se proyecta desde la sustanciagris

periacueductalal bulbo raquídeoventromedial, los péptidossustanciaP y neurotensina

están asociadosa la proyección desde el hipotálamo lateral a la sustancia gris

periacueductaly la sustanciaP tambiénpareceestarimplicadaen la vía desdeel núcleo

cuneiforme al bulbo ventromedial (para revisión ver Beitz 1992). Sin embargo sus

funcionesprecisasrequierenmayor análisisy clarificacion.

El astadorsalde la médulaespinalcontieneuna seriede neuropéptidosno opioides,

algunosde los cualesparecenestarimplicadosen la mediacióny modulacióndel dolor.

Tal es el caso de la sustanciaP, la somatostatina.el péptido intestinal vasoactivo.la

galaninay el péptido relacionadocon el gen de la calcitonina(pararevisiónver Dalsgaard
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1988; Jordany Oehme 1985)que coexistenen los terminalesaxónicosde las neuronas

aferentesprimarias,paralos que seha propuestorecientementeun modelo de mediación

e interacciónen la regulacióndel dolor a nivel del astadorsal (Wiesenfeld-Halliny Xu

1992). Por otra parte.Kuraishi y colaboradoresen 1985 postularonque la sustanciaP y

la somatostatinaestarían implicados en la transmisión de los estímulosnociceptivos

mecánicosy térmicos,respectivamente.Los datosobtenidosposteriormentehan apoyado

estahipótesis. Así, la administraciónintratecal de antisuerocontra la sustanciaP o la

somatostatinaen la rataproducíauna antinocicepciónespecíficaparacadamodalidaden

las pruebasnociceptivasde presiónde la patay placacaliente,respectivamente(Nancey

col. 1987: Satoh y Kuraishi 1991; Ohno y col. 1988).

Además, los opioides puedeninteractuarcon la sustanciaP y otras sustancias

implicadasen los procesosinflamatorioscomo la bradiquininay las prostaglandinasen los

terminalesnerviososperiféricos (pararevisión ver Dray y Perkins 1993; Ferreiray col.

1982: Jordany Oehme 1985; Stein y col.1990). Por otra parte, se ha propuestoque los

corticosteroidesadrenalestendrían también un papel importanteen la regulaciónde la

analgesiaopioide (pararevisión ver Lewis y col. 1980. Termany col. 1986)..

Puedeconcluirsepuesque en todoslos niveles del sistemanerviosorelacionados

con lamodulacióndel dolor existeuna interaccióncomplejay posiblementeunaactuación

en paralelo de mecanismosopioidérgicosy no opioidérgicos(para discusión ver Beitz

1988; lggo y col. 1985: Lewis 1986; Lewis y col. 1980: Reid 1992: Satohy Kuraishi 1991:
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Wiesenfeld-Halhiny Xu 1992).

Finalmente,hay que añadirqueestacomplejidaden la regulaciónde la nocicepción

también ha sido puestade manifiestoen los trabajoscon ratasneonatales(Alieva y col.

1986; Entersy Spear1988; Laviola y Loggi 1992; Pujol y col. 1993: Speary col. 1985).

1.1.4.3 Pruebasnociceptivas

Parael estadiode las posiblesalteracionesde los umbralesnociceptivosproducidas

por un determinadocompuestoo circunstancia(estrés,alteracionesdel ambientefísico,

psicológicoo social)es necesariala utilización de unaspruebasnociceptivasespecíficas.

En la mayoría de los casos,medianteestaspruebasseevalúa si aumentao disminuyeel

tiempode aplicación del estímuloporquese retrase(analgesia)o adelante(hiperalgesia)

la aparición de la conductade evitación. Existen otro tipo de pruebasen las que se

contabilizael númerode respuestasal estímulonocivo duranteun determinadointervalo

de tiempo preestablecido(por ejemplo, el número de contorsionesinducidas por la

inyecciónintraperitonealde ácido acético).

Los estímulosnociceptivospuedenserde naturalezadiversa, lo que nos permite

clasificar las pruebas nociceptivasen químicas (el estimulo doloroso es una sustancia

irritante como el ácido acéticoo la fenilbenzoquinona)y físicas. Dentro de esteúltimo

grupo sepuedendistinguir las pruebaseléctricos (el dolor esproducidopor un estímulo
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eléctrico),las mecánicas(la aplicaciónde un estímulode presióncrecienteesel elemento

productordel dolor) y las térmicas (que empleanestímulosde caloro frío).

* Pruebasuuímicas

En este tipo de pmebasla inyección intraperitonealde una sustanciairritante

produceen el ratón o la rataunapautaque se conocecomo contorsión.Estaconductase

manifiestacomo una ondade alargamientoy constricciónque atraviesacaudalmentela

pared abdominaldel animal acompañadade un retorcimientodel tronco y seguidode las

patas traseras(Collier y col. 1968; Goicoechea1991, Tesis de Licenciatura).En estas

pruebasse valora el númerode contorsionesrealizadaspor el animal en un período de

tiempo preestablecido.

* Pruebasfísicas

§ Pruebas eléctricas

En estaspruebasse utiliza el estimuloeléctricocomo inductorde dolor. Dentro de

estetipo podemoscitar las pruebasde estimulaciónde pulpadentariadel conejo (Piercey

y Shroeder1980) y de estimulaciónde la cola del ratón (pararevisión ver Turner 1965).

Dentrode estegrupocabedestacarla pruebade estimulacióneléctricade la colaen la rata

(Carrol y Lim 1960: Naranjo y col. 1982: Schimdt y col. 1989) que permite evaluar
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diferentesreaccionesal dolor integradasa distintosniveles del sistemanerviosocentral.

Estapruebaha sidorecientementeutilizadaparael estudiodel desarrollode la nocicepción

(Viveros y col. 1993) y en relacióncon el sistemaopioide endógeno(Pujol y col. 1993).

§ Pruebas mecánicas

En estetipo de pruebasel estímulode presión se aplica bien a la cola o, más

frecuentemente,en la pata trasera,y el anima] empleado comunmentees la rata.

Tradicionalmentese ha empleadopara valorar los efectos analgésicosde distintas

sustanciasal sometera una presión crecientela patadel animal a la que previamentese

ha producido una inflamación por inyección de una sustanciairritante (generalmente

formalina,carrageenan.prostaglandinaso adyuvantede Freund)(Randalíy Sellito 1975).

La apariciónde nuevasdemandasen los estudiosfarmacológicosque empiezana dirigir

sus intereseshacia las respuestasnociceptivasen las edadesneonatales,así como de una

mayor sensibilidadsocial frenteal tipo de manipulaciónal que se sometea los animales

de experimentación,han hechoque este tipo de pruebasempiecena verse modificadas.

Así, el aparatocomercialempleadoparala pruebade Randalí-Sellito,anteriormentecitada.

ha sido adaptadopara evitar el daño tisular. especialmenteen las ratas más jóvenes

(Kitchen 1984).y paraestostrabajosya no se hacenecesariocausarninguna inflamación

al animal. En estaTesis Doctoral se ha empleadodicha modificación en todos los casos

parala pruebade la presion de la pata (ver la sección 111.2.1.4de Mateilal y métodos).

prefiréndoseestapruebaa la de la presión de la cola porpresentaruna menordispersión
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en los datos y una mayor sensibilidada la mediaciónopioide (Kitchen 1984)

§ Pruebas térmicas

Entre las pruebastérmicasmás empleadasestála de la placa caliente (Eddy y

Leibach 1953; Tyers 1980)en la que se valoranlas reaccionesdel animal situadoen una

placa calentadapreviamente. Se pueden tomar como parámetrospara dar fin a la

exposicióna la pruebael lamido de las patasanteriores,de las patastraserasy el salto,

entre otros: cada uno de ellos relacionadoscon un tipo de mediación diferente del

fenómenodoloroso (Goicoechea1991, Tesis de Licenciatura). Otra prueba utilizada

frecuentementees la retracción de la cola o tail.flick (D’Armour y Smith 1941; Turner

1965). En ella se mide el tiempo de reacción tras el cual el animal retrae la cola de la

acción de un haz luminoso de intensidadsuficiente como para ser nociceptivo. En la

pruebade inmersiónde la cola o tail immersion(Janseny col. 1963; Kitchen y col. 1984)

el estímulodoloroso es producidoal sumergir la cola del animal en un baño de agua

caliente,a una temperaturapreestablecida,y se valorael tiempo que tarda el animal en

retirar la cola del agua. Este último tipo de prueba térmica ha sido utilizado para la

realizaciónde estaTesisy duranteel transcursode la misma se observóla conveniencia

de modificar el protocolo original (Kitchen y col. 1984) en uno de los apartados,para

adecuarloa las edadesmás tempranasdel desarrollo(ver sección111.2.2.4 de Material y

métodos>
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Las pruebasnociceptivasson una herramientade trabajoampliamenteutilizadaen

los estudiosfannacológicos,y de entre ellos, particularmente,en la investigacióndel

sistemaopioide. Es de sefialar que, recientemente,seha suscitadoun especialinterésen

estecampoen lo que serefiere a los mecanismosneuralessubyacentesa las respuestasa

los distintosestímulosnociceptivos(Millan 1990).En estalínea, las pruebasempleadasen

la presenteTesisDoctoral -presión de la pata e inmersión de la cola- fueron elegidas,

precisamente,porempleardostipos distintosde estímulosquesesabequeestánregulados

a travésde distintasvías neurofisiológicasque implican al sistemaopioide. Así, mientras

los receptoresy parecen ser los más implicadosen la regulaciónde la nocicepción

producidapor estímulostérmicos,los receptoresc intervendríande formamásimportante

en la producidapor otro tipo de estímulos,especialmentelos de presión (Kitchen 1984,

Tyers 1980).

¡.2 INTERACCIONESSISTEMA OPIOIDE MONOAMINAS

Los estudios en la edad adulta indican la relación entre los sistemas

monoaminérgicosy el sistemaopioide endógeno.Así, por ejemplo,seha observadoque

la exposicióncrónica a morfina (agonistaopioide general) produce incrementosen el

porcentajey/o en la afinidad de los receptoresD2 paradopaminaen hipotálamoy estriado.

aunqueel tratamientocrónico con met-encefalina(péptidoopioide endógeno)no tiene

efectosobredichasvariables(Steecey col. 1986).Además,la administraciónde morfina

y agonistasde los receptoresy y K produceelevacionesen los nivelesplasmáticosde
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catecolaminas.posiblementea travésde su acción sobreregionesdiscretasdel hipotálamo

y troncoencefálico(pararevisión ver Hoehey Duka 1993). Porotraparte,se ha propuesto

que los opioidesactuaríansobreneuronasdopaminégicasmesolimbicasincrementandosu

liberación en situacionesde estrés (Kamata 1987). Además, se ha descrito que la

administraciónde morfina acelerala biosíntesisde catecolaminasen el encéfaloenterode

ratascontroles,pero no en las tolerantesa morfina (Barón y col. 1985; Clouet y Ratner

1970). A su vez, la supresión permanentede DA en ratas neonatalesafecta a la

antinocicepciónproducidapor morfina en animalesadultos (Rosecransy col. 1977),y la

administraciónde 5,7-dihidroxitriptamina(una toxina para la serotonina)produce una

disminucióndel númerode receptoresopioidesde la médulaespinalde ratasen desarrollo

(Kirby y Mattio 1982). Además,se ha visto que distintos agonistasde serotoninason

capacesde incrementarlos niveles de leu-encefalinaen estriadoy de disminuirlos en

tálamo+hiporálamoacompañadosde una bajadaen la concentraciónde 5-HT 6 5-HIAA,

en ratasadultas(Kmieciak-Koladay Kowalski 1986).Los nivelesde 13-endorfina(agonista

opioide endógeno)en la hipófisis anterior e intermediaestánreguladospor DA y 5-HT

hipotalámicas,siendo inhibidorala DA y estimuladorala 5-HT (pararevisiónver Forman

y col, 1990). Ademásen las ratasancianasse ha observadouna elevaciónde los niveles

de 13-endorfinaen los lóbulosanteriore intermediode la hipófisiscausadosporelevaciones

de la función serotoninérgicay descensode la dopaminérgica.respectivamente(Forman

y col. 1990).

Los diversosestudiosautorradiográficosy bioquímicosen la edadadulta indican
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que muchosreceptoresopioidesestánlocalizadosen neuronasquecontienenmonoaminas

por todo el encéfalo.Más concretamente,respectoa nuestroestudio,se han encontrado

receptoresopioldesen neuronasdopaminérgicasestriatalescuyoscuernosneuronalesestán

localizadosen el propiocuerpoestriado(Jíles y Jackisch1991; Murrin y col. 1980) o se

encuentranen la substantianigra (Illes y Jackisch1991;Murrin y col. 1980;Pollard y col.

1977). En relacióncon éstoseha visto a travesde diálisis encefálicain vivo en ratasque

varios compuestosagonistassintéticos del receptor 1< inhiben la liberación de DA en

estriado,mientrasque los agonistasdel receptory incrementanla liberación (Illes y

Jackisch1991: Di Chiarae Imperato1988).Además,en preparacionesde estriadode rata

se ha podido observarque los agonistasdel receptor5 incrementanla I)A endógena

(Jhamandasy Manen 1987).La dinorfina 1-17 (péptidoagonistade receptorx) inyectada

en la pars reticulatade la substantianigra inhibela liberaciónde DA en estriado,aunque

a altasdosis (pero no a mediaso bajas) puede aumentarlas concentracionesde DA y

DOPAC y. a dosis medias, las de HVA en esta misma estructura, medidas por

microdialisis in vivo (Reid y col. 1988). Por otro lado, se ha observadoque la dinorfina

1-13 (péptido agonistadel receptor K) inyectadaasimismo en pars reticulata de la

substantianigra incrementalos nivelesde DOPACen estriado.iii vitro (Tan y Tsou 1988).

Lamorfina (l6mg/Kg) inyectadasubcutánementetambiénincrementalas concentraciones

de DOPACy HVA en estriado(Kim y col. 1986).Existen estudioselectrofisiológicosque

indican que la morfinapodríaactuarsobrelas neuronasdopaminérgicasincrementandola

frecuenciade disparoen la pars compactode la substantianigra, cuandose administrada

vía sistémica (Finnerty y Chan 1981) o iontoforética (Hommer y Pert 1983; Illes y



-42-

Jackisch 1991; Jurna 1981). Sin embargo,la dinorfina 1-13 vía iontoforética no tiene

efecto (Lavin y García-Muñoz1985) y el U-504888H (compuestosintético agonistadel

receptor ic) por vía intravenosadeprime la frecuenciade disparo (Walker y col. 1987),

ambosen la pars compactode la substantianigra. Sin embargosi la dinorfina 143 (vía

iontoforética) se administra en la pars reticulata de la substantianigra, reduce esta

frecuenciaen las neuronas(Lavin y García-Muñoz1985). Tambiénse ha encontradoen

preparacionesde hipotálamomediobasalquela8-endorfinainhibela liberaciónespontánea

de DA (Wilkes y Yen 1980). Este efecto es antagonizadopor naloxona(antagonista

opioide general),que administradasolaproduceelevacionesde DA (Illes y iackisch1991;

Leademy col. 1985). Ademásla administraciónintraventricularde ¡3-endorlina,morfina

[D-Ala2I-metionina-encefalinamida(agonistaopioidesintético)inhibenla liberaciónde DA

por las neuronastuberoinfundibulares,mientrasque el pretratamientocon naloxonaevita

este efecto (Gudelsky y Porter 1979). Por otra parte, se ha podido observarmediante

microdiálisisque la inyección subcutáneade morfina escapazde aumentarla liberación

de serotoninay los nivelesextracelularesde 5-HIAA en el diencéfalode la rata(Grauer

y col. 1992). Es posible que haya neuronasserotoninérgicasque contenganreceptores

opioides,puestoque se presumeque la antinocicepcióninducidapor morfina implica la

activaciónde neuronasserotoninérgicasdescendentesque seproyectandesdelos núcleos

del rafe hastalas astasdorsalesde la médulaespinal(Mayer 1979: Mayer y Price 1976).

Así, se ha observadoque lesionandoel nucleo del rafe mediano o haciendodescender

farmacológicamentela síntesisde 5-HT, se atenúala eficaciade la analgesiapor morfina

(Baron y col. 1985: Samaniny col. 1970;Tempely col. 1982).Además,la antinocicepción
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producidapor inyección de la morfina en la sustanciagris periacueductalse reduce

significativamentepor administraciónintratecalde metilsérgido(antagonistade 5-HT), lo

que es consistentecon el hecho de que la inyección de morfina en la sustanciagris

periacueductalproduzcaliberación de 5-HT en la médula espinal (Baron y col. 1985;

Yaksh y Tyce 1979). Se ha descritoque también el efecto analgésicode la D-Ala2-Leu5-

encefalina(agonistapreferentedel receptor~)sepotenciacon la inyecciónde. 5-HT y se

atenúacon reserpina(fármacoque interfierecon el almacenamientode las monoaminas).

Estaúltima atenuaciónpuederevertirsepor inyecciónde 5-1-IT (Baron y col, 1985; Lee y

col. 1978>. Asimismo, la antinocicepciónproducidapor agonistassintéticosespecíficos

parael receptor ic se revierte al hacerdescenderlos niveles de 5-HT en el encéfalo y

médulaespinalpormedio de neurotoxinas(Nakazaway col. 1991).

Dadasla evidentesinteraccionesentrelos dossistemasanivel central,parecelógico

pensar que el bloqueo del sistema opioide tenga consecuenciassobre los sistemas

monoaminérgicos.Así, algunos autoreshan estudiadolos efectosdel bloqueoopioide

crónicoduranteocho díasmediantela utilización de implantessubcutáneosde naltrexona

(Barón y col. 1985; Sharmay col. 1988). En el primerode los mencionadosestudiosse

midieron los cambiosen la concentraciónde monoaminasy en el segundose valoraronlas

tasasde recambio en diversas regionesencefálicas.En ambos trabajos se observaron

algunoscambiosen los sistemasdopaminérgicoy serotonégico,aunque,en contrade lo

esperadodadas las evidenciasanteriores,no fueron capacesde detectarcambios en el

cuerpoestriado,hipotálamoy sustanciagris periacueductal.
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Son muy pocoslos trabajosque aparecenen la literaturaqueestudienel efecto de

los agonistasy antagonistasopioidessobreotros sistemasde neurotransmisióny menosaún

duranteel desarrollo.Algunos autoreshan observadoque la administraciónaguda de

morfina duranteperiodoneonataltempranoen la rataproduceunaelevaciónsignificativa

de la concentraciónde DOPACunahoray mediamástarde.Esteefectoeraevidentedesde

el día 6 hastala edadadultacon un pico en el día 15; sin embargono se producíaal día

3 (Roth y col. 1980).Por lo que serefiere a la adminitracióncrónicade antagonistas,en

un trabajoanterioren el que se investigabalas repercusionesdel bloqueoopioideen ratas

de 22 días inyectandonaloxonadiariamentedesdeel día 1, no encontraronningún efecto

sobrelas concentracionesde dopamina,serotoninao noradrenalinani en una mediciónla

tasade recambio(utilizando a-metiltirosina, inhibidor de la tirosina hidroxilasa) de la

dopaminay noradrenalinaen ninguna de las regionesencefálicasque examinaron(entre

ellas. el cuerpoestriado,mesencéfaloe hipotálamo) (Bardo y col. 1982). Los autores

sugirieronque la utilización de un antagonistade mayor duración sí podría producir

alteracionesen el desarrollode los sistemasmonoaminérgicos.

Parececlaro que el sistemaopioide tieneun papelimportanteen la regulaciónde

los sistemasmonoaminérgicostanto en el animal adulto como en el neonato.presentando

ademásdiferenciasen susaccionesa lo largodeldesarrollopostnatalque permitensugerir

la existenciade períodoscríticos para su actuación.Son relativamenteescasos,sin

embargo,los trabajosque tienencomo objeto los animalesneonatafesy esaúnmáspatente

la escasezde investigacionesque abordende forma continuadaduranteel desarrolloel
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estudio dinámico de las interacciones entre el sistema opioide y los sistemas

monoaminérgicosutilizandoantagonistasopioides.El presentetrabajoha pretendidohacer

hincapiéen estosaspectoscomo un modo de clarificar las repercusionesde la plasticidad

del sistemaopioide duranteperíodoscríticos del desarrollosobreel funcionamientode los

sistemasmonoaminérgicoscentralesestrechamenterelacionados.

1.3 SISTEMA OPIOIDE Y COMPORTAMIENTO

Como ya se mencionóen la sección11 1 5 de estaintroducción,son muchoslos

tipos de comportamientosy condicionespsicológicasen las que intervieneel sistema

opioideendógeno.Sin embargo.en esteapanadonoscentraremosen su modulaciónde las

relacionessocialesy de las respuestasexploratoriasy emocionales,por constituiréstasel

objeto directo del presentetrabajo.

Existenevidenciasexperimentalesque implican al sistemaopioide encefálicoen la

modulación de las interacciones sociales en los animales jóvenes y en el apego

matemofilial (Hermany Panksepp1978; Pankseppy col. 1978).Se ha encontradoademás

que, a su vez, el funcionamientodel sistema opioide y la nocicepciónpuedenverse

alteradospor el ambientesocial en animalesneonatales(Alleva y col. 1986: Entersy Spear

1988; Speary col. 1985). Asimismo, pareceque el aislamientosocial en ratasde 6 días

produceanalgesiareversiblepor naloxonay antagonistasde serotonina(Speary col. 1985:

Entersy Spear1988). Por otra parte. la ¡3-endorfinaparecetenerun efecto supresorde la
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motivación sociosexualen ratasadultasque puederevertisepor naloxona(Wiesnery col.

1986). Se visto ademásque la administraciónde la naloxonaen ratasneonatalespuede

producir una disminuciónen el juego social (Siegel y Jensen1986).

Dentro de estecontexto,el aislamientosexualneonatal(mantenera los animales

en camadassólo de machoso sólo de hembrasdesdeel nacimiento)constituyeun modelo

de modificaciónde las condicionessocialesde gran interésbiológico. Sin embargo,son

pocoslos trabajosque han utilizado estetratamiento(Alleva y col. 1986; Laviola y Loggi

1992; Sharpe1975: Van de Polí y col. 1982). De entreellos, sólo uno ha estudiadola

implicacióndel sistemaopioide, encontrandounapotenciacióndel efectoanalgésicode la

morfina en ratonesmachosaisladossexualmentede 40 dias deedad(Alleva y col. 1986).

Es de interésmencionarque el aislamientosexualtambiénpareceafectara la sensibilidad

de los ratoneshembraa los efectosantinociceptivosde las benzodiazepinasen la edad

adulta,aunqueno pareceafectara la nocicepciónde los machos(Laviola y Loggi. 1992).

Las evidenciasencontradashastael momentoparecenindicar que el aislamientosexuales

una situaciónde ambientesocialque puedeproducir alteracionesen los sistemasneurales

implicadosen la modulacióndel dolor, posiblementede formadistintasegúnel sexo.Dada

la importante implicación del sistema opioide tanto en la nocicepción como en la

modulaciónde las interaccionessociales,señaprevisiblequedichomodelo fueracapazde

producir alteracionesen el desarrollopostnataldel sistemaopioide y la nocicepción.Esta

cuestiónha sido abordadaporprimeravezen la presenteTesisDoctoralde formaconjunta

y en ambossexos.
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Son numerososlos estudiosque indicanque los péptidosopioidesse liberan como

parte de una reacciónadaptativadurantedeterminadassituacionesestresantescomo por

ejemplo en la respuestaal choqueeléctrico ~Fanselowy Bolles 1979) y en la natación

forzada(pruebade desesperación)(Katoh y col. 1990; Sunal 1986).En circunstanciasde

estetipo. se ha visto que los agonistasopiáceospuedentenerefectossimilares: se han

propuestoefectosantiemocionalesparala morfina en una pruebade castigodiscriminado

(Mons y Gebhart 1978). Es más, se ha sugeridoque los opioideselercenuna acción

facilitadorade la exploración anteambientenovedosoo adverso(pararevisión ver van

Abeelen 1989; Fontani y col. 1993).Así, seha visto que en estassituacionesseproduce

la liberación de 13-endorfinaen el encéfalo.Además, la administraciónde agonistas

opioidescomo morfina o Leu-encefalinaincrementael comportamientoexploratorioen

ambientesnovedosos.En concordanciacon esto, los antagonistasopioidescomonaloxona

o naltrexonadeprimenla actividadlocomotora,el atusamientorostral y la exploraciónde

agujerosen ambientesnovedosos(pararevisión ver Bardo y col. 1989). Por su parte la

deltorfina (agonistadel receptor 8) facilita el comportamientode alerta frente a un

depredadoren el conejo (Fontaniy col. 1993).Asimismo, en los sereshumanosadultos

se ha encontradoque los compuestosagonistasoploides tienen efectos ansiolíticos.

tranquilizantesy posiblementeantidepresivos(pararevisión verEmrich y Schmauss1991),

mientrasque la administraciónde naltrexonapuedeproducir síntomasde tipo depresivo

(Emrich y Schmauss1991; Hollister y col. 1981).Porotra parte,también se ha propuesto

una implicación opioide en la respuestalocomotora. Así, se ha descrito que la morfina

inducehiperactividad(Hoskinsy col. 1986),aunqueno seha encontradodichoefectopara
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la 13-endorfina (Puglisi-Allegra y col 1982). Sin embargo.en un trabajo más reciente

utilizando agonistasy antagonistasespecíficosinyectadosen el áreategmentalventral se

encontróque la activaciónde los receptores5 producehiperactividad(actímetroy campo

abierto cuadrado)e incrementala exploración(caja de cuatro agujeros),mientrasque la

activación de los receptoresy producehipoactividad,descensode la exploraciónen los

mencionadosaparatos.e incrementode la ansiedaden el laberinto en cruz (Calenco-

Choukrouny col. 1991). Complementariamente,seha comprobadoque la inhibición del

catabolismode las encefalinasen el áreategmentalventral aumentala actividadgeneral

de los animales(Daugéy col. 1992). Otros autoreshanencontradoun diferentepatrónde

desplazamientoinducido por agonistasy y 5 inyectadosen los ventrículos laterales:

mientrasque la activacióndel receptory produjo un incrementoen la tigmotaxiay redujo

la posturaerguida,la activaciónde los 5 no alteródichosparámetrosy en amboscasosse

produjo incrementode la deambulación(Mickley y col 1990). Por contra, cuando se

inyectan bilateralmente en la sustancianigra, los agonistasy producen olisqueo y

mordisqueoestereotipado,mientras que los agonistas5 incrementanla exploración y

posturaerguidasin producirmordisqueo(Morelli y col. 1989). Estosdiferentesresultados

ponen de manifiestoque aún existediscusiónsobrelos efectosantiemotivosde algunos

opiáceos.al menosde los agonistasexógenosdel receptory y en las condicionesde ciertos

trabajos,por lo que la discusiónsiguiría abiertaparaalgunoscompuestosespecíficos.En

cualquier caso, la implicación del sistema opioide en los diferentes tipos de

comportamientoque venimoscomentandopareceestarsuficientementeprobada.aunque

la complejidadde algunosresultadoshacedificil establecerfuncionesconcretaspara los
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diferentescomponentesdel sistemaopioideendógeno.

Es menor, sin embargo,el númerode trabajosen los que se han investigadolas

repercusionesde la administraciónneonatalde sustanciasopioides sobre las distintas

respuestasemotivasen la edadadulta.En uno de estospocosestudios,ha podidoobservase

que la inyecciónde naltrexonaen dosisconstante(100pg¡inyección)durantelos días 1 al

10 produceel incrementode las pautasexploratoriasespontáneasy de la posturaerguida

en las hembrasy una disminución del número de posturaserguidas en los machos

(Meyersony col. 1988). Además,pareceque la administraciónde naltrexonaen la bebida

de la madre gestantey/o lactanteparecefacilitar la extinción de la respuestaemocional

condicionadaen las críasde rataal llegar a la edadadulta(Harry y Rosecrans).Por lo que

serefiere a la utilización de agonistas.es de destacarque la administraciónneonatalde

encefalina en la rata tiene un efecto facilitador del comportamientoen un laberinto

complejo cuando se les sometea la pruebaen la edad adulta (Kastin y col. 1980).

Asimismo, la exposiciónneonatala metadonahaceque las ratas adultaspresentenuna

mayoractividaden diversaspruebascomportamentales(campoabierto,jaula (le actividad,

ruedade actividad,plataformaelevada)(Zagony col. 1979).Sin embargo,seha visto que

los tratamientospre- y postnatalcon 6-endorfinano influyen significativamentesobrela

actividaden el campoabiertocuadradode la rataadulta (Zadina y col. 1985).

Estos resultadosindican que el ambienteopioide neonatalpareceser importante

para el establecimientodc las respuestasadaprativasen al edadadulta. Sin embargo.lo
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fragmentariode los datosexistentes,asícomo las discrepanciasentrelos distintosautores

dependientodel compuestoopiode empleadoy las distintas rutas de administración

utilizadas,hacenque no estéclaro el papeldel sistemaopioide neonatalen la regulación

de estasfunciones.

Es necesariodestacarcon respectoa estetipo de estudios,que el comportamiento

suponeel resultadode una integracióncomplejaen la queintervienendiversosnivelesdel

sistemanerviosocentralresponsablesde distintosaspectoscomportamentales,por lo que

la apreciaciónrigurosade los cambioscomportamentalessólo puederealizarsemediante

la utilizaciónde unavariedadde pruebasy la mediciónde pautasque seansuficientemente

representativas.La necesidadde un estudioamplio e integrativo de las alteracionesdel

comportamientoha sido también expresadarecientementepor algunos autores (para

discusiónver Kshamay col. 1990). De acuerdocon estaperspectiva,en la presenteTesis

Doctoralse ha pretendidoaportarunavisión integradorade los cambioscomportamentales

en la edadadulta inducidosporel bloqueofuncionalopioideduranteperíodoscríticosdel

desarrollo,mediantela valoraciónde unaampliagamade de pautascomportamentales.De

nuevo, y siguiendocon el hilo conductorde nuestroplanteamientoexperimental,esta

última partedel trabajo suponeun enfoqueadicionalparael estudiode las consecuencias

de laplasticidaddel sistemaopioide: en estecaso,sobreel establecimientode los sistemas

reguladoresdel comportamiento.



-51-

1.4 PAPEL DEL SISTEMA OPIQIDE EN EL DESARROLLO NEUROBIOLÓGICOY

SOMÁTICO

En los últimos añosseha suscitadoun interéscrecienteporconocerel papelde los

opioides sobre el desarrollo somático y neurobiológico,principalmente debido a la

preocupaciónpor las consecuenciasdel abusodedrogasopiáceas(y su terapia)en la madre

gestantey/o lactantesobreel feto y neonatohumanos(pararevisiónver Harry y Rosecrans

1979; Zagony McLaughlin 1992).

Según los resultadosdisponibles,los péptidosopioidespodríanejercer un papel

regulatoriodel crecimientopor mediode mecanismosde inhibición. Su formade actuación

sería,además,a travésde un inpur tónico (Zagony McLaughlin 1992).Las consecuencias

del bloqueoopioide parecendependerde si ésteescrónico(durantelas 24hrdel día, dosis

altas: 50 mg/kg~ o temporal (4-6hr, dosis más bajas: lmg¡Kg). Así, la administración

neonatalde naltrexonade forma crónica (50 mg/kg) produceincrementosdel desarrollo

somático y neurobiológico (Zagon y McLaughlin 1984, 1986ab). Sin embargo,se ha

encontradoque el bloqueoopioide temporalinhibe el crecimientocorporal y del encéfalo

(Zagony McLaughlin 1984) asícomo del cerebelo(Zagony McLaughlin 1986b). No se

han observadoestosefectosinyectandoa las ratasneonatalescon otro antagonistaopioide

general,la naloxona(lmg/Kg dosinyeccionesdiariasdesdeel día 1 de vida), aunqueuna

inyección diaria de morfina a una dosis de SmgIKg disminuye los pesos encefálico y

corporala los 22 díasde edad(Bardo y col. 1982).Tambiénse han estudiadolos efectos



-52-

de laadministraciónde naltrexonadurantela embriogénesis,encontrándoseen los animales

tratadosun mayor númerode neuronasy célulasglialesencargadasde laproliferación,así

comode formacionesdendríticasy unasinaptogénesisincrementada(Zagony McLaughlin

1986b, 1987, 1991; Hausery col. 1987, 1989; Isayamay col. 1991). Por su parte, la

administraciónde morfina reduceel crecimientodendríticobasilaren neuronascorticales,

lo que resultaconsistentecon los resultadosanteriores(Hammery col. 1989). Pareceque

el control de la proliferación celular podría ser también uno de los objetivos de esta

función opioide puestoque se ha observadoque los oploides endógenosreducirían la

mitosis y la síntesisde ADN en célulasneurales(Vertesy col. 1982; Zagon y McLaughlin

1987, 1991). Además, la administración de morfina al día 1 de edad inhibe la

incorporaciónde timidina tritiadaal ADN encefálicoen la rata.Esteefectoesantagonizado

por la naloxona(Loughlin y col. 1985; Kornblum y col. 1987).De forma coherentecon

lo mencionadoanteriormente,en el cerebelola inmunoreactividadopioide apareceen las

células neuralesgerminalesy no en las diferenciadas(Loughlin y col. 1985: Zagon y

McLaughlin 1990b).Dichaactividadaparecerelacionadacon lamayoríade los orgánulos

de las célulasen proliferación(Zagony McLaughlin 199Gb).En relacióncon estosestudios

ha llegado un descubrimientointeresantesobreel propio sistemaopioide: laexistenciade

un receptorcon alta afinidad parala met-encefalinaen el interior del núcleode la célula

en desarrollo(el receptorQ (Zagon y McLaughlin 1991).

Todas estasevidenciasseñalanla relevanciadel sistemaopioide endógenoen la

regulacióndel crecimiento.Resulta,por tanto, de gran interés,dentro del estudiode las
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actuacionesdel bloqueo opioide sobre el desarrollo,el seguimiento de una serie de

parámetrosque permitanel control de estosefectosparaobteneruna visión másglobal y

contrastadade las consecuenciasdel tratamiento(paradicusión ver Wier y col. 1989;

Zagon y McLaughtin 1990a). Dado que en el presentetrabajo se ha empleado un

tratamientoconsistenteen la administracióndiaria de naltrexonadurantelas tresprimeras

semanaspostnatales,parecióconveniente.a la vistade las razonesexpuestas,realizarel

seguimientode diversasvariablesrelacionadasconel desarrollosomáticoy neurobiológico

durante la aplicación tratamiento y cubriendotodo el períodopostnatal. Estos datos,

ademásde suponerun control paralelonecesario,puedencontribuir a clarificar el papeldel

sistemaopioide en la regulaciónde dichasfunciones.



II. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL
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Unacaracterísticaespecialmenterelevantedel sistemaopioideendógenopareceser

su plasticidad. Sin embargo,han sido menos estudiadaslas consecuenciasde dicha

plasticidad sobre el desarrollo de otros sistemas neuroendocrinosestrechamente

relacionados.Es bien conocida la existenciade diversosperíodoscríticos durante el

desarrollodel sistemanervioso, y en este sentidoresultaparticularmenteinteresantela

posibilidad de períodoscríticos en el desarrollodel SOE. Existen relativamentepocos

trabajossobrela influencia de modificacionesen el ambientesocial tempranosobreel

ulterior funcionamientodel sistemaopioide. Por otraparte,diversosestudiosindicanque

la exposicióna agonistasy antagonistasopioidesinfluye en el establecimientode los

mecanismos nerviosos centrales implicados en diversos procesos fisiológicos y

comportamentales.Sin embargo,los datosrelativosa alteracionespermanenteso de larga

duraciónsobreel comportamientoson hastael momentofragmentarios.

A la vistade los resultadospreviosobtenidosporotros autores,ya expuestosen el

apartado¡ de la presenteTesis Doctoral, nuestrahipótesisde trabajo es la siguiente:la

plasticidaddel sistemaopioide debe manifestarseen la existenciade períodoscríticos

duranteel desarrollo del receptorji en los que dicho receptorresulta especialmente

vulnerablea los tratamientosde tipo socialy farmacológico.Además,el bloqueofuncional

del SOE durante tales etapascríticas debe afectar al funcionamientode los sistemas

monoaminérgicoscentralesy al establecimientode las respuestascomportamentales

adaptativasen el animal adulto. Así pues, el objetivo del presentetrabajo ha sido

determinarlas edadesque puedensercríticasduranteel desarrollodel receptoru y estudiar
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las consecuenciasde la plasticidadde dicho receptorsobreotros sistemasneuroquimicos

y comportamentalesestrechamenterelacionados,todo ello en ratasde ambos sexos.En

concreto,seha planteadoel estudiode los efectosde diversostratamientosneonatalesde

caráctertanto ambiental(aislamientosexual)como farmacológico(bloqueofuncional del

SOE medianteantagonistas)sobreel desarrollodel receptory en encéfaloentero,sistemas

monoaminérgicosen diversas áreas encefálicas y una amplia gama de pautas

comportamentalesquereflejanlos nivelesdeansiedad,emotividady capacidadexploratoria

de los individuos. Paralelamente,se ha realizadoel seguimientoa lo largo del periodo

experimentalde una seriede parámetrosbioquímicos,comportarnentalesy de crecimiento

indicativosde los efectosque los tratamientosutilizadospodríantenersobreel desarrollo

neurobiológicode los animales.

La eleccióndel aislamientosexualcomo tratamientoambientalobedecea que, a

pesarde ser ésteun modelo de especialsignificación biológica, ha sido escasamente

utilizado, especialmenteen cuantoa sus efectossobreel SOE; de hecho,estetrabajoes

el primeroen abordarel estudiode la influenciadel aislamientosexualsobreel desarrollo

del receptory en ratasde ambossexos.

Comoya seha indicadoen la Introducción,el receptorypareceserparticularmente

sensibley desempeñarun papelsignificativo duranteel desarrolloneonatal.Porestarazón,

y con objeto de obtener información adicional sobre posibles períodos críticos en el

desarrollodel SOE. se eligió un antagonistaselectivoparadicho receptor-la 13-FNA- en
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la siguientefaseexperimental.Las característicasde su unión irreversibleal receptornos

han permitido estudiarlos efectosde una administración única del fármaco sobre el

desarrollodel propio receptoropioidedurantelas dosprimerassemanasde vida, período

durante el que encontramos los efectos más marcados del aislamiento sexual.

Paralelamente,se evaluaronlos efectosde ambostratamientossobre el desarrollode

respuestasnociceptivasa diferentesestímulos.

Las estrechasrelacionesexistentesentreel SOEy los sistemasmonoaminérgicos

encefálicosnos llevaron a elegir dichos sistemaspara el estudio de las relaciones

neuroquimicas.En estecaso, se realizó un seguimientocontinuadode los efectosde la

administración de naltrexonaduranteel período predestetesobre el desarrollode los

sistemasdopaminérgicoy serotoninérgico.Esteplanteamientoha permitidounavisión más

dinámicade las interaccionesentreambossistemas,estudiándoseademásla inerciade los

efectosdel tratamientomediantevaloracionesde aminasbiógenastambiénen la edad

adulta.

Como se indica al principio de esteapartado,los datosreferentesa los efectosque

los tratamientosfarmacológicosde tipo opioide duranteel desarrollo tienen sobre el

comportamientoen edad adulta son hastaahorafragmentarios.Por estarazón, se planteó

una bateríade pruebascomportamentalesque incluye el tablero de agujeros,el laberinto

en cruz y el campoabierto,y el registrode una amplia gamade parámetrosque nos han

permitido obtenerun cuadro suficientementeamplio y coherentede las consecuencias
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comportamentalesobjeto de nuestroestudio.Paraestaúltima aproximaciónexperimental

se eligió el mismo tratamientoneonatalcon el antagonistaopioideinespecíficonaltrexona,

utilizado parael estudiode las relacionesneuroquimicas.Esto,a su vez, nos ha permitido

establecer algunos paralelismos o relaciones interesantes entre las alteraciones

coniportamentalesy neuroquimicasencontradas.



III. MATERIAL Y MÉTODOS
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111.1 ANIMALES Y CONDICIONES EXPERIMENTALES

Los 928 animalesempleadosen estaTesis Doctoral fueron siempreratas (Ratus

norvegicus)albinas,de ambossexos,de la variedadWistar. Los experimentosen los que

se llevó a cabo valoración de receptoresy nocicepción(apanados111.2 y IV.!) se

realizaronen la Universidad de Surrey (Reino Unido), mientrasque el resto de los

experimentostuvieronlugaren la UniversidadComplutensede Madrid, razón por la cual

existieron algunasdiferenciasreferentesa este apartado.Así, las ratasempleadaspara

receptoresy nocicepciónfueron ratasWistar de la cepaUniversityof Suri-ev (Guildford.

Reino Unido) y se mantuvieronen un ciclo de l2hr luz/oscuridad,comenzandola fase

lumínica a las 07:OOhr. Los diversosprocedimientosexperimentalescon dichosanimales

sellevaron a caboentrelas 08:30y las l1:3Ohr. Los animalescorrespondientesal restode

las investigacionesfueron ratasprocedentesde la colonia primaria de ratasWistar del

IFFA-CREDO(Institut Fran~ais de la FiévreAphteuse-Centrede Rechercheet d’Elevage

di, Domain desOncins,Les Oncins,Francia).Estos animalesestuvieronsometidosa un

ciclo de luz invertido l2hr oscuridad/luz,empezandola fase luminosa a las 20:OOhr. La

fasede mayoractividaden la rataesprecisamentela noche,porestarazóny con el fin de

poderhacerlas medicionescomportamentalesprevistasen el períododel díamásadecuado

paraello, se emplearonlas condicionesde ciclo luz inverso para estaparte de la Tesis

Doctoral. En este caso, los estudios comportarnentales,así como las diversas

manipulacionesexperimentalesde estos animales,se realizaron entre las 09:30 y las

14:3Ohr.
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En todos los casos, los animales se mantuvieron a una temperaturaconstante

(21±10C)y tuvieron libre accesoa la comida (pienso compuesto)y al aguaen todo

momento, y fueron alojados en jaulas de material plástico cubiertas por una rejilla

metálica.El fondo de la jaula fue cubierto con viruta higienizada.Todos los animales

utilizadosen los experimentosnacieronyaen las condicionesanteriormentedescritaspara

cada caso, y desdeentoncesfueron controladospor nosotroshasta su sacrificio. Las

camadasse homogeneizaronal día de nacimiento(intercambiandoanimalesde distintas

madres,cuandofue posible)dejándolasen un númerode 10±1críaspor madre,en cuya

sola compañíapermanecieronhastael destete.Además,salvo en el caso de los estudios

sobre aislamiento sexual (ver sección 111.2.1.1). se hizo que las camadasestuvieran

equilibradasen cuantoal númerode animalesde cadasexo.Todo ello sehizo con el fin

de evitar las posiblesconsecuenciascomportamentaleso neurofisiológicasque pudieran

derivarsede unadistintacomposiciónsexualde la camada(objetode estudiode laprimera

parte de la Tesis, ver apanados111.2 y IV.l) y de su distinto tamaño,así como las

presumibles variaciones en el peso corporal debidas a las distintas condiciones

nutricionales(Viveros 1985,TesisDoctoral).El desteteserealizó,en su caso,a los 22 días

de edad,considerandoel día de nacimientocomo día O. Tras el destetelos animalesse

alojaron en númerode 5±1individuos, del mismo sexo,por jaula. La obtención de los

pesoscorporalesy la inyecciónde los animalesse hizo siempreen una habitacióncontigua

a la cual se alojabande forma habitual y que reuníalas mismascondicionesde luz y

temperatura y carecía también de ventanas,de forma que no hubiera solución de

continuidaden cuantoa las mismas.evitandoel estrésque de otra forma hubierapodido
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producirseen el traslado.Previamentea la realizaciónde los experimentos,sepermitióque

los animalessehabituaranal laboratoriodondetendríanlugar, que se encontrababajo las

mismas condicionesde luz y temperaturadel animalario. Además,estabainsonorizado

frente al exterior con doblepuerta,sin ventanasy estabadotadode una fuente de ruido

continuo y monótono para amortiguar los que pudieran producirse durante la

experimentación(o posiblesfiltracionesdel exterior)y que podríanalterara los animales.

Lascríasantesdel destetepermanecieroncon la madreen todo momentoexceptodurante

el procedimientoexperimental,con efecto de minimizar el estrésdebido a la separación

de la madre.Para prevenirel efectode las diferenciasentrecamadassedispusoque los

gruposexperimentalesestuvieranformadospor animalesprocedentesde al menosdos

camadasdistintascon el mismo tratamiento.

Se ha señaladoen diversosestudiosque duranteel períodoperinatalincluso una

manipulación suave puede producir por sí misma reaccionesde estrés tales como la

estimulaciónagudade las glándulasadrenalesy cambiosen sus respuestaemocionales

(para revisión ver por ejemplo Denenbergy Zarrow 1971; Gray 1971ab, 1991). Sin

embargo.los efectosde la manipulaciónno eranel objetivo principal de esteestudio,y

puestoque las interaccionesdel estréspor manipulacióncon los tratamientosempleados

no son medibles (no se puede tratar a un animal sin manipularlode alguna forma: en

nuestroestudio,no es posible,por ejemplo,tenerratascon los fármacosadministradosy

sin inyección), los animalesempleadosen cadacasocomo controles son necesariamente

los adecuadosparadiscernirlos efectosde cadatratamiento,por lo que no se incluyeron
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gruposno manipulados(paradiscusiónver Zadinay col. 1985).

111.2 VALORACIÓN DE LOS RECEPTORESY NOCICEPCIÓN

111.2.1 EFECTOSDEL AISLAMIENTO SEXUAL

111.2.1.1 Aislamientosexual

El tratamientode aislamientosexualse llevó a cabomanteniendoa los animales

desdeel nacimientoen camadascon sólo animalesdel mismo sexo.Para ello, el mismo

día de su nacimientosesepararonlos hermanosde las hennanasde una misma camada,

y se completóel númerode animalesdel mismo sexohasta10±1con críasprocedentesde

otra camadanacidaal mismo tiempo. Las camadascon sólo machosy sólo hembrasse

alojaron en habitacionesseparadasy sin comunicaciónpara asegurarel aislamiento

olfativo. Con estemismo fin, tanto los sacosde pienso,como los deviruta empleadapara

cubrir el suelo de las jaulas,se almacenaronen distintos compartimentosde la Unidad

Animal. El llenado de los biberonescon agua también se hizo separadamente,y estos

nunca se intercambiaronentre los distintos gruposexperimentales.Paralelamente,otras

camadascon un númeroequilibradode machosy hembras(siemprecon 10±1animalespor

camada)se mantuvieroncomo controles,en unatercerahabitaciónseparadaigualmentede

las anteriores.
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111.2.1.2 Valoraciónde los receptoresu: ensayosde unión de ligando

a receptorin vitro

Los animalesempleadosparaestosensayosfueron sacrificadospordecapitacióna

los 7, 14, 23. 45 y 60 díasde edad,sin habersido sometidosa ningúntipo de pruebacon

anterioridad.A continuaciónse procedióa cortaren sentidopostero-anteriorla piel de la

cabeza,separándoladel cráneoy sepracticó la craneotomíaintroduciendolas tijeras por

el foramenmnagnumy cortandodesdeel huesooccipital hastael frontal por amboslados

del cráneo. Se separaróla bóvedacraneanay se extrajo la masaencefálicapormedio de

una espátula.depositándolaen un vaso de precipitadocon tampón hidrocluroro de tris-

[hidroximetil]-metilamina(TRIS-HCI, Analar Biochemicaln0 10315)50 mM mantenido

en frío con hielo. Se emplearonentre2 y 5 encéfalosenterosparacadaexperimentode

saturación.A partir de ellos, y tras ser pesados,se prepararonlos homogenadosde

membranascelularesfrescosparacadavaloraciónsegúnel métodode Gillan y Kosterlitz

de 1982. Brevemente,los encéfalosse homogeneizaronen tampón TRIS-HCI pH 7,4

utilizando un homogeneizadorPolytron (Kinematica)(45 seg.)y se centrifugarona 25000

r.p.m. (49000g) en unaultracentrifugadoraBeckman(modeloLi-ÓSB)durante15 mm. Se

eliminó el sobrenadantey el sedimentose resuspendióen en el tampón TRIS-HCL y se

incubé a 370Cdurante45 mm. en un bañode agitación.Estaincubaciónelimina el ligando

endógenoquepudieraestarunido al receptor.Posteriormente,el homogenadose volvió a

centrifugar 15 mm. a49000g. Se eliminó el sobrenadantey el sedimentose resuspendió

en el tampónTRIS-1-ICI y se llevó hastael volumencorrespondientea una concentración
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de lOmg tejido/ml homogenado.De este homogenadose tomó una alícuota para la

valoracióndel contenidode proteínas(ver la secciónsiguiente111.2.1.3).

Se utilizó D-Ala2-Mephe4Gly-o15-[tyrosil-3,5-3H1encefalina(DAMGO) (Amersham

Internaticna/p/c~cód. TRK.681)comoligandomarcadoespecificoparael receptorp.Este

compuestofue purificado por cromatografíalíquida de alta resolución(HPLC) de fase

reversa,eluido con un gradientelineal de acetonitrio(15-30%durante30 mm. a imí/min.

en 6,25 y/y ácidoacéticoglacial/0,25y/y amoniaco,pH 3,2).En estaseriede experimentos

se llevaron a cabo estudiosde saturaciónsiguiendo la técnica descritapor Yeadon y

Kitchen en 1988. Paraello, se incubóel homogenadopreparadoen TRIS-HCI, pH 7,4, en

un baño de agitación (a 250C durante45 mm.) con concentracionescrecientesde [3H1

DAMGO (12concentraciones,entornoa un rango comprendidoentre0,035 y 9,000 nM)

y por triplicado, en presenciay ausenciade diprenorfinafrfa1pM (Reckitt, M SOSO).Esta

concentraciónde diprenorfinaessaturanteparatodoslos receptoresopioides,y se emplea

comodesplazanteparadeterminarla unión inéspecífica.La reacciónde unión del ligando

al receptorse detuvopor filtración sobrefiltros WhatmanGF/B utilizando un recolector

de muestrasBRANDEL(modelo24R) conectadoa una bombade vacio Millipore (modelo

x~SS22050). previamentehumedecidoscontampónTRIS-HCI, pH 7,4. Los filtros fueron

lavados con tampón TRIS-HCI para eliminar el ligando no unido. tras lo cual fueron

dispuestosen vialesa los que se añadióel correspondientelíquido de centelleo(Unisolve

E, KOCK-LIGHT Ltd.) junto con una solución ti-itón-i00/tolueno al 20% y/y, como

disolvente. La radioactividad se midió al menos 12 hr. más tarde (para permitir la
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estabilizaciónde la reacciónde centelleo)por contajede centelleolíquido en un contador

fi (LKB /2/5 RackbetaII) . y la eficaciadel contajesedeterminóutilizando comoestandar

[3¡~¡] hexadecano(Amersham International pie., TRK. 681). La unión específica se

considerócomo la diferenciaentrela unión total observaday la inespecíficaobtenidaen

presenciadel desplazante(diprenorfina).Se utilizó el análisisde Scatchardparadeterminar

la constantede disociaciónen equilibrio (Kd) y la capacidadde unión máxima (Bn,aD. Los

valoresde la ~ secalcularonporpesofrescode tejido y por mg de proteínastrasvalorar

las concentracionesde proteínasen los homogenadosde encéfalo.Se realizaronentre3-4

ensayospor edady grupoexperimental.

111.2.1.3Determinaciónde la concentraciónde proteínasen el homoRenado

Las valoracionesdel contenidode proteínasenlas membranascelularesdel encéfalo

completose hicieron en alícuotasdel homogenadopreparadoparael ensayode unión de

ligando a receptor, según de describió en la sección anterior (II1.2.l.l). Para su

determinaciónse utilizó la técnicacolorimétricadescritapor Lowry y colaboradoresen

1951. basada en la formación de un complejo Cu-proteína en solución alcalina;

posteriormente este complejo reduce al reactivo de fosfomolibdato-fosfotungstato,

produciendoun color azul intenso.

Paraesta valoraciónson necesarioslos siguientesreactivos:
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- ReactivoA: CO3Na,al 2% p/v en NaOH 0,1 M

ReactivoB: sepreparamezclandoen el momentode su utilización las siguientes

solucionesen proporción 1:1 y/y:

SO4Cu-5H20al 1% en aguadestilada

C4H4NaK2H2Oal 2% en aguadestilada

- ReactivoC: 49m1 de reactivo A + imí de reactivo B; tambiéndebeprepararse

frescoparasu utilización.

- Reactivode Folin-Ciocalteus:diluido en aguadestiladaen unaproporción1:1. Se

preparacadavez parasu uso.

Se tomaronmuestrasde 0,5m1 de homogenadopor triplicado y se les añadieron

2,Sml de reactivo C. Se dejaronreposardurante10 mm. A continuación,se añadieron

0,25m1del reactivode Folin diluido. Se agitaron inmediatamentey se dejaronreposar30

mm. El blancosepreparócon tampónTRIS-HCI. La absorbanciasemidió a una longitud

de onda de 690nmen un espectrofotómetroCECIL (modelo CE303).

La estimaciónde la concentraciónde proteínasse hizo interpolandolos valoresen

una curva patrón (6 concentraciones,en un rango de 50-500 pg/ml) de albúminasérica
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bovina (SigmaA-4503) por medio de un análisisde regresiónlineal. Se empleóel valor

del peso fresco de los encéfalos correspondientesa cada muestrapara expresarla

concentraciónpor mg de tejido.

111.2.1.4 Pruebasnociceptivas

Las respuestasnociceptivasbasalesse midieronen los animalesa lasedadesde 7,

14, 23. 45 y 60 días, mediantedos tipos de pruebas:

*Pruebade inmersiónde la cola en aguacaliente (tau immmersion~

Esta prueba se realizó siguiendo el procedimiento descrito por Kitchen y

colaboradoresen 1984. Se tomócadaanimal individualmentesujetándoloporel cuerpoen

posición vertical. Una vez que el animal se encuentracalmadoy con la cola relajaday

recta, sesumergeaproximadamenteel último tercio de ésta(porser la zonamássensible)

en el aguade un bañocon la temperaturareguladaa 500C. Las latenciasparaestaprueba

se midieron (utilizando un cronómetromanual) como el tiempo transcurridohasta la

retiradade la colade la superficiedel agua(Fig. 3a). Se establecióun tiempo máximo de

10 segundostranscurridoel cual se daríala pruebapor finalizada, con el fin de evitar el

daño tisular. Si un animal llega a dicho límite sin responder,se elimina del estudio.
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*Pruebade presiónde la pata(paw-pressure

)

Para la realización de estaprueba fue necesariauna modificación del modelo

comercial existentede Analgesímetro(Ugo Basile, Milán) empleadopara la pruebade

Radalíy Sellito (1957).y quebásicamenterepresentala sustitucióndelterminalpuntiagudo

porunabarracilíndrica situadade forma horizontalparapresionarla pata(Kitchen 1984).

Estamodificaciónaseguraqueel animalrecibaun auténticoestimulode presión como tal,

al tiempo que evitacausarun posibledaño a la pata,especialmenteen el animal neonato,

y permite un fácil escapedel estímulonociceptivo.La pruebaconsisteen situar la pata

traseradel animal bajo la barracilíndrica del aparato,y, cuandoel animal estátranquilo

(Fig. 3b). se comienzaa añadirpeso sobrela barra a travésde un dispositivo que se

accionamedianteun pedal,y puedeseguirsesu progresiónen todo momentoa travésde

un puntero sobreuna escalalineal. El pesoal que el animal retira la pata (o sacudeel

cuerpohaciaatrás)seconsideracomo el umbral nociceptivo.Se establecieronlos límites

máximosde pesoadecuadossegúnla edadde los animales:250g hastalos 30 días,750g

paralos de 45 y 60 díasde edad.Cadavalor utilizado parael análisisestadísticorepresenta

la media de los resultadosobtenidospara ambaspatas traseras.En el caso de que un

animal no presenterespuestaparaningunade las dospatas,esexcluidodel estudio.Si sólo

deja de responderen una de ellas, a ésta se le asigna el límite máximo y se halla

igualmentela media.

La pruebade preslon se realizó inmediatamentea continuaciónde la pruebade
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estímulotérmico. Se hicieron en esteordenpor ser más sensiblela pruebaseinmersión

de la cola al posibleestadode agitacióndel animal. El númerode individuos empleado

paracadapruebaestuvoentre6 y 15 por edady grupoexperimental.Nuncase utilizaron

los animalesde los experimentosde nocicepciónparael ensayode receptores.

111.2.1.5Gruposexperimentales

En cadauna de las edadesestudiadas(7, 14, 23, 45 y 60 días), y de acuerdocon

el tratamientode aislamientosexualdescritoen la sección111.2.1.1. se establecieronlos

siguientesgruposexperimentales:

~ CONJUN: machos mantenidos desde el

nacimientoen camadascon animalesde los dos

sexos

a) Gruposalojados

conjtíntamente

2 CONJUN: hembras mantenidas desde el

nacimientoen camadascon animalesde los dos

sexos
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b) Grupos aislados

sexualmente

AISEX: machos mantenidos desde el

nacimientoen camadasde sólo machos

~ AISEX: hembras mantenidas desde el

nacimientoen camadasde sólo hembras

111.2.2 EFECTOSDEL AISLAMIENTO SEXUAL Y LA B-FNA

111.2.2.1 Aislamiento sexualy tratamientofarmácológico

El aislamientosexualse llevó a cabosegúnelprocedimientodescritoen la sección

111.2.1.1.

Parael tratamientofarmacológicoseutilizó un compuestode recienteaparición,la

fi-fupzaltrexamina(WFNA), donadagenerosamentepor el Dr. 1’. Birch (GLAXO- Reino

Unido).Estecompuestoesun derivadometil-fumarato-ésterde la uzaltrexona,(paradetalles

sobrela naltrexonaver sección111.3.1), y estaconsideradocomo antagonistairreversible

específicopara el receptory (Ward y col. 1982ab). Tanto la B-FNA (a una dosis de
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Smg¡Kg) como su vehículo (aguadestilada)fueron administradossubcutáneamentea los

animalesaisladossexualmentey a los alojadosconjuntamenteen el díade su nacimiento

o a los 7 días, en un volumen de dosis de 2,5mlIKg, utilizando una agujaniicrolanee

(BectonDickinson,n0 26) ajustadaa unajeringaHamilton de i0Opí acopladaa un soporte

fijo. Sietedíasmástarde(es deciral día7 ó día 14) las críasfueron sometidasa la prueba

nociceptivade inmersión de lacolao sacrificadasparael ensayode receptoresit; xitro (ver

seccionessiguientes).Esterangode edadesseeligió basándonosen los estudiosanteriores

realizadosparaestaTesisDoctoralen los que seobservóquedichosparámetroseran más

sensiblesdurantelas dos primerassemanasde vida postnatal(ver el apartadoIV. 1.1). La

dosisse adoptéde un estudioanterioren ratasneonatales(Zagony McLaughlin 1986a).

Para verificar si estasdosis y vía de administracióneran adecuadaspara alcanzarel

encéfalo de forma significativa en animalesde estasedades,se midió la capacidadde

unión al receptory en un grupo separadode animales24hr tras la inyección con 13-FNA

(al día 1 y al día 8).

111.2.2.2Valoraciónde los receptoresu: ensayosde unión de Li2ando

a receptorni 1’ítt~o

Paralas determinacionesen los animalesen los días 7 y 14. asícomo a los 8 días,

se llevaron a cabo estudios de saturación del modo descrito en la sección 111.2.1.1,

calculándosetambién tanto la unión máxima(BRIax) como la constantede disociaciónen

el equilibrio (Kd) medianteanálisisde Scatchard.Paralos animalesde un díade edadsólo
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se midió la densidadde la unión al receptory usandouna sóla concentraciónde [3H]

DAMGO (6nM) correspondientea unaconcentraciónsaturantedelligando; el bajonúmero

de receptoresa estaedadimpide obteneranálisisde regresiónfiables.Un métodosimilar

ha sido utilizado previamenteen otro trabajo (Pasternaky col. 1980). Se emplearonentre

3-7 encéfalosparacadaestimaciónde la densidadde unión. Los valoresde la unión a los

sidosy en todos los casosse expresaronporpesode tejido y frescoy por mg de proteína.

Paracadagrupoexperimentalserealizaron3-4 ensayos.

111.2.2.3 Determinaciónde la concentraciónde proteínasen el homogenado

La concentraciónde las proteínasde las membranascelularesen los homogenados

preparadosparalos ensayosde unión de ligandoa receptorsevaloraronporel métodode

Lowry (1951) tal como se describióen la sección111.2.1.2.

111.2.2.4Pruebasnociceptivas

En estesegundoestudio se empleó la pruebade inmersión de la cola en agua

calientedescrita en la sección 111.2.1.4, por ser la que mostró mayor sensibilidadal

tratamientoy cierta coherenciacon los resultadosobtenidosparalos receptoresal día 14

en el primer trabajode estaTesis (ver el apartado¡VII).

Aunque el uso de una temperaturadel agua fija para todas las edadesera
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convenienteen un primer momento para mostrar una visión clara del desarrollode la

respuestaa la prueba,la rápidarespuestade las ratasmásjóveneshaceque la pruebano

permitadetectarperfectamentealgunosposiblesefectosde los tratamientos.Por ello, en

estasegundapartedel trabajodecidimosajustarlas codicionesde la pruebade inmersión

de la colaparalas edadesobjetode estudio.Así, en estecasola temperaturadel aguaque

seestablecióparala pruebaa los 7 días fue de 43,5 0C y de 47,5 0C paralos animalesde

14 días.El númerode animalesfue 10-20 porgrupo experimental.

111.2.2.5Gruposexperimentales

Los grupos experimentales.tanto en los animales inyectadosal nacimiento y

probadosa los 7 díascomoen los inyectadosal día7 y probadosa los 14 días, fueron (ver

páginassiguientes):
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d CONJUNVCLO: machosmantenidosdesde

el nacimientoen camadascon animalesde los

dos sexose inyectadoscon vehículo

~ CONJUN VCLO: hembras mantenidas

desdeel nacimientoen camadascon animales

de los dos sexose inyectadascon vehículo

a) Animalesalojados

conjuntamente

~ CONJUN FNA: machosmantenidosdesde

el nacimientoen camadascon animalesde los

dos sexose inyectadoscon 13-FNA

~ CONJUN FNA: hembrasmantenidasdesde

el nacimientoen camadascon animalesde los

dos sexose inyectadascon 8-ENA
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d’ AISEX VCLO: machosmantenidosdesdeel

nacimiento en camadasde sólo machos e

inyectadoscon vehículo

S AISEX VCLO: hembrasmantenidasdesde

el nacimientoen camadasde sólo hembrase

inyectadascon vehículo

b) Animalesaislados

sexualmente

& AISEX FNA: machosmantenidosdesdeel

nacimiento en camadasde sólo machos e

inyectadoscon B-FNA

g AISEX FNA: hembrasmantenidasdesdeel

nacimiento en camadasde sólo hembrase

inyectadascon B-FNA
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Por lo que se refiere al grupo de animalesa los que se inyectó con 13-FNA o

vehículoal nacimientoo al día7 y fueron probados24hrmás tarde(esdeciral día 1 y al

día 8, respectivamente).los gruposexperimentalesfueron los siguientes:

a) Gruposcontroles

b) Gruposinyectados

con (&-FNA

d VCLO: machosinyectadoscon vehículo

~ VCLO: hembrasinyectadascon vehículo

~ FNA: machosinyectadoscon 13-FNA

FNA: hembrasinyectadascon B-FNA
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111.3 INTERACCIONES SOE - SISTEMAS MONOAMINÉRGICOS

111.3.1 TRATAMIENTO CON NALTREXONA

Paraestaserie de experimentosse utilizó el hidroclorurode naltrexona(NALTX)

de la casaSIGMA (N-3 136),que esun compuestoantagonistaopioidede caráctergeneral.

Los animalesrecibieronuna inyección diaria de NALTX (lmgIKg) o de vehículo (agua

destilada).subcutáneamentey en un volumen de lml/Kg, desdesu nacimiento-Día 0-

hastael día anteriora su sacrificio (en el casode los animalesestudiadosa los 7, 14 y 22

días)o hastalos 21 díasde edad(en los animalesanalizadosen la edadadulta).No se les

inyectéen ningún caso el mismo día que fueron sacrificadoscon el fin de descartarque

el efectoobservadosedebierasólo a la última inyeccióny no a la inerciadel tratamiento.

que es lo que se pretendeestudiar.Los animalesadultosfueron sacrificadoscinco días

despuésde realizar la última pruebacomportamental,a fin de permitir su recuperacion.

También en estecaso, al igual que se describióen el apartado111.2.2.1, se empleó una

jeringuilla Hamilton sujeta en un soporte (con una aguja de insulina ¡CO) para la

administracióndel fármacoo de su vehículo.

La dosisempleadaproduceun bloqueofuncional del sistemaopioide durante4-6

horas(Zagon y McLaughlin 1984, 1992)cadadía en que es administrada.Por ello, y al

ser inyectadadiariamenteconsideramosnuestrotratamientocomo subcrónico.
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111.3.2 DISECCIÓNDE LAS REGIONESENCEFÁLICAS

Tras sacrificaral animal por decapitación,seprocedióa cortaren sentidopostero-

anterior la piel de la cabezay separarladel cráneo . Posteriormentese practicó la

craneotomiaintroduciendolas tijeras por el foramenmagnumy cortandodesdeel hueso

occipital hasta el frontal por ambos lados del cráneo. Despuésde separarla bóveda

craneanase obtuvo la masaencefálicapormedio de una espátula,depositándolasobreuna

placa Petri rellena de hielo. En primer lugar se separó el cerebelo seccionandolos

pedúnculoscerebelosos(para analizar su contenido de ADN y proteínas,ver sección

111.5.1). A continuación se realizó la disección del cuerpo estriado, mesencéfalo,e

hipotálamo-utilizandobisturí y pinzascurvas- basándonosen el métodode Glowinski e

Iversendescrito en 1966. En breve, se separaronlos hemisferioscerebralescortandoel

cuerpocalloso, y se procedióa la extracciónpor pinzamientodel cuerpoestriadoderecho

e izquierdo,tomandocómo límite interno las paredesexternasde los ventrículoslaterales

y como límite externoel cuerpocalloso.El mesencéfalose obtuvo haciendouna sección

tranversalcon el bisturíanteriora los tubérculoscuadrigéminosy otra segundaanterioral

puente-bulboraquídeo.Desde la cara ventral del encéfalo,se diseccionóel hipotálamo

haciendodos seccionestransversales,la rostral a nivel del quiasmaóptico y la caudal

anterior al puente-bulboraquídeoy posterior a los cuerposmamilares.Para dar limite

dorsalal hipotálamosetomócomo referenciala comisuraanterior.Finalmente,sedelimité

lateralmentemedianteseccionesparasagitaleshechasal limite del giro dentadoy los

pedúnculoscerebrales.



-79-

Todaslas estructurasfueroncongeladasen nievecarbónicainmediatamentetras su

extracción(a excepcióndel cerebelo,ver sección111.5.1),y trasladadasasía un congelador

(Reno) de -800C. donde permanecieronhasta su posterior procesamiento.El tiempo

transcurridodesdela decapitaciónhastael congelamientode la última regiónencefálica

extraídanuncafue superiora 4 mm.

111.3.3 VALORACIÓN DE LAS AMINAS BIOGENAS POR HPLC

Las distintasestructurasencefálicassepesaronen una balanzade precisióndigital

(Metrier H64) y sehomogeneizaronen tubos Eppendorfutilizandoun homogeneizadorde

ultrasonidos(Labsonie U). Esta homogeneizaciónse realizó en una solución 0,4 M de

l-1CI0
4 que conteníaNa,S10,al 0,1% con una dilucién 3plImg de tejido. Posteriormente.

las muestrasse centrifugarona 12.000 rpm (20.000 g) durante20 mm. a 4
0C en una

centrifugadoraSorwall RC-SB (Dii PonÉ Instruments).Los tubos se decantarony los

sobrenadantesse conservaronen un congelador(Reveo) a -800C. Del sobrenadantese

tomaronalícuotasparala medicióndel neurotransmisorserotoninao 5-hidroxi-triptamina

(5-HT), y su metabolitode degradación5-hidroxi-3-indolacético(5-HIAA). Parael análisis

del neurotransmisordopamina (DA), y sus metabolitos de degradación ácido 3,4

dihidroxifenilacético(DOPAC) y ácido homovanílico (HVA), se diluyó previamentela

correspondientealícuotaen unaproporción 1:2. La valoraciónde los neurotransmisoresy

sus correspondientesmetabolitos se realizó por medio de la técnicade cromatografía

líquida de alta resolución(HPLC) con detecciónelectroquímica.
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La composición de la fase móvil para DA, DOPAC y HVA empleadafue:

hidrogenofosfatode disodio (Na2HPO4)dihidratado0,1 M (Merck n
0 6580), ácidocítrico

0,1 M (pH=4,5) (J’robusn0 LISIO), ácidooctanosulfónico(PIC) 1 mM (SigmaChem.Co.

0-7877) y metanolal 10% y/y (Scharlaun0301),a un pH=3,45.La adición de PIC cómo

formador de par iónico es imprescindiblepara la detecciónde catecolaminas,ya que

aumentasu tiempo de retenciónimpidiendoque eluyan en el frentede inyección. La fase

móvil para 5-Ht y 5-l-IIAA fue la misma que la anteriormentedescritapero sin ácido

octanosulfénico,tambiéna un pH=3,45.El aguadesionizadaempleadaparala preparación

de la fase móvil seprocesómedianteun sistemaMiIli-Q (Waters),adosadoa un sistema

de purificación Millí-RO (Waters).Unavez disueltoslos componentes,la fase móvil se

filtré por medio de vacíoa través de un filtro (Millipore HATFO4700)de un tamañode

poro 0,45 pm. El filtrado se desgasificóal vacio durante20 mm. antesde pasarlopor el

cromatógrafo.La elución serealizó con flujo de lml/min. a una presión de 2000psi y se

fijó unadiferenciade potencial0,8 paraDA, DOPAC,HVA y de 0,7 para5-HT y 5-HIAA

entreel electrodode trabajo (pastavitrea de carbono)y el de referencia(AgIAgCI).

La calibración del sistema se efectuó por inyeción del estandar externo

correspondientey la realizaciónde una curva de calibrado. Para la evaluaciónde las

indolalquilaminasse prepararondilucionesde 8ng de 5-hidroxitriptamina(SigmaH-7752)

y 4ng de ácido 5-hidroxiindol-3-acético(SigmaH-8876), y parala de las catecolaminas,

de óng de 3-hidroxitiramina(SigmaH-8502).6ng de ácido3,4-dihidroxifenilacético(Sigma

D-9/28) y l2ng de ácido 4-hidroxi-3-metoxifenilacético(SigmaH-/252),en una solución
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de ácidoperclórico0,4 M y disulfito sódicoal 0,1%.Estassemezclarony, diluidas tres

vecesa la mitad, dieron lugara cuatrosolucionesque conformabanla curvade calibrado.

El sistemacromatográficoconsistióen unabomba(Waters.510)unidoa un inyector

de muestrasautomático(Waters712 W¡SF) con un volumende inyección de 20pl, una

columna de fase reversade aceroinoxidable (resolveC18, Waters)de 15cm de longitud

x 3,4mmde diámetro internoy un relleno de Spl, con unaprecolumna(Guard-packCIS

Resobe,Waters). Se empleó un detectorelectroquímicode tipo amperimétrico(Waters

460) y la corriente producidase controló utilizando un integradorWaters M745. Los

resultadosfueron recogidospor un integrador-registradorWatersDaro Module-745.

En todas las regionesse valoraron 5-HT y 5-HIAA. En el cuerpo estriadose

midieron ademásDA, DOPAC y HVA. Estasvaloracionesse hicieron en paraleloparalos

grupostratadosy controles,machosy hembras.Con los datos de las concentracionesde

los neurotransmisoresy de sus metabolitos respectivosse calcularon los cocientes

[metabolito]/[neurotransmisorj-DOPAC/DA, HVA/DA y 5-HIAA/5-HT- como posible

estimaciónde la tasoo índice de recambio,que nosda una indicación sobrela utilización

del neurotransmisor(DA ó 5-HT).

111.3.4 GRUPOSEXPERIMENTALES

Paracadaunade las edades7. 14 y 22 días,y segúnel watamicnrocon naltrexona
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descrito en la sección 111.3.1 de este mismo apartado, se establecieronlos grupos

experimentalessiguientes:

a) Gruposcontroles

b) Grupos tratados

con naltrexona

c? CONTR: machosinyectados diariamente con

vehículo

~ CONTR: hembrasinyectadasdiariamentecon

vehículo

d’ NALTX: machosinyectadosdiariamentecon

naltrexona

~ NALTX: hembrasinyectadasdiariamentecon

naltrexona

con un númerode individuos entre9 y 12 por grupoexperimental.



-83-

Con el fin de comprobarla posibleinerciadel tratamientose realizaron,asimismo,

valoracionesde monoaminasen las mismasregionesencefálicasindicadasanteriormente,

en animalesadultosmachos.A estaedadse decidió trabajaren un sólo sexo,paraevitar

el necesariocontrol del ciclo estralen las hembras,con la manipulaciónadicionalqueello

hubiera supuesto. Así, en la edad adulta, los grupos experimentalesfueron: machos

controles(& CONTR, inyectadosduranteel períodopredestetecon vehículo) y machos

tratados con naltrexona (d NALTX, inyectados durante el período predestetecon

naltrexona).Cadagrupoestuvo formadopor 16-17 individuos de 96-100 de edad.



-84-

111.4 ESTUDIOS COMPORTAMENTALES

111.4.1 TRATAMIENTO CON NALTREXONA

El tratamiento con naltrexona fue el mismo que ya seexpuso anteriormente en el

apartado111.3.1 de la sección111.3 InteraccionesSOE - SistemasMonoaminérgicos.La

valoraciónde los efectoscomportamentalesde estetratamientosubcrónicodurantetodo

el períodopredestetese hizo en la edad adulta,comenzandolas pruebasa los 80 díasde

edad.

111.4.2 APARATOS

Para la realizaciónde las pruebascomportamentalesde este trabajo se utilizaron

una serie de aparatoscuyas característicaspasaremosa describir a continuación.Se

eligieron con el fin de valorar una amplia variedadde parámetroscomportamentales

referentesa la actividad locomotora,exploración,ansiedady emotividad, bajo distintas

condicionesde estrés. Dichos aparatosfueron diseñadosbasándonosen la bibliografía

existeníenteasí como en comunicacionespersonalesde otros colegas.Su fabricaciónse

llevó a caboen el Taller de investigaciónde la UniversidadComplutensede Madrid.
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111.4.2.1 Tablerode aguieros

El recinto se diseñésiguiendo el modelo descritopor File y Wardill en 1975.

Consistebásicamenteen un prismacuadrangular,descubierto,de 45 cm de altura y base

cuadradade 60 cm de lado. Las paredesdel aparatoson metálicasy fueron revestidasde

pintura mate. Por su cara interior y a 5 cm de altura presentanun rebordede 5 cm de

anchosobreel que se asientael suelo de forma perfectamenteajustada.Dicho suelo se

fabricó de maderacon una cubiertaplastificadade tonalidadverde.Su superficiepresenta

cuatroagujerosde 3,8 cm de diámetrodistribuidosuniformementey estádividida por

líneastrazadasen color rojo en 36 cuadradosde 10 cm cadauno (Fig. 4).

111.4.2.2 Campoabierto

Se utilizó un aparatosimilar al modelo de Broadhurst(1960). El recinto está

formadopor un cilindro, de 75 cm de diámetroy 50 cm de altura,descubierto,e iluminado

uniformementepor un foco de 100 W situadoa 80 cm del suelo y localizado sobreel

punto centraldel cilindro. Dos circunferenciasconcéntricas,de 17 cm de diámetrola más

interna y 45 cm de diámetro la más externa, y una serie de radiosque parten de ellas.

dividen el suelo del aparatoen 19 zonasde aproximadamenteigual superficie. La pared

del aparatoseconstruyómetálicay pintadaen mate,el suelo, al igual que en el Tablero

de agujeros, se fabricó de madera plastificada de color verde y el trazado de las

circunferenciasy radios se hizo en color rojo (Fig. 5).
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111.4.2.3Laberinto en cruz

El diseñode esteaparatose realizó basándoseen el modelo empleadopor Pellow

y col. 1985. El laberinto en cruz estácompuestode dos brazos abiertosde 50 cm de

longitud por 10 cm de ancho y dos brazoscerrados,de las mismasdimensiones,con

paredesde 40 cm de altura,dispuestosde maneraque los brazosdel mismotipo esténuno

en frentedel otro. Laconfluenciade los cuatrobrazosda lugara unazonacentralcuadrada

de 10 cm de lado. El aparatoestáconstruidode un material plásticorígido de color mate

y estáelevadodel suelo62 cm porun soportemetálicoqueconstade ocho patas(Fig. 6).
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111.4.3 ftcNIcAs EXPERIMENTALES

Parael análisiscomportamentalseeligió unabateríade pruebascomportamentales

complementadascon la quehemospretendidocubriral máximo los efectosdel tratamiento

con naltrexona.Nuestromodelo de análisiscomportamentalha utilizado paradigmasque

seentiendeimplican novedad/incertidumbre(tablerode agujeros)(Kshamay col. 1990).

aversión(campoabierto) (Gray 197 la, 1975, 1991)y conflicto de aproximación-evitación

(laberintoen cruz) (Pellow y col. 1985).La inclusión de la pruebade campoabiertojunto

a las de tablerode agujerosy laberintoen cruz -una novedaden estetipo de estudios-nos

ha permitido recoger una amplia información adicional sobre actividad locomotora,

exploración generaly emotividad,añadidaa la que seobtiene sobreexploracióndirigida

y ansiedadde las otras dos pruebas.Además,ello supusoque las condiciones de

luminosidadvariaran duranteel períodode pruebas(luz roja/luz blancabrillante), lo que

afectaal grado de estrésexperimentadopor los animales.Por último, la realizacióndel

campoabiertodurantetres díasconsecutivosbrinda la oportunidadde valorar los efectos

del tratamientosobrela repeticiónde la prueba.Se descartóutilizar las otrasdospruebas

con estefin al haberseobservadouna habituaciónmuy rápidaparael tablerode agujeros

(File 1978a> ‘y toleranciaparatratamientosfarmacológicoscon la repeticiónde la prueba

en el casodel laberintoen cruz(File y col. 1990).Porcontra,realizarla pruebade campo

abiertovariosdíasesel procedimientocasihabitualdesdelos primerostrabajos(p.ej. Gray

y col. 196½>.
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Todos los animales fueron sometidosa las tres pruebas, siempre de forma

individual, y se dejarontranscurriral menostres díasentrela realizaciónde cadauna de

ellas,parapermitirla recuperaciónde los animales(estadecisiónse ha visto reforzadatras

los hallazgosde File y colaboradoresen 1993).Dichaspruebasse sucedieronen el tiempo

en el mismo ordenen que seexpondrána continuación.El criterio seguidofue realizarlas

pruebassegúnel gradocrecientede estrésde las mismas.En todoslos casoslos animales

fueron situadosal inicio de la prueba en la zona más neutra, desdeel punto de vista

comportamental,de cadaaparato.Esto sehizo así con el fin de que el animal no seviera

avocadoartificiosamentea realizarningunapautaen particular,especialmenteningunaque

sepudieraconsiderarexploratoriao investigadora.

111.4.3.1 Tablerode a2uieros

Estapruebatuvo unaduraciónde 5 mm. (siguiendoel criterio de File y Wardill

1975). se desarrollébajocondicionesde iluminación de luz roja y fue realizadaporcada

animal un solo día. La sesióncomienzacon el animal situadoen una de las esquinasdel

aparato.

Sc decidió introducir una modificación respectoa una de las variables que

tradicionalmentese vienen midiendo en estaprueba.En este estudiose han valoradode

forma separadael recorridoqueel animalrealizaal desplazarsepor los recuadrossituados
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junto a las paredes(deambulaciónexterna)y el desplazamientoen la zonacentralalrededor

de los agujeros(deambulacióninterna), en lugar de considerarlotodo en conjunto como

se ha venido haciendo,en general, hastael momento. Las razonesque nos indujeron a

tomarestadecisiónfueron de diverso tipo. Porun lado, el considerarque el hecho de que

el animal sedesplacepor las inmediacionesdel esdmulodenotauna actitud másproclive

a la exploraciónque el hacerlopor la periferiadel recinto, que parecesermás indicativo

de su actividadgeneralo locomotora. Por otraparte,es interesantemencionarque se ha

encontradoque sustanciasde tipo opioide puedenafectarel patrónde desplazamientoen

un recinto cuandose administrana ratasadultas(Mickley y col. 1990). Todo ello sin

perderde vista el distinto componenteemocionalque puedetenerparala rata-animal de

clara tendenciatigmotáxica- el desplazarsejunto a la pared y las esquinasfrente a

adentrarseen la zona central despejadadel aparato. Este criterio es tenido en cuenta

habitualmentea la horade valorarpor separadoambostipos de deambulaciónen el campo

abierto. De forma simultáneaa nosotros,otro grupoha empleadotambién un parámetro

de estetipo parael tablerode agujeros(Albonetti y Farabollini, 1992).

Así, las variablesque se midieron a lo largo de la pruebafueron las siguientes:

deambulaciónexterna(DE>. deambulacióninterna (Dl). exploración de agujeros(EA),

tiempo de exploración(TE). posturaerguida(PE) y defecación(DEP).

Para valorardichos parámetrosse siguieron los siguientescriterios:
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Tanto la deambulación externa como la deambulación interna se

contabilizaroncomo el númerode casillas o recuadrosatravesadospor el

animal en su desplazamientopor la periferia o por la zona central del

tablero, respectivamente.La medición se hizo trazandoel recorrido del

animal sobre un plano del aparato. Esta forma de medición ha sido

empleadaanteriormente(Blizard y col. 1975).

La exploración de agujerosse valoró como el númerode veces que el

animal introducía el hocico o la cabezaen el interior del agujero para

explorarlo,mientrasque seconsiderócomotiempode exploraciónel tiempo

en segundosque el animal invertía en estaactividad.

La tasade posturaerguidase obtuvo contandoel númerode vecesque el

animal seelevabasobrelas patastraseras,con independenciade la zonadel

recinto en que se produjeraestapauta.

La tasade defecaciónse valoró como el númerode bolasfecalesque el

animal dejabasobrela superficiedel aparatoal finalizar la prueba.
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111.4.3.2Campoabierto

La prueba se realizó durante 3 días consecutivosy cada sesión tuvo una duración

de 3 mm. La duraciónde las sesionessedecidióde acuerdocon lo observadopreviamente

en nuestro laboratorio (González 1991; Hernández 1981, Tesis Doctoral; Viveros,

observacionesno publicadas)y el criterio de otros autores(Ardila y col. 1977: Beatty y

Fessler1976; Bernardiy col. 1986;Brand y Slob, 1988; Slob y col. 1981, 1986; Studelska

y Beatty 1978).que parecesugerirque esun periodorepresentativode la actividaddel

animal en estaprueba.El número de sesionesse eligió a la vista de las observaciones

hechasen otros trabajosde nuestro laboratorio (Sañudo 1990, Tesis de Licenciatura;

Viveros y Hernández1988> y otros autores(Ardila y col. 1977: Brand y Slob, 1988; Cray

y col. 1965b, 1975: Slob y col. 1981, 1986; Stewardty col. 1975; Valle y BoIs 1976)que

indican quelas principalesvariacionesdebidasala reexposicióna estapruebatienenlugar

durantelos tres primerosdías).El recintoestuvoiluminadocon luz blancabrillante,como

ya se describióen el apartado111.4.2.2de la sección111.4.2(Aparatos),aunqueel restode

la habitaciónpermaneciócon luz roja. El animal se situó paracomenzarla pruebaen uno

de los recuadrosde la zonaexterna.

Duranteel transcursode la pruebase valoraronlas siguientesvariables:

Deambulaciónexterna (DE). deambulación interna (Dl), postura erguida (Ph.

atusamientorostral (AM. tiempo de inmovilidad (TI) y defecación(DEE).
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Estosparámetrossemidieron segúnlos criterios que se exponena continuacion:

-Para las deambulacionesexternae internasecontaronel númerode zonas

cruzadaspor el animal durantela prueba.En el caso de la deambulación

externase considerabaun cruce cuandoel animal atravesabatotalmentela

línea de separaciónentre dos áreassituadasen el anillo externo situado

junto a la pared. Para la deambulacióninterna se estimó que la rata

exploraba un área nuevacuando atravesabaal menos con tres patas la

divisoria entre dos zonasinterioreso hacia una zonainterior.

-Las tasasde postura erguiday de defecaciónse valoraronsiguiendo los

mismos criteriosexpuestosparael tablerodeagujeros(apartado111.4.3.1)

-El atusamientorostral (grooming) se contabilizócomo el númerode veces

que el animal se frotabala cabezay el rostrocon las patasdelanterasa lo

largo de cadasesión.

-En lo que se refiere al tiempo de inmovilidad, se estimabaque el animal

permanecíainmóvil cuandose parabay no presentabaninguna actividad

durante2 segundos.aunquesí podíahaberalgún movimientode las vibrisas

(segúnlo definidoen Pellow y col., 1985). Cadavez que esto tenía lugar.
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seanotabanlos segundostranscurridoscon el animal en estaactitud y se

sumabanlos tiemposasíobtenidosal final de cadasesión.

111.4.3.3Laberintoen cruz

Los animalesfueron sometidosa estapruebaduranteun solo día. La duraciónde

la prueba fue también de 5 mm. y se utilizó iluminación de luz roja. La duración se

escogió según el criterio de Pellow y col. 1985, basado en el hecho de que el

comportamientode aversiónesparticularmentemarcadoduranteestetiempopero comienza

a disnnnuíral final de un períodode 10 mi (Montgomery 1958). Al comienzode la

pruebael animal fue situadoen la zonacentraldel aparatomirandohaciaun brazocerrado.

Esta decisión ya ha sido adoptadatambiénpor otros autores(Guimaráesy col. 1991:

Kshamay col. 1990).

Los parámetrosque se contabilizaronparaestapruebafueron los siguientes:

- Número de entradasa los brazosabiertos(Eba): númerode vecesque el

animal penetraen cualquierade los dos brazosabiertosal menoscon la

cabezay las dospatasdelanteras.

Tiempo en los brazosabiertos (Tba>: tiempo en segundosque el animal

pasaexplorandolos brazosabiertos.
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- Número de entradasa los brazoscerrados(Bbc): númerode vecesque el

animal entraen algunode los dos brazoscenadosal menoscon la cabeza

y las dos patasdelanteras.

- Tiempo en los brazoscenados(Tbc): tiempo en segundosque el animal

permaneceen los brazoscerrados.

Asimismo se calcularonlas siguientesvariables:

- Porcentajede entradasa los brazosabiertos/total(%ba/tot): representael

númerode entradasen los brazosabiertosfrenteal númerode entradastotal

realizadasen cualquiertipo de brazos.

- Porcentajede tiempo en los brazosabiertos(%Tba): representael tiempo

pasadoen los brazosabiertosfrenteal tiempo total explorandocualquier

tipo de brazos.

- Porcentajede tiempo en los brazoscerrados(%Tbc): representael tiempo

pasadoen los brazoscerradosfrente al tiempo total explorandocualquier

tipo de brazos.
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Númerode entradastotal (Etot): númerode vecesque el animal entraen

algunode los brazos.

Tiempo total en los brazos (Ttot): tiempo que el animal ha pasado

explorandocualquierade los brazos.

111.4.4 GRUPOSEXPERIMENTALES

Atendiendoal tratamientocon naltrexona,que ya sedescribióanteriormentecon

detalleen la sección111.3.1, y al sexo de los animales,se formaronlos siguientesgrupos

experimentales,todos elloscon animalesadultos(80 días)y con al menos16 individuos:

~ CONTR: machosinyectadosduranteelperíodo

predestetecon vehículo

a) Gruposcontroles

g CONTR: hembras inyectadas durante el

períodopredestetecon vehículo
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b) Grupostratados

con naltrexona

¡ ~ NAl~TX: machosinyectadosduranteel período

predestetecon naltrexona

NALTX: hembras inyectadas durante el

períodopredestetecon naltrexona
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111.5 SEGUIMIENTODE PARAMETROSRELACIONADOS CON EL DESARROLLO

NEUROBIOLÓGICOY SOMÁTICO

La determinaciónde estasvariablesde control del desarrollopostnatalse llevó a

caboen los animalesmencionadosparalos apanados111.3 y 111.4. Se trata, por tanto, del

mismo tratamientocon naltrexonay los mismosgruposexperimentales.

111.5.1 VALORACIÓN DE ADN, PROTEÍNAS Y PESO DEL CEREBELO.

NÚMERO DE NÚCLEOS Y RAZÓN CONTENIDO DE PROTEÍNAS POR

NÚCLEO

Estosparámetrosse estudiaronen cadaanimal por separado(sin juntarcerebelos

de más de un individuo) a los 7, 14 y 22 días y en la edadadulta (98±2días). Tras

sacrificar a los animales por decapitación,realizar la craneotomíay extraer la masa

encefálicasobrehielo (ver sección111.3.2),se separóel cerebelodel restodel encéfalopor

medio de unaspinzascurvas y bisturí, seccionandolos pedúnculoscerebelosos.Después

de su obtencióncadacerebelofue pesado,con el fin de conocersu peso en fresco, e

inmediatamenteguardadoen un congeladora -200C hastasu posteriorprocesamiento.

El protocolo seguidoparala preparaciónde los cerebelosy los ensayosposteriores

esel empleadoen trabalosanterioresen nuestrodepartamentoparaencéfalofetal entero

(Arahuetesy col. 1991: Carretero1989, Tesisde Licenciatura)con ligerasadaptaciones.
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111.5.1.1 Determinaciónde la concentraciónde ADN

Cada cerebelose homogeneizóen unamezclade soluciónsalina¡CINa al0,9% en

agua destilad4 (Iml/200mg peso fresco) y etanol al 95% (2rn1/200rng) en un

homogeneizadorPotter-Elvehjem, acopladoa un rotor de 2900 rpm (1600 g). De este

homogenadose tomaron las muestraspara la vajoración de ácido desoxirribonucleico

(ADN) y proteínastotalesdel cerebelo.Para la extraccióndel ADN del homogenadode

tejido cerebelarseutilizó la técnicaSchneider(1957)basadaen la solubilidadde los ácidos

nucleicosen ácidotricloroacético(ATC) caliente.Estatécnicarequierevariasextracciones

paraeliminar los compuestossolublesen ácido y alcohol.

*Protocolo de extracción

- Se recogeuna muestradel homogenadode cerebelo(0,5m1 paralos animalesde

7 díasy Imí paralas otrasedades)y se le añaden1,25m1/mlhomogenadode ATC

al 10% a ST

- se centrifugaa 4500rpm (2500 g) durante10 mm a 50C

- se retira el sobrenadantey el sedimentose resuspendeen 1 .25m1/ml homogenado

de ATC al 10% a 50(2
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- secentrifuganuevamentea 4500rpm (2500g) durante10 mm a ST

- se retira el sobrenadantey el sedimentoseresuspendeen 1,3 ml/ml homogenado

de ATC al 5% a temperaturaambiente

- se incuba a 750C durante30 mm [paraello se utilizó un baño de aguaregulado

por un termostato(Tectrón 100, P-Selecta)con un margende error de ±0,50C]

- se centrifugaa 4500 rpm (2500g) durante10 mm y se guardael sobrenadante

que contienelos ácidosnucleicos.

*Procedimientode valoración

La concentraciónde ADN se determinómediantela técnicacolorimétricadescrita

porSchneideren 1957, basadaen que la difenilamina (DFA) al sercalentadaen solución

ácidareaccionacon la desoxirribosaproduciendouna coloraciónazul.

El reactivo de difenilamina (lOOml ácido acéticoglacial. lg DFA, 2.75 ácido

sulfúrico concentrado)debe preparaseen el momento de su utilización. Se añadeel

reactivoa la muestraen unaproporción2:1 y/y. Paraelaborarel blancose utilizó ATC al

5% en lugar de la muestray se le añadióigualmenteel reactivo.Tras agitar las muestras

y el blancose incubanal bañomaríadurante10 mm. Posteriormentese enfríanhasta200C
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y se procede a medir sus absorbancias.Esta medición se realizó utilizando un

espectrofotómetromodeloSpectronic1201 de la casaMilton Roy, a una longitud de onda

de 605nm.Dadoslos pequeñosvolúmenesmanejadosfue necesarioutilizar microcubetas

(lOx4x4SmntSARSTEDT).Las valoracionesde cadamuestrase hicieronpor duplicado.

El cálculo de las concentracionesse realizó interpolandolos valoresen una curva

patrónde ADN (timo de ternera,SigmaD-851S)medianteun análisisde regresiónlineal.

Finalmente,utilizandoel valordel pesofrescodel cerebelode cadamuestra,se expresaron

dichasconcentracionespor mg de tejido.

111.5.1.2Determinaciónde la concentracióndeproteínas

La valoraciónde la concentraciónde proteínastotalesdel cerebelose hizo a partir

demuestrasdel homogenadodel queseobtuvierontambiénlas muestrasparavalorarADN

(versecciónanterior111.5.1.1).Paradichadeterminaciónseempleóla técnicacolorimétrica

descritapor Lowry y col, en 1951, al igual que se indicó en la sección111.2.1.2 paralos

homogenadosde membranasde encéfaloentero.

* Procedimientode valoración

Debidoa la elevadaconcentraciónde proteínasen el homogenadode cerebelo,éste

se diluyó en solución salina en una proporción 1:29 y/y, siguiendo lo aconsejadopor
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estudiosanterioresen nuestrolaboratorio(Arahuetesy col. 1991; Carretero1989. Tesisde

Licenciatura).Parasu valoraciónse utilzaronlos mismosreactivosdescritosanteriormente

en la sección 111.2.1.2. Para este experimento se tomaron muestras de 0,2m1 del

homogenadodiluido y se les añadió imí de reactivo C. Se les dejó igualmentereposar

durante10 mm. Posteriormente,se les añadieron0,lml del reactivode Folin diluido. Se

agitaron inmediatamentey dejaron reposartambién 30 mm. El blanco en este caso se

preparó con suero salino. La absorbanciase midió haciendola lectura a 505nm en un

espectrofotómetromodelo Spectronic1201 de Milton Roy. Cadamuestrase valoró por

duplicado.

Las concentracionesde proteínasse determinaron,asimismo, interpolando los

valoresen una curva patrón de albúmina sérica bovina por medio de un análisis de

regresiónlineal, Se utilizó el valor del pesofrescodel cerebelocorrespondientea cada

muestraparaexpresarla concentraciónpor mg de tejido.

111.5.1.3 Cálculo del número de núcleos y de la razón contenido de

proteínaspor núcleo

Los contenidosde ADN y proteínascerebelaresse emplearonparadeterminarel

númerode núcleos y la proporción de proteínaspor núcleo utilizando las ecuaciones

propuestaspor Enescoy Leblonden 1957. Dichasecuacionesse basanen la premisade

que el AUN seencuentrraen su prácticatotalidad en el núcleocelular, y que estacantidad
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es constanteen los todos núcleos diploides de cua]quierespecie(Boivin y col. 1948;

Mirsky y Ris 1949).

La expresión:

contenidototal de ADN cerebelar(mg) x i03

n0 núcleos=

6,2 (pg)

(donde 6,2 es el contenidode ADN del núcleo de una célula de rata), se utilizó para

estimarel número(millones)decélulascerebelosas.

El cocientede proteínastotalescerebelarespor núcleose empleacomoestimación

grossomododel tamañoy/o diferenciacióncelular(Arahuetesy col. 1991; Carretero1989,

Tesis de Licenciatura:Zagon y McLaughlin 1990a).Esta razón se calculó mediantela

fórmula:

contenidototal de proteínascerebelares(pg)

proteínas/núcleo(pg) =

n0núcleos(millones)
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111.5.2 APARICIÓN DE LA APERTURA OCULAR BILATERAL

Se examinaron los ojos de cadauna de los animalesa partir del día 10 de vida

hastaque ambos estuvieronabiertos,siguiendo el criterio dado por las observaciones

hechasen anteriorestrabajosy confirmadaspor otros autores~Wiery col. 1989). La

observaciónsehizo mientraslos animaleseran inyectados,de forma que la recogidade

estosdatosno supusouna manipulaciónadicional.

Para evaluaresteparámetrose calculó el porcentajede adquisiciónde la apertura

de ambosojos por cadacarnada.A partir de estosdatos se calcularonlas mediasque

fueron comparadasestadísticamente.

111.5.3 CONSUMO ALIMENTARIO Y DE BEBIDA

Secontrolarondiariamentelas cantidadesde piensoy de aguaconsumidasporlos

animalesdurantedos períodos:tras la finalización del tratamiento, los días 23 al 32

(períodoque denominaremosposidestetea estosefectos),y, posteriormente,durante los

días 55 al 70 (períodoperipuberal-adulto).

Los valoresde consumoalimentarioy de bebidase calcularoncomo la diferencia

entre el pesode piensoo volumen de agua suministradosa los animalesy las cantidades

de pienso o agua que quedabanal día siguiente a la misma hora. Estos datos se
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promediaronsegúnel númerode animalesque habíaen la jaula y a partir de estosvalores

serealizaronlos cálculosestadísticos.

111.5.4 EVOLUCION PONDERAL

Desdeel nacimientoy duranteel períodopredestetelos animalesfueron pesados,

conjuntamentetodos los machos,y, apane,todaslas hembras,de una misma carnada,en

díasalternos.Esto sehizo con el fin de minimizar la manipulaciónde los animalesa estas

tempranasedades,y, al mismo tiempo obtenervalores para los dos sexos. Los datos

obtenidosse hicieron relativosal pesodadopor los animalesal nacimiento,sin habersido

tratados todavía, para evitar en pane las diferencias entre camadas.Los valores así

obtenidossedenominaronraso de crecimiento.

Se realizó ademásun seguimientodel pesocorporala variasedadestras el destete

hastalaedadadulta(los días30. 40, 50, 55, 65 y 79). En estecaso los pesosse obtuvieron

de forma individual.
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111.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO

El análisisestadísticose llevó a caboutilizando el programaSPSS¡PC+(Noru~is

1986) instaladoen un ordenadorpersonal(286, Olivetti) compatiblecon el sistemaIBM.

111.6.1 VALORACIÓN DE RECEPTORESy PROTEINAS Y NOCICEPCIÓN

111.6.1 . 1 Efectosdel aislamientosexualen el desarrollo

Se estudióen primer lugar la normalidadde las distribucionespor medio de la

pruebade bondadde ajustede Kolmogorov-Smirnovy la homogeneidadde las varianzas

utilizando el análisisde caja de Bartlett paralos dististintosgruposexperimentales.Estas

condicionesse cumplieronparalas capacidadesde unión máximapor mg de tejido fresco

y por mg de proteínastotales, así como para la constantede disociación (Kd) y la

concentraciónde proteínas.Porello, los datosde estasvariablesse analizaronporanálisis

de varianza,realizadosa cadauna de las edades(7, 14, 23. 30, 45 y 60 días) siendo los

factoresaislamientoy sexo.Parael análisispost-hocse empleóla pruebade Duncande

comparacionesmúltiples con una significación fijada en p<O,OS (en el texto ya no se

indicaráen cadacaso).La evoluciónde los parámetroscon la edadse hizo dentro de cada

grupoexperimentalpor medio de análisisde varianzade una vía seguido igualmentede

la pruebade Duncaw
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Los datosde las pruebasnociceptivasde inmersiónde la cola y presiónde la pata

no satisfacieronla condiciónde homocedasticidad,por lo que se analizaron,a cadaedad

y duranteel desarrollodentrode cadagrupoexperimental,utilizandoel análisisde varianza

no paramétrico de Kruskal-Wallis y la prueba de U de Mann Whitney para las

comparacionesentre los gruposdosa dos.

111.6.1.2Efectosdel aislamientosexualy la B-FNA

Se pudo comprobarla normalidady la homocedasticidadmediantelas pruebade

bondadde ajustede Kolmogorov-Smirnovy de cajade Bartlett, respectivamente,paralas

mediasde las capacidadesde unión máximapor mg de tejido frescoy por mg de proteínas

totalesy de la constantede disociación(Kd). Los datoscorrespondientesal experimento

en el que se midieron los parámetros24hr trasla administraciónde 13-funaltrexamina[13-

FNAI (los días 1 y 8) se compararonmediantela pruebade t de Studentde doscolaspor

tratarsede comparacionesentredosgrupos(inyectadoscon vehículofrente al fármaco)en

que sólo interesabacomprobarla unión de estecompuestoal receptory. Las mediasde los

datosmedidosa 7 y 14 días,paralos experimentosen que se investigó la acciónde la 13-

FNA inyectada7 díasantesen animalesbajo distintascondicionesde alojamientodesde

el nacimiento.se compararona esasedadesa travésde análisisde varianzade tres vms

(factores: 2-FNA. aislamiento y sexo). El análisisposr-hocempleadofue la pruebade

Duncanparacomparacionesmúltiples.
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Los resultadosconcernientesa lapruebade inmersiónde la colay al contenidode

proteínasno presentaronla condiciónde homogeneidadde las varianzas.Por estarazón,

estasvariablesse analizarona cadaedadmedianteel análisisde varianzano paramétrico

de Kmskal-Wallis. El análisispost hoc paracompararlas mediaspor pares se realizó

utilizando la pruebade U de Mann Whitney.

111.6.2 INTERACCIONES SOE-SISTEMASMONOAMINERGICOS

Los datos procecentesde las valoracionesde las monoaminas(DA y 5-HT).

metabolitos (DOPAC, HVA y 5-HIAA) y del cálculo de las tasas de recambio

(DOPAC/DA, HVA¡DA y 5-HIAA/5-HT) en los animalesde 7, 14 (subpoblaciónA) (ver

secciónIV.2.2j y 22 días de edad se analizaronpor medio de análisisde varianzade dos

vms (factores: tratamiento y sexo), tras comprobarla normalidadde las distribuciones

(pruebade bondadde ajustede Kolmogorov-Smirnov)y la homocesdasticidad(análisisde

caja de Bartlett). El correspondienteanálisispost-/wcse realizó mediantela pruebade

Duncan de comparacionesmúltiples con una significación fija de p<0,05, que no se

indicaráen cadacaso,por sersiemprela misma.

Para compararlos datosde las ratasmachostratadasy controlesen la edadadulta,

las dossubpoblaciones(A y 8) queaparecieronal día 14 (ver secciónIV.2.2) y comprobar

el efectodel tratamientoen la subpoblaciónfi ~~seempleóla pruebade t de Studentde dos

colas,por tratarsede comparacionesdosa dos len la subpoblaciónE se incluyeron los dos



—111—

sexosconjuntamenteporaparecersólo doshembras]de muestrasnormalesy de varianzas

homogéneas(tras comprobarlopor los correspondientesanálisis).

El análisisde la evolución de las variablesestudiadascon la edadse hizo dentro

de cadagrupoexperimentalpormedio del análisisde varianzano paramétricode Kruskal-

Wallis seguidode la pruebade U de Mann Whitney para comparacionesdos a dos. No

pudieronrealizarsepruebasparamétricasal no satisfacerseen estecaso la condición de

homocesdasticidad.

111.6.3 ESTUDIOSCOMPORTAMENTALES

Secomprobaronen primerlugarla normalidadde la distribución (pruebade bondad

de ajustede Kolmogorov-Smirnov),asícomo la homogeneidadde las varianzas(análisis

de cajade Bartlett), de las muestrasde datosparalos distintos grupos.En el casode los

parámetrosde deambulacióninterna y tiempo de inmovilidad, ambosen la pruebade

campo abierto, se introdujo la transformaciónde los datos en sus raices cudradas

respectivas,con el fin de que así satisfacieran las condiciones de normalidad y

homocedasticidad.Las mediasde los datoscorrespondientesal primerdíade campoabierto

(deambulaciónexterna.deambulacióninterna(raiz cuadrada),posturaerguida,atusamiento

rostral, tiempo de inmovilidad (raiz cuadrada)y defecación)y a las pruebasde tablerode

agujeros(deambulaciónexterna,deambulacióninterna,exploraciónde agujeros.tiempode

exploración,posturaerguiday defecación)y laberinto en cruz (númerode entradasa los
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brazos abienos.cerradosy total, y porcentaje de entradasabiertos/total; tiempo, y

porcentajede tiempo. en los brazosabiertosy cerrados,y tiempo total en los brazos),se

compararonmedianteanálisisde varianza(ANOVA) de dosvías-tratamientoy sexocomo

factores-seguidode la pruebade Duncande comparacionesmúltiples.Recordaremosuna

vez más que, para estaprueba,el programaestadísticoutilizado indica significación a

partir de una probabilidadpcO,05o mayor, sin precisarde que gradode significación se

trata. Por ello en el texto al referirnos a comparacioneshechascon este análisis no

indicaremos el grado de significación de las diferencias, ya que siempre será el

mencionadoanteriormente.Así las significacionesque aparezcanindicadasse referirán al

análisisde varianza.

Con el fin de incluir también la valoraciónde los efectosde la repeticiónde la

prueba de campo abierto a lo largo de las tres sesionessobrelos distintos parámetros

mencionadosanteriormente,se utilizaron análisis de varianza (ANOVA) de tres vías

(factores: tratamiento, sexo y día de prueba).Posteriormenteseinvestigaronlos efectos

del tratamientoy las diferenciassexualesmedianteel análisisde las mediasobtenidaspara

los gruposexperimentalesen cadauno de los días a travésde la pruebade Duncan de

comparacionesmúltiples. Las diferenciasentre los distintos días de pruebapara cada

variable seestudiarondentro de cadagrupomedianteseriesde análisis t de Studentpara

datos apareados.Se eligió estapruebaestadísticapor tratarsede comparacionesentrelos

valores del mismo animal, para el mismo parámetro,en cada sesión. En este caso la

significacióndel análisispost-hocport de Studentapareadasiseprecisaráen los resultados.
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En la pruebade laberintoen cruz se quisieroncompararlas mediasde númerode

entradas,así como del tiempo que permanecieronen un tipo de brazosfrente al otro,

dentrode cadagrupoexperimental.Paraesteanálisisse empleóla pruebade t de Student

de dos colas,por tratarsede comparacionesentre mediasdos a dos. En este caso se

especificaráentreparéntesisel gradode significación.

111.6.4 SEGUIMIENTO DE PARÁMETROS RELACIONADOS CON EL

DESARROLLO NEUROBIOLOGICOY SOMÁTICO

Seconfirmarontanto la normalidadde la distribución (pruebade bondadde ajuste

deKolmogorov-Smirnov)comola homocedasticidad(análisisde cajade Bartlett)en todas

las variablesestudiadas,a excepciónde la apariciónde la aperturaocularbilateral (ver mas

adelante);Paralos parámetroscorrespondientesal cerebelo(pesocerebelar,concentraciones

de ADN y proteínas,númerode núcleosy razón proteínas/núcleo),serealizó el análisis

de varianzaa cadaedadsiendolos factorestratamientoy sexo.La variaciónde los valores

entre las edadesestudiadasse estudió dentro de cadagrupoexperimentalpor medio de

análisis de varianzade una vía. Para los consumosalimentario y de bebida, y tasade

crecimientoy pesocorporal-variablesquerecogíanla evolucióndurantedistintosperíodos

y no lo sucedidoen puntos clave, como en el caso anterior- se empleó el análisis de

varianzade tresvías (factores:tratamiento,sexoy edad). El análisispost-/wcutilizado fue

el de Duncande comparacionesmúltiples,con una significaciónfijada siempreen p<0.O5.

por lo que en texto ya no se especificaráen cadacaso.
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Corno se indicó al principio de esta sección, no se cumplió la condición de

homogeneidadde varianzasparaapariciónde la aperturaocularbilateral, por lo que los

datosseanalizaronpormedio del análisisde varianzano paramétricode Kruskal-Wallis.

Finalmente aclarar que en la tablas y gráficas, para mayor claridad, sólo se

senalaránlos resultadosdel análisisestadísticoreferentea los tratandentos,con la única

excepcióndel apartadocomportainentalen que se incluirán los efectosde la repeticiónde

la prueba(Tablasy gráficas)y del sexo(gráficas)porpresentaruna especialrelevancia.



IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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IV.1 VALORACIÓN DE RECEPTORES¡¿Y NOCICEPCIÓN

IV.l.l AISLAMIENTO SEXUAL

IV. 1.1 .1 Efectossobreel desarrollodel receptor¡¿ y contenidode proteínas

[Los niveles de significación que se muestranentreparéntesisen esta sección

correspondena los resultadosdel análisisde varianza.La significaciónpara el análisis

post-/wcde Duncan se fijó en pcO,OS),por lo queno se especificaráen cadacaso (para

más detallesver sección111.6.1 sobreAnálisis estadístico]

El análisisde varianzade las capacidadesde unión máximas a cada una de las

edadesestudiadas,tanto pormg de tejido fresco como por mg de proteínas,sólo reveló

efectossignificativosal día 14. A estaedadfueron significativosparala unión máximapor

mg de tejido frescotanto el aislamientosexual(pcO,OOl)como la interacciónaislamiento

x sexo(pcO.OS).No se encontrarondiferenciassignificativasdebidasal sexoper se. Por

lo que se refiere a las capacidadesde unión expresadaspormg de proteína,el análisisde

varianza a los 14 días reveló un efecto significativo del aislamiento (pc0.05). sin que

aparecierandiferenciassignificativasdebidasal sexoo la interacciónentreambosfactores.

No aparecieronefectossignificativos de ninguno de los factoresprincipales ni de la

interacción sobre los demásparámetrosestudiados,esto es, la constantede disociación

(Tabla 3), el contenidode proteínas(Tabla4) y el pesodel encéfalo(Tabla 5). a ninguna
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de las edadesestudiadas.

La pruebade Duncanparala capacidadde unión máximapor mg de tejido a los

14 días mostró valores significativamentemenoresen los grupos aisladosque en los

alojadosconjuntamente.tanto en los machoscomo en las hembras(Fig. 7a). Además,

tambiéna estaedady paraestemismoparámetroseñalóun valor significativamentemayor

en los machosalojadosconjuntamenteque en su correspondientegrupode hembras,pero

no para los machosy hembrasaislados, lo que indicaría que el efecto depresordel

aislamientoharíaque no se manifestaranlas diferenciassexualesentre estosgrupos. El

análisisposthoc de los datosde la unión máximacuandose expresapormg deproteínas,

reveloasimismounosnivelesmayoresen los machosalojadosconjuntamentefrentea los

aislados. Las hembras alojadas conjuntamente también mostraron una media

apreciablernenremayorque las aisladasy al no haberaparecidouna interacción sexo x

aislamientosignificativa no puedeafirmarseque no exista efectodel aislamientoen las

hembrassobreesteparámetro.

El análisisde varianzade la capacidadde unión por mg de tejido por la edaden

cadagrupoindicó que los nivelesde esteparámetrose incrementanprogresivamenteentre

los 7 y los 60 días en todos los gruposexperimentales(pcO,OO1). El análisispost hoc

indicó queen los gruposalojadosconjuntamente.seprodujoun aumentosignificativo entre

los Y y 14 díasedad,y los valoresdel adulto ya se alcanzaronal día 23 (Hg Ya). En los

gruposaisladossexualmenteno aparecióaquel importanteincrementoen los valoresde
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unión máximaentrela primera y la segundasemanasde vida. Ello esdebidoal marcado

efectodel aislamientosexuala los 14 días,que,como vimos, deprimió significativamente

los nivelesde unión máximapor mg de tejido tantoen machos(un 65%)comoen hembras

(un 37%) (Fig. Ya). Así, la principal subidaen los nivelesde estavariableseprodujo entre

los días14 y 23 paralos gruposaislados.Cabríaseñalarquelos machosaisladospresentan

todavíauna elevaciónsignificativa entreel los día 23 y 60, lo que podríaindicar que el

desarrollode la capacidadde unión máximapodríano estartotalmentecompletadoal día

23 en estegrupoexperimental.

Los resultadosdel análisisde varianzade una vía en cadagrupo parala capacidad

de unión máxima expresadapor mg de proteína también revelaron variaciones

significativascon la edaden todos los grupos(pcO,OOl) y la pruebade Duncanencontró

que el patrón de desarrolloes diferente en los animalesalojadosconjuntamentey los

aisladossexualmente.Los animalesalojadosconjuntamentede ambossexospresentaron

importantesy significativos incrementosparaesteparámetroentrelos 7 y los 14 días,para

luego sufrir un aparentedescensoal día 23, con valorespróximos los de los 60 días.Sin

embargo,los aumentosentre las dos primerassemanasde vida en los gruposaisladosno

se producen (en los machos) o son menores (en las hembras aisladas’i. y además

incrementan,en vez de disminuir, sus valoresdesdeel día 14. alcanzandoa los 23 días

unosvaloressimilares a los del día 6<). Estasvariacionesen el perfil entrelos 7 y 23 días

son reflejo de los menoresnivelesde unión máximapor mg de proteínasde los animales

aisladosfrentea los alojadosconjuntamenteque se encontraronal día 14 (Fig. Yb). Dichas
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diferenciassólo alcanzaronsignificaciónestadísticaentrelos machos(con un descensodel

56%), aunquelas hembrasaisladasmuestrarontambiénvaloresmás bajos(un 43%) que

las alojadasconjuntamentecon sus hermanos,por lo quelas consecuenciasdel aislamiento

sobreel perfil de desarrollofueron similaresen ambossexos.

El perfil de desarrollode la concentraciónde proteínasen las membranascelulares

sufrió modificacionescon la edad (pscO,OOl) que fueron similares en todos los grupos

experimentales:no se produjeronsubidassignificativasde las concentracionesentrelos 7

y los 14 días,apareciendouna marcadaelevaciónsignificativa (en tomo al 60%) entreel

día 14 y el día23 (Tabla4). Los valoresde la concentraciónde proteínasen la membranas

no aumentaronsignificativamenteentrelos 23 y los 60 díasde edad.

A la vista de los resultadosencontradosparalas proteínas,puedeconcluirseque

la variacionesen ambas expresionesde la capacidadde unión máxima atribuibles al

aislamientosexualdurantelas dos primerassemanasde vida sedeberíana una actuación

sobrelos lugaresde unión ji y no a un efecto inespecíficosobrelas proteínasde membrana

en general.dado que en estaetapano aparecieronmodificacionessignificativas en este

último parámetro<Tabla 4). Tambiénpuedeconfirmarseque el descensoaparenteen la

unión máxima expresadapor mg de proteínasentre los días 14 y 23 observadoen los

animalesalojadosconjuntamentese debe a una subidadel contenidode proteínasentre

esasedadesy no a una pérdidade capacidadde unión. Asimismo, la aproximaciónentre

los valoresencontradosparaeste parámetroa partir del día 23 con los aparecidosal día
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7 sepuedeexplicarporla elevaciónen el contenidode proteínasduranteeseperíodofrente

a los 7 días.

No aparecierondiferencias significativas con la edad para la constante de

disociación(Tabla 3).

Finalmente, indicar que se produjeronincrementossignificativos en el pesodel

encéfaloduranteel desarrollopostnatal(pcO,OOl)desdeel día7 al día60 (casi triplicando

su valor entreestasdos edades)(Tabla 5) en todoslos gruposexperimentales.

IV.1.l.2 Efectossobrelas respuestasnociceptivas

*Pmebade inmersiónde la cola en anuacaliente (tau ummmersion

)

En términosgenerales,el análisisde varianzano paramétricode Kruskal-Wallis

reveló un efecto altamente significativo de aumento con la edad de los umbrales

nociceptivos en todos los grupos experimentales(pcO,OO1). Los incrementosen los

umbralesde nocicepciónseprodujeronde forma progresivacon la edad (Ja pendientede

la curva de crecimientogeneralse sitúa en torno a 0,07 con un coeficientede regresión

lineal r=0.92) (Fig. 8a). y. con la excepciónde las hembrasaisladassexualmente,las

latenciasno aumentaronsignificativamentemásallá del día 45.
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En ambosgruposcontroles,seprodujo un incrementosignificativo en las latencias

nociceptivasentre los dias 7 y 14 (p’c0,Ol), mientras los tiempos de respuestano

aumentaronentrelos días 14 y 23, ni entrelos días23 y 30. Ademásal día45 se alcanzan

nivelesque no difieren significativamentede los umbralesencontradospara los 60 días.

El perfil de desarrolloes, pues.basicamenteparecidoen machosy hembrasalojados

conjuntamente.

La evolución de las latenciasen los machos aisladosno presentó la relativa

estabilizaciónentrelos días 14 y 30 que sí se observóen los controles,aumentandoentre

los 14 y 23 días (pcO,Ol). Además, sólo se producenincrementosen los umbrales

nociceptivosa partir del día 14, y desdelos 30 días los valoresya no se incrementan

significativamente.Pareceríaque en estegrupo los umbralesnociceptivostardasenmásen

comenzara aumentarcon la edady luego alcanzasenanteslos nivelesdel día 60.

Al igual que los machosaislados,las hembrasaisladassexualmentecomienzana

presentarincrementosen sus latenciasde respuestaa partir de los 14 días, aunqueestos

se producenya de una forma casi continuadahastael día 60.

Al hacer comparacionesen cada edad, la prueba Kruskal-Waliis encontró

diferencias significativasa los 14 (Kruskal-Wallis pcO,00l) y a los 45 días de edad

(Kruskal-Wallis pcO.O5).En ambasedadesse encontraronmenoreslatenciasde respuesta

en los animalesaislados(Fig. Sa). Sin embargo,mientrasque al dia 14 los descensos
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fueron significativostanto paralos machosaislados(29%menores,pcO.OS)como paralas

hembrasaisladossexualmente(45%, p=0,001).a los 45 días sólo lo fueron para los

machosaislados(una bajadadel 27%, pcO,OS),si bien, en términosabsolutosla hembras

aisladastambiénmostraronun descensosimilar (de un 20%).

No se encontrarondiferenciassexualessignificativas,a excepciónde la encontrada

entreanimalesaisladosal día60 (lCruskal-Wallispc0,05).en que las hembraspresentaron

valoresmás altos que los machos¿pcO,05).Dados los elevadosumbralesmostradospor

las hembrasaisladas(aunqueno llegarona sersignificativamentemayoresque los de las

alojadasconjuntamente.p=0,08),másbien cabría hablarde un posibleefectodiferencial

del aislamientosexuala esta edad.

*Pruebade presiónde la pata(paw-pressure

)

De forma similar a lo encontradoparalapruebade inmersiónde la cola,el análisis

de vananzano paramétricode Kruskal-Wallis encontróincrementossignificativosde los

umbralesde dolor para estaprueba desde el día Y al día 60, para todos los grupos

experimentales(pcO,OOl>. Además,y tambiénen todos los grupos,al día 30 apareceun

punto de inflexión en el desarrollode la respuestaa estapruebade presión de la pata(que

no se encontróen la pruebaanterior) (Hg. Sb), a partir del cual los aumentoscon la edad

se hacenmayores:la pendientede la recta de regresiónque puedecalcularsea partir de

los valores para los días Y al 30 estáalrededorde 3 (con un coeficiente de regresión



-122-

r=0,90), mientrasque del día 30 al 60 el factor de incrementose encuentraen torno a 15

(r=0,97). Es decir. del día 30 en adelantelos umbralesaumentan3 vecesmás por edad.

Porotraparte, los incrementosparecenproducirsede unaforma bastantelineal en los dos

tramos (como puede deducirse de los coeficientes de regresión obtenidos) y son

proporcionalmentemayoresa los encontradosparalapruebacon estímulotermal(tal como

puedeobservarseal compararlas pendientesde crecimientode ambaspruebas).

En los animalesalojadosconjuntamentede ambossexosseprodujeronaumentos

significativos tanto entre los 7 y 14 días (pc0,01) como a partir del día 30 (pc0,01),

mientrasque, de forma parecidaa lo sucecidoen la pruebade inmersiónde la cola, los

incrementosentrelos días14 al 30 no alcanzaronsignificación.Sin embargo.tanto en los

machoscomo en las hembrasaisladossexualmentetambién aumentaronlos umbrales

nociceptivosdurantelos 14 y los 30 días (pcO,05).

Al hacercomparacionesa cadaedad la pruebade Kruskal-Wallis sólo encontró

diferenciassignificativasa los 7 días (pc0,05),que se manifestaroncomounos mayores

umbralesen las hembrasaisladasfrente a las alojadasconjuntamente(un 54%, pcO,O5)

(Fig. Sb). El incrementoencontradopara los machosaislados(un 32% más que los

alojadosconjuntamente)no fue estadísticamentesignificativo.

No se encontrarondiferenciassexualesparaestapruebaa ningunade las edades

estudiadas.
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Efectos del aislamiento sexual
Desarrollo de las respuestas nociceptivas
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FIG. 8. Cada punto representa la media ±e.e.m de 6-14 observaciones. tp.cO,05;

7 14 23 30 45 60

7 14 23 30 45 60

***p<Q 001 frente al grupo control correspondiente (prueba U de Mann-Whitney)
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IV.l.1.4 DISCUSIÓN

De acuerdocon estudiosanteriores(Bardoy col. 1981; McDowell y Kitchen 1987;

Petillo y col. 1987; Spain y col. 1985; Tsang y col. 1982ab; Volterra y col. 1986),

nuestrosresultadosindican que el desarrollocompletode los receptoresji sealcanzaen

la tercerasemanade vida postnataly que el númerose sitios de unión semultiplica por

3 desde el día 7 en adelante.Más aún, estopareceocurrir igualmenteen ambos sexos.

Ademásla ausenciade cambiosen los valoresde la constantede disociacióna lo largo del

desarrollo encontradaen este trabajo pone de manifiesto que, como suele aparecer

generalmenteen este tipo de estudios,los incrementosen la capacidadde unión con la

edadse deben a elevacionesen las concentracionesde receptoresy no a cambiosen la

afinidad del receptorpor el ligando (McDowell y Kitchen 1987; Kitchen y col. 1990;

Petillo y col. 1987, Spainy col. 1985).

Por lo que se refiere a la crianzaen condicionesde aislamientosexual,pareceque

estaformade modificacióndel ambientesocialafectafundamentalmentea lasedadesmás

tempranas.De hecho, nuestrosresultadossugierenla existencia de un retaso en el

desarrollode los receptoresji en los gruposaisladossexualmente.dado que el mayor

crecimientodel númerode sitios de unión se producea unaedadmás tardía (entrelos 14

y 23 días en vez de entre los 7 y los 14). El efecto encontradoen nuestro estudiono

pareceserdebidoa una acción inespecificadel aislamientosexualsobrelas proteínasde

la membranacelular, puestoque no hemosencontradoun efecto importantesobreeste
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parámetroen el presentetrabajo.Tambiénparececlaroque la propiaproteínadel receptor

ji no severíaafectadapor el aislamientosexual,dadoque la afinidad del receptorno se

modificó entre los distintos grupos experimentales.Aunque es escasala información

concernientea los posiblesefectosdel ambientesocialtempranosobreel desarrollode los

receptoresopioides,nuestrosresultadosestande acuerdocon los de Pankseppy Bishop de

1981,que encontraronquela capacidadde unión de [Hl diprenorfina(antagonistaopiolde

general) en encéfaloparecevariar cuandose agrupaa las ratasde 33 días previamente

aisladassocialmente.

Es interesanteseñalarla marcadasubida de la concentraciónde proteínasde

membranaentelos días 14 y 23, que estáen concordanciacon los cambioshalladospor

otrosautoresen el contenidodeproteínasduranteel desarrollopostnatalen variasregiones

encefálicasde la rata(Bayon y col. 1979).Ello explica la bajadaquese produceenteesas

edadesen el númerode sitios de unión cundo se expresapor mg de proteínas(que no

sucedecuandose expresapor mg de tejido) y nospermitedescartarun descensode los

nivelesde receptoresa partir de los 14 días.Un hechosimilar ha sido encontradoporotros

autores(Petrillo y col. 1987; Spainy col. 1985;Tsangy col. 1982b).Estefenómenorevela

el interésde analizarotrasvariablesrelacionadas,especialmentecuandosehacenestudios

en el desarrolloy quepuedenasimismoversemodificadas,interfiriendocon los resultados

obtenidos para los receptores.El seguimientode los niveles de proteínaspuede ser

especialmenterecomendabledadoquemuchosautoresexpresansusresultadoshaciéndolos

relativosa este parámetro(pararevisión ver McDowell y Kitchen 1987).
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No han aparecidodiferenciassexualesmuy clarasen lo que se refiere al desarrollo

del receptorji, aunquelos datosde la capacidadde unión cuandose expresanpormg de

peso de tejido fresco (pero no por mg de proteína) sugierenmenoresnivelespara las

hembrasal día 14. Sin embargo,podríadecirsequeel efectodel aislamientosexualparece

sermenosmarcadoen las hembras,dado que las hembrasaisladaspresentaronmenores

descensosen las concentracionesde receptoresy (tantopor mg de proteínascomopor mg

de tejido) que los machosaisladosal día 14, comparadoscon sus respectivosgrupos

alojadosconjuntamente.Ademáslos machosaisladossexualmente(pero no las hembras

aisladas)no alcanzaronel desarrollocompletodel receptora los 23 días. Esto estaríade

acuerdocon el conceptocomunmenteasumidode que los machosseríanmássensiblesa

diversosambientesestresantes(Gray 1971ab, 1991). En resumen,podríadecirseque las

edadestempranassoncrucialesparael desarrollodelreceptory y queduranteesteperíodo

tiene lugar la mayor sensibilidaddel receptoral procedimientode aislamiento sexual

utilizado en esteestudio.

Por lo que se refiere a las pruebasnociceptivas,nuestrosdatos indican que, tanto

en los gruposaisladossexualmentecomo en los que se alojaronconjuntamenteanimales

de los dos sexos, los umbralesnociceptivos para los estímulos térmico y mecánico

aumentancon la edad, lo que estáen concordanciacon resultadosanteriores(Blass y col.

1993; McDowell y Kitchen 1987). Convieneprecisar,sin embargo,que la utilización de

las dos pruebaselegidas(inmersiónde la cola y presión de la pata) nos ha permitido en

este trabajo precisarde forma más detalladacómo se produceesta evolución de las
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respuestasnociceptivasduranteel desarrollo.Se produjeronincrementossignificativosde

los umbralesde dolor hastael día 45 parala pruebacon estímulotérmico y hastalos 60

días parala de presión,mientrasque no aparecierondiferenciassexualesentre los gmpos

alojadosen condicionesestándarparaninguna de las pruebasempleadasen el rango de

edadesobjeto de nuestro estudio. En trabajos anteriores se han observadoefectos

específicosdel sexoen la respuestaa otrosestímulosdolorososcomoel choqueeléctrico,

lo que sugeriríala existenciade un papelde las hormonasgonadales(Romeroy Bodnar

1986). También se ha encontradoque tanto las formas opioidescomo no opioidesde

analgesiainducidas por el estrés de natación forzada estanafectadaspor diferencias

sexuales(Bodnary col. 1988). La ausenciade diferenciassexualesen estetrabajoseñala

la importanciadel tipo de estímulodolorosoa la hora de observardiferenciassexuales.

También seria posible que, dado que la última edad estudiadase correspondecon el

comienzo de la pubertad,sea necesariotodavía un papel adicional de las hormonas

gonadalesparala apariciónde posiblesdiferenciassexuales.

En cuantoal aislamientosexual, la pruebade inmersión de la cola parecesermás

sensiblea los efectosde estamanipulaciónque la pruebade presión de la pata,y los

resultadossugieren una mayor sensibilidadde los animalesaislados a los estímulos

térmicos. Las modificacionesen los umbrales nociceptivos en ambas pruebas sólo

aparecieronen determinadasedadesy constituyen los primerosdatosdisponiblessobre

modificacionesen la respuestanociceptiva basal en ratas aisladassexualmente.Las

respuestasnociceptivasa la pruebade presiónde la patasólo sevieron alteradasa los 7
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díasen las hembras,quepresentaronmayoresumbralesnociceptivos.Por lo que serefiere

a la pruebade inmersiónde la colaen aguacaliente,las diferenciasen los machosaislados

fueron siempreen el sentidode descensode las latenciasde respuesta,mientasque en las

hembrasse encontróun efectoopuestoentrelas dosprimerassemanas(descenso)y los 60

días (incrementode los umbrales).Nuestrosresultadosde ambaspruebaspodríansugerir,

pues,un efecto diferentedel tratamientosegúnel sexo,aunquelos datosobtenidosaeste

respectono son concluyentes.

En general,puededecirseque los resultadosde la pruebasnociceptivasestánen

consonanciaconestudiosanterioresque indicanquelas variacionesdel ambienteneonatal

puedenmodificar la modulaciónde la respuestaal dolor (ver porejemplo Alleva y col.

1986: Entersy Spear1988; Puglisi-Allegray Oliverio 1983; Speary col. 1985)y, másen

concreto,con los hallazgosde quela separaciónde la madrepuedaproduciranalgesiaen

ratasneonatales(Kehoey Blass 1986b)o de que un breve aislamientosocial incremente

la sensibilidadal dolor en ratasjuveniles(Panksepp1980).

No es posibleestablecercorrelacionesclarasentrelos resultadosobtenidosparala

concentraciónde receptoresy las pruebasde nocicepción,aunquela edad a la que se

produce el mayor efecto del aislamientosexual en la prueba térmicacoincide con el

principalefectosobrelos receptoresji. El descensoen el númerode sitios de unión opioide

seríacoherentecon la mayorsensibilidadal dolor observadaa los 14 díasde edad.En todo

caso,debetenerseen cuentaque los umbralesde dolor estánreguladosde forma compleja
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por sistemastanto opioidescomo no opioides(Alleva y col. 1986; Beitz 1992; Entersy

Spear1988; Goicoechea1991, Tesisde Licenciatura;Iggo y col. 1985; Jordany Oehme

1985; Lewis 1986; Lewis y col. 1980; Speary col. 1985; Wiesenfeld-Halliny Xu 1992),

por lo que es dificil explicar las variacionesen la nocicepciónen términos de un sólo

parámetro.Esta dificultad ha sido puestade manifiestotambién por otros autoresen

trabajosduranteel desarrollo(Blassy col. 1993).

La diferentesensibilidadde los dostiposde respuestasestudiadasal tratamientode

aislamientosexualsedebeposiblementea que resultande la estimulaciónde distintasvías

neurofisiológicas.Así, se aceptaque las pruebasque empleanel calor como estímulo

doloroso implicarían fundamentalmentea los receptoresy opioides. mientrasque los

receptores vz tendrían efectosmás potentesen la regulación de la percepciónde las

accionesde otros tipos de agentesnociceptivos(Tyers 1980. 1982). La relativaconexión

entrelas variacionesen el receptorji debidasal aislamientosexualy los efectossobrela

pruebade inmersión de la cola en aguacaliente &ero no sobrela pruebade presión)

estaríade acuerdocon estainterpretación.

En relacióna los posiblesmecanismosresponsablesde lasdiferenciasinducidaspor

el aislamiento sexual, es probable que las influencias hormonales sean en parte

responsablesde la perturbaciónencontradaen el desarrollolos receptores,puestoque se

conoceque los receptoresji y la 13-endorfina(péptidoopioideendógeno)influyen sobrela

función hipotálamo-hipofisaria(Tuomisto y Mannisto 1985). Además,existenevidencias
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experimentalesque apoyanuna implicacióndel sistemaopioideencefálicoen la regulación

de las interaccionessociales(Hermany Panksepp1978; Pankseppy col. 1978) y se ha

encontradoque el funcionamientodel sistema opioide y la nocicepción puedenser

afectadospor el ambientesocial (Alleva y col. 1986; Entersy Spear1988; Speary col.

1985).Másaún, la B-endorfinaparecesuprimir la motivación sociosexualen ratasadultas,

siendoesteefectoreversiblepor naloxona(antagonistaopioide general) (Wiesnery col.

1986),y la administraciónde esteantagonistaen ratasneonatalescausaunareducciónen

el juego social (Siegel y Jensen 1986). Asimismo, los mencionados sistemas

neuroendocrinostanto opioidescomo no opioidesque puedeninteractuaren la modulación

de los umbrales de dolor (Alleva y col. 1986; Beitz 1992; Enters y Spear 1988;

Goicoechea1991, Tesisde Licenciatura;lggo y col. 1985; Jordany Oehme1985; Lewis

1986; Lewis y col. 1980; Millan y col. 1991; Speary col. 1985; Wiesenfeld-1-Ialliny Xu

1992) tambiénpodrían estarimplicadosen los efectosdel aislamientosexual llevado a

cabo en este trabajo. En este sentido, otros autoreshan observadoque los sistemas

funcionalesque median la analgesiaopioide podríanverseafectadospor la composición

sexual de la camada(Alleva y col. 1986). De hecho, debeconsiderarsela diferente

interacción de la madre con las crías dependiendodel sexo de la camada,con la

subsiguienteinfluencia sobrelos neonatos(Alleva y col. 1986, 1989; Moore y Morelli

1979; Richmond y Sachs1984). Otra cuestiónimportanteesel aislamientoolfatorio. Se

ha probadoque los oloresson estímulosde capital influenciasobreel comportamientode

las ratastantoadultas(Mackay-Simy Laing 1981)como neonatales(Kehoe y Blass 1986a;

Smith y Spear 1978). Es más, las feromonaspresentesen la orina parecen afectarel
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comienzode la pubertad,ciclo sexualy comportamientossexual y sociosexualtanto en

ratasmachoscomo hembras(pararevisión ver Femández-Tresguerres1989). Así, no se

puedeexcluir la posibilidad de que la ausenciade olores/feromonasde los hermanosdel

otro sexo tuviera un papel responsableen los efectosobservadospara el protocolo de

aislamientosexualempleadoen nuestrotrabajo.

Aunque el aislamientosexual resultaun modelo de condicionesambientalesde

especialsignificaciónbiológica en el contexto de posiblesmodificacionesdel ambiente

social, son pocos los trabajosque han utilizado estetratamiento(Alleva y col. 1986;

Laviola y Loggi 1992: Sharpe1975: Van de Polí y col. 1982). Esteestudioesel primero

en tratar la influenciadel aislamientosexualsobreel desarrollodel sistema opioide en

ratasde ambossexos.Además,ponede manifiestola necesidadde analizarotrasvariables

encefálicasque pudieranverse modificadasen las condicionesen que tiene lugar el

experimento(en nuestrocaso,las proteinasde la membranacelular).Nuestrosresultados

sugierenque las edadespostnatalestempranasson de una importanciafundamentalpara

el desarrollode los receptoresji, ya que es precisamente a estasedadescuandotanto los

receptorescomo las respuestasnociceptivasparecen ser especialmentesensibles al

tratamientode aislamientosexualutilizado.
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IV.l.2 AISLAMIENTO SEXUAL Y B-FNA

IV.l.2.l Efectossobreel receptoru y contenidode proteínas

¡Los resultadosdel análisisde varianzay de la pmebade ide Studentse muestran

entreparéntesis.Se fijó igualmentela significaciónparala pruebaposí-hocde Duncanen

p<O.OS,por tanto no se indicaráde nuevoparacadacomparación(paramásdetallesver

sección111.6.1 sobreAnálisis estadístico]

La inyecciónde 13-FNA tanto al díaO comoal día 7 disminuyóel númerode sitios

de unión ji en el encéfalocuandosemidieron 24h más tarde, tanto expresadospormg de

tejido como por mg de proteínas(Fig. 9ab y Fig. lOab). El númerode sitios se redujo en

mas de la mitad al día 1 (r de Studentp=0,O5,en los dos sexos),efecto depresorque

tambiénse observóen los machosal día8 (ide Studentpc0,05). La reduccióndel número

de sitios ji en las hembrasal día 8 fue menosmarcado(un 30% de descenso, de Student

pcO,05) (Fig. lOab). El contenidototal de proteínasde membranacelular en el encéfalo

no se alteró 24h tras la administraciónde 13-ENA (Fig. 9c y Fig. lOc)

En los animalesde 7 días inyectadoscon 13-ENA el día 0, el análisis de varianza

de 3 vías revelóun efectosi2nificativo de la 13-FNA (pcO,OO1) sobrela capacidadde unión

por ¡ng de tejido. sin que fueransignificativosel sexoo el aislamientoni las interacciones

entre los factores.Esteefecto aparececomo un descensogeneralen el númerode sitios



-136-

de unión ji (Fig. 1 la). Cabehacernotarque, en los gruposde machosse observaun cierto

e/eck)escalera, entendidocomo un descensoprogresivoen los valoresde la mediaa lo

largo de los gruposentrelos animalesalojadosconjuntamenteinyectadoscon vehículoy

los aisladossexualmenteinyectadoscon B-FNA, que presentanlas mayoresdiferencias

entre sus medias(un 22%) y significación estadísticaparael análisisde Duncan.Por lo

que serefiere a las hembras,también las aisladase injectadascon 13-FNA al nacimiento

mostraronuna media de capacidadde unión por mg de tejido inferior al resto de los

grupos.El análisispost hoc revelóque el valor encontradoparaestegrupo experimental

erasignificativamentemenorque el de las aisladasinyectadascon vehículo(con un valor

21% menoren la media). En cambio,cuandola capacidadde unión sehacerelativaa la

concentraciónde proteínas,el tratamientocon B-FNA produceunaelevaciónsignificativa

del númerode sitios y (pcO,OOOl) (Fig. lib). Tampocoel sexo,ni el aislamientoni las

interaccionesfueron significativas en este caso. El análisis de Duncan sólo encontró

significativas las diferenciaspor el tratamiento con B-FNA entre los machosaislados

sexualmente(un 43%) y entre las hembrasalojadasconjuntamente(un 96%), aunque

tambiénseproducenentrelos machoscontroles(un 27%)y las hembrasaisladas(un 24%).

Junto esto, la no existenciade una interacción13-ENA x aislamientonos lleva a concluir

que la 13-FNA produjo subidas en los niveles de unión por mg de proteínascon

independenciade las condicionesde alojamientoestudiadas.Es de señalarque,a pesarde

que el efecto del aislamientosexual no alcanzó significación estadística,es notable la

diferenciaentre las hembrasalojadasconjuntamentey las aisladas(con unos niveles de

unión un 56% máselevadosen las aisladassexualmente).
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El análisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis reveló diferencias

significativasen los gruposparalas concentracionesde proteínasen los homogenadosde

membranascelularesencefálicasa los 7 días (p<O,OOl). La B-FNA hizo descenderlos

niveles de proteínasen los dos sexostanto en los animalesalojadosconjuntamente(d<

38%; 9 54%) como en los aisladossexualmente(a’ 40%: 9 39%) [con una significación

p<0,05en todos los casos](Fig. 12). Estosdescensosen las concentracionesde proteínas

de membranacausadospor la B-FNA sedanla explicaciónde las elevacionesencontradas

parala capacidadde unión máximaa los sitios ji cuandose expresanen función de este

parámetro(y que no se vieron cuando se hacerelativa al peso, sino que aparecieron

descensos)(Fig. 1 lab). Porsu parte,el aislamientosexualprodujoen las hembrasaisladas

e inyectadascon vehículo (pero no en los machosaislados)una bajada del 34% en la

concentraciónde proteínas(p<O,OS) (Fig. 12). También aparecióun pequeño.aunque

significativo, efecto del aislamientosobre las proteínasde membranaen las hembras

inyectadascon 13-ENA (un descensodel 12%, p<O,OS). Es posible que el valor

considerablementemayorde la capacidadde unión máximapormg de proteínaencontrado

paralas hembrasinyectadascon vehículo y aisladas,frentea la de sus correspondientes

alojadasconjuntamente(Fig. llb), pudieradeberseal importantedescensoen el contenido

de proteínasobservadoal hacerla misma comparación.

En los gruposde 14 días inyectadosal día7, el análisisde varianzaparalos datos

relativos a la capacidadde unión por mg de tejido sólo revelóun efectosignificativo de

la IS-ENA (p<O,OS). mientrasque cuandose expresapor mg de proteínasla significación
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apareceparalas interaccionesj3-FNA x aislamiento(p<O,05)y aislamientox sexo(p<O,OS).

El análisis de Kruskal-Wallis de la concentraciónde proteínasde membranaencontró

diferenciassignificativasentrelos grupos(p<O,O5). La B-FNA causóun descensogeneral

en los sitios unión ji por mg de pesofresco,que en las hembrasfue de un 11% en las

alojadasconjuntamentey de un 13% en las aisladassin que alcanzaransignificación

estadísticaal analizarselos gruposdos a dos (Fig. 13a). En cuantoa los machostratados

con B-FNA. los alojados conjuntamentepresentaronuna importante y significativa

disminución de este parámetro(de un 26%) frente a los inyectados con el vehículo,

mientrasqueel tratamientocon 13-ENA no produjo variacionesen la mediade los machos

aislados.Por lo que serefiereal contenidode proteínas,el aislamientosexualprodujo un

incrementosignificativo de las concentracionesen los machostanto en los inyectadoscon

vehículo(un 75%. p’zO.OS) como con l3-FNA (36%, p’zO,O5) (Fig. 14). El tratamientocon

13-FNA a los 7 días no afectó al contenido de proteínasen las membranascelulares

encefálicasa los 14 díasen ningunode los dos sexos.Cuandola capacidadde unión a los

sitios ji se expresareferida a la concentraciónde proteínas,se observaque la 13-FNA

produceuna reducciónen esteparámetrocuandola comparaciónse haceentrelos grupos

alojadosconjuntamente(a’ 26%; g 24%) (Fig. 13b); mientrasque si lo que se comparan

son los gruposaisladossexualmenteseencuentraque el tratamientocon B-FNA produce

un aumentoen los machostratadoscon 13-FNA (un 55%) y una disminución en las

hembrasde menormagnitudquela observadaentrelas alojadasconjuntamente(un 14%).

Esta diferenciaexplicaríala interacción 13-FNA x aislamientoque aparecióen el análisis

de varianzaparaesteparámetro.El aislamientosexualparecedisminuir la unión por mg
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de proteína sólo en los machos(un 52%), lo que justifica que fuera significativa la

interacciónaislamientox sexo.Lasdiferenciasentrelos resultadosde la capacidadmáxima

cuandose expresanpor mg de proteínay pormg de tejido se debenfundamentalmenteal

efecto del aislamientosexualsobrelas concentracionesde proteínasen los machos(Fig.

14). Así, la bajadaen los nivelesde unión en los machosaisladosinyectadoscon vehículo

y el que desaparezcanlas diferenciasentre los machostratadoscon B-FNA se debea las

subidasen el contenidode proteínasproducidaspor el aislamientosexual.

No seprodujerondiferenciassignificativasen las constantesdedisociación(Tabla

6) ni parael pesodel encéfalo(Tabla 7) en ningunade las dosedades.

IV. 1.2.2 Efectossobrelas respuestasnociceptivas

El ajustede la temperaturaa cadaedadintroducidoparala pruebade inmersiónde

la colaen aguacalienteen estasegundapanedel estudioha supuesto,en primer lugar,que

las latenciasde respuestaseansimilaresen los animalescontrolesparalos dostratamientos

a los 7 y los 14 días, lo que permiteunamejorapreciaciónde los efectosdiferentesde los

tratamientosa esasedades.Además,el que las latenciasde respuestaen los animalesde

7 díasse vean muy apreciablementeaumentadascon estaadaptación(a’ 84% y 9 150%

frentea las latenciasde los correspondientesgruposalojadosconjuntamentede la primera

parte).haceque se situenen un rango de magnituddentro de el que es posible conseguir

una mayor fiabilidad en la medida.
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El análisis de varianza no parámetrico de Kruskal-Wa]lis reveló diferencias

significativas tanto al día 7 (p<O.OOl) como al día 14 (p<O,OOI). A los 7 días el

aislamientosexualdesdeel nacimientoincrementóla sensibilidadal dolor tanto en los

machoscomo en las hembrasinyectadoscon vehículo, aunquese encontrarondiferencias

significativasen las comparacionespost Mc paralos machos(p<O,O1), pero no para las

hembras(p=O,06) (Fig. iSa). Sin embargo,dadoque la tendenciamostradafue claramente

la misma en ambossexos(un descensode las latenciasdel 33% en los machosy del 66%

en las hembras)cabeatribuir la falta de significaciónparala diferenciaentrelas hembras

a la dispersiónde los datos.Tambiénse encontróun incrementoen la sensibilidadal dolor

en las hembras(pero no en los machos)alojadosconjuntamentey tratadascon 13-FNA al

nacimientofrente a las inyectadascon vehículo (un 33% de descensoen la latenciade

respuesta,p<0,OS). No se encontróun efectoaditivo o sinérgicoparael aislamientosexual

y la B-PNA. Es más, en las ratashembrasla combinaciónde ambostratamientosredujo

el efectohiperalgésicoencontradoparala 13-FNA y el aislamientosexualpor separado.En

los machosno se encontrarondiferenciassignificativasen los animalesinyectadoscon 13-

ENA respectoa sus corespondientescontrolescon vehículo. Aunque en estosgrupos

tratadoscon 13-ENA no fueron significativaslas diferenciasentrelos aisladosy los alojados

conjuntamente,los aislados sexualmentetodavía difirieron significativamente de los

controlespara los dos tratamientos(p<O,05). En los animalesde 14 díasel aislamiento

redujo la sensibilidadal dolor en los machosinyectadoscon vehículo(con un incremento

en las latenciasdel 50%, p<0,OI) (Fig. 15b) y la incrementóen las hembras(un descenso

en las latenciasdel 277<), aunqueen estasúltimas el efecto no alcanzó significación
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(p=0,09). El tratamientocon 13-FNA al día 7 no tubo efecto a los 14 díasper se, pero

revirtió el efectodel aislamientosexual.
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Día 8: efectos tras la inyección con B-FNA
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Efectos del aislamiento sexual y de la B-FNA al día O
sobre el receptor u en ratas de 7 días de edad

a) Unión al receptor i~
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FIS. 11. Los histogramas representan la media ±e.e.m de 4 mediciones. El aislamiento sexual
se efectuó desde el nacimiento y la 13-FNA se administró al día O. +pcO,05 efecto de la FNA
sobre los animales con la misma condición de alojamiento (prueba de Duncan)
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Efectos del aislamiento sexual y la l3-FNA
en ratas de 7 días de edad
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FíO. 12. Los histogramas representan la media ±e.e.m de 4 mediciones. El aislamiento sexual
se efectuó desde el nacimiento y la l3-FNA se administró al día O. +p.cO,05 efecto de la FNA
sobre los animales con la misma condición de alojamiento; *pcO,05 efecto del aislamiento
sexual sobre los animales con el mismo tratamiento de inyección <prueba de Mann-Whitney)
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Efectos del aislamiento sexual y de la I3-FNA al día 7
en ratas de 14 días de edad
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FIG. 13. Los histogramas representan la media ±e.e.m de 4 mediciones. El aislamiento sexual
se efectuó desde el nacimiento y la13-FNA, se adrninistró al d(a 7. +pcO,05 efecto de la FNA
sobre los animales con la misma condición de alojamiento; *p<Q05 efecto del aislamiento
sexual sobre los animales con el mismo tratamiento de inyección
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Efectos del aislamiento sexual y la 13-FNA
en ratas de 14 días de edad
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TABLA6

AFINIDAD DE LA UNIÓN AL RECEPTOR ~ EN EL ENCÉFALO TRAS
TRATAMIENTO NEONATAL CON B-FNA

(Constante de disociación (1~d) del [3W DAMGO expresada en nM)

VEHÍCULO B-FNA

y & y

7 días

CONJUN 0,75+0 14 0,60±0,06 072+0,04 0 83+0,14

AISEX 0,66±0,04 0,95±0,08 0 65±0,06 0 98+0,10

14 días

CONJUN 0,70+008 0 54+0,06 0 84+0,12 0 87+0,20

AISEX 0,94+0 14 0,55±0,04 0 83+0,15 0 63 +0,05

TABLA 7

PESO DEL ENCÉFALO TRAS TRATAMIENTO NEONATAL CON B-FNA (g)

VEHÍCULO 13-FNA

& 9 & Y

7 días

CONJUN 0,79+004 0,78±0,04 0 78+0,05 0,76±0,05

AISEX 0,76+001 0,74+001 0 75 +0,02 0,74±0,01

14 días

CONJUN 1,33+0,02 1,26+001 126+0,01 1,21±0,02

AISEN 1,31±001 1,28±0,06 1 33+0,15 1,29+0,03

Los valores representan la media ±e.e.m.de 4 mediciones.La B-FNA se administró al
día O para los animales de 7 día y al día 7 para los animales de 14 días de edad.



Efectos del alsalmiento sexual y al B-FNA
Prueba de inmersión de la cola (adaptada)
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IV.l.2.4 DISCUSIÓN

Tanto en los tejidos aisladoscomo in vivo la 13-ENA causaun efectoagonistaK

reversible seguido de un antagonismoprolongadode los receptoresy al producir una

reacciónde alquilaciónsobre los mismos (Takemori y col. 1981; Ward y col. 1982ab),

aunquealgunosinvestigadoreshansugeridoquelosreceptores5 tambiénseríanbloqueados

por este fármaco (Hayes y col. 1985). La mayoría de los estudiosen la edad adulta

muestranun antagonismode la 13-FNA que sehacetotalmenteevidentea las 24hrde ser

administradopor vías central o parenteral(Rayesy col. 1986; Ward y col. 1982b) y

persiste hasta 6 días. tal como se evidencia por una reducción en la potencia

antinociceptivade la morfina (agonistaopioide general).Se ha visto en algunostrabajos

en la edadadultaque esteefectova acompañadode unadepresiónen el númerode sitios

de unión y en diferentesregionesencefálicas,aunquela extensiónde estedescensoes

variable.Así, la inyección intracerebroventricularde B-FNA produceun descensodel 10%

en el tálamo,pero no en el caudadoni en la sustanciagris central (Adamsy col. 1987)y

del 46% y 89% en el hipotálamoy cuerpoestriadorespectivamente(Arjune y col. 1990).

En ratonesla B-FNA administradapor el mismo procedimientotambiéndisminuye(en un

60%.> la unión a sitios ji en membranasde sustanciagris periacueductal(Sánchez-Blázquez

y Garzón 1989>. e inyectadaen el cuerpoestriadode rataproducela supresiónde la unión

autorradio~ráfica<Mons y col. 1988). También la administración subcutáneade este

fármaco (lOOmgIKg en ratones adultos hace disminuir la unión de [3H]morfina a

membranasde encéfaloentero(Ward y col. 1985).Sin embargo,en otros trabajoscon ratas
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adultasno se ha encontradoun descensoen la capacidadde unión máximaen el encéfalo

entero,pero sí posiblescambiosen la afinidaddel receptor(Rothmany col. 1988, 1990).

Nuestrosdatos muestranun marcadodescensoen la unión a los sitios ji 24h tras la

administraciónde B-FNA al nacimientoo en el día7, lo que estaríaen concordanciacon

los resultadosde los trabajosmencionadosen primer lugar, incluso la magnitud del

descenso.Estosresultadosrepresentanla primeraevidenciade que la 13-FNA inyectada

subcutáneamentepuedeaccedery unirsea los receptoresji en el encéfaloa estastempranas

edadesen la rata. Es de destacarque en las hembrasde 8 días tratadascon l3-FNA 24hr

antesseprodujo una menordepresiónen la unión a sidosy que en los machos.El tipo de

metodologíaempleadoparallegar a estaconclusiónessimilar al utilizadoporotrosautores

(Pasternaky col. 1980). Aunque el efecto depresorde la administraciónde 13-ENA al

nacimiento seredujo considerablementeuna semanamástarde, todavíaseencontróun

descensosignificativo en la unión a sitios ji en los machos dc 14 días alojados

conjuntamenteinyectadoscon 13-ENA al día 7.

El aislamientosexualtuvo unosefectossobreel contenidototal de proteínasde las

membranascelularesen el encéfaloenteroque fueron distintosdependiendode la edady

el sexode los animales.Una sola inyecciónde 13-FNA al nacimientocausouna caidaen

el contenidode proteínascuandose midió una semanamástarde(pero no a las 24hr)que

fue pronunciadotanto en los gruposaisladossexualmentecomo en los que estuvieron

alojadosconjuntamentemachosy hembras.Esteefecto escrítico parala administración

tempranade 13-FNA puestoque no se observauna semanadespuésdel tratamientocon 13-
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FNA al día7, y ademásno parecemanifestarsede forma inmediatadadoque no apareció

duranteel bloqueoagudo.Otrosautoreshan encontradoque el tratamientocrónicocon 13-

FNA desdeel nacimientoa la tercerasemanano altera los pesoscorporal,del encéfaloy

de algunos órganosperiféricos (Zagon y McLaughlin 1986a). En nuestro trabajo se

confirmala falta de efectoen el pesodel cerebroy, así, la acciónde la B-FNA podríatener

lugar sobreuna proteínaespecíficadel nacimientoen vez de representaruna acción no

específica. Sin embargo,parece claro que la alteración resultantese produce sobre

proteínasque no son,al menosen su totalidad,receptoresopioides.

Otros autoreshanencontradoqueel tratamientocrónicocon agonistas(morfina. 13-

endorfina) o antagonistasgeneralesy reversibles (naloxona, naltrexona) alteran el

desarrollo de los receptoresopioides paniculannentelas primeras semanasde vida

postnatal (Bardo y col. 1983; Tempely col. 1988; McDowell y Kitchen 1987; Zadinay

col. 1985). Es más parecehaberun acuerdogeneralen que se trata de un periodo de

plasticidadúnicaparaestesistema,duranteel cual los receptoresopioidesseencuentran

en rápidodesarrolloontogenético(Bardo y col. 1983; Sirinathsinghjiy col. 1985; Tsang

y Ng 1980)que coincidetambiéncon un periodode desarrollode sus ligandosendógenos

(McDowell y Kitchen 1987:Tsangy col. 1982ab).Así, seha observadoque el tratamiento

diario con naloxona(lmg¡Kg) durantetres semanasproduceun incrementoen el número

sereceptoresoploidesen diversasregionesencefálicasen ratasneonatales(Bardo y col.

1982, 1983V mientrasque en los animalesadultos,con la misma dosis, no tiene efecto

(Bardo y col. 1983), aunque sí se producenelevacionesen estos animalescon dosis
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mayoresde naloxona(lOmg/Kg) durantecuatro semanas(Lahti y Collins 1978).Másaun,

se ha observadoque la administracióntanto aguda como crónica de morfina escapazde

reducirel númerode receptoresji en encéfaloentero durante la primerasemanade vida,

pero no en edadesposteriores(Tempel y col. 1988) y la administracióndiaria de 13-

endorfina durante la primera semanade vida produce un descensodel número de

receptoresy y a en diversas arcas encefálicas(Zadina y col. 1985). Por contra, otros

autoreshan encontradoque la administraciónde morfina produciría una elevacióndel

númerode receptoresji en el estriadoy nucleoaccumbensde lasratasneonatales.mientras

que en otros trabajosno hanencontradocambios(pararevisiónver McDowell y Kitchen

1987V Por lo que se refiere a los resultadossobre los receptoresji en nuestro trabajo,

pareceque la 13-FNAperse, tendría siempre un efectodepresor de su númeroabsolutoen

las membranasneuronalesdel encéfaloentero.Dicho efectopareceespecialmentemarcado

cuando se mide a los 14 días en los machos alojadosconjuntamentea los que se

administróal día7. Nuestrosresultadosconfirman la sensibilidaddel sistemaopioide a los

tratamientosfarmacológicoshaciaél dirigidos durantelas primerassemanaspostnatales.

Los efectos de la 13-ENA sobre los receptoresji no coinciden con los previamente

mencionadosaumentosobservadosparalos antagonistasreversiblesen el períodoneonatal

(Bardo y col. 1982, 1983) y en algunos casosen los adultos (Lahti y Collins 1978).

Convienerecordar,no obstante,queen estostrabajosse tratabade un tratamientocrónico,

mientras que en nuestro caso los efectosse obtuvieron con una única inyección del

antagonista.Nuestrasobservacionessí concuerdan,en cambio,con la disminución en los

sitios de unión descritosen animalesadultosparala propia 13-FNA (Adams y col. 1987;
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Arjune y col. 1990; Monis y col. 1988; Sánchez-Blázquezy Garzón 1989). Esto podría

ser una indicación de los complejos mecanismosimplicados en el recambio de los

receptoresunidos irreversiblementea la B-FNA, algo que ya ha sido sugeridopor otros

autores(Rothmany col. 1990). Otra cuestióninteresantees el hecho de la persistencia

encontradaen nuestroestudiodel efectodepresorde la 13-ENA sobrelos receptoresy. En

animalesadultosse consideraque la tasade recambiode los receptoresopioidesesde 3

días (Carusoy col. 1980; Rothman y col. 1990); sin embargo,nosotroshemosvisto que

los efectosde la B-FNA son todavíaevidentesuna semanadespuésde su administracion.

Comoposibleexplicación,apartede la yamencionadacomplejidadpropuestaparala unión

de este fármaco, es de señalarque se ha propuestoque, si bien los mecanismosde

internalizaciónde los receptorespodríanestarmadurosal nacimiento, los procesosde

recicladono estaríantotalmentedesarrolladoshastala tercerasemanapostnatal(Tempel

y col. 1988).

El aislamientosexual como tal no llegó a tener un efecto significativo sobre los

receptores,pero se apuntóun pequeñoefecto aditivo al de la 13-ENA a los 7 díasen los

dos sexos.Además,parecerevertir el efectode la 13-FNA al día 14 en los machos.El cómo

podríaproducirseestacompensaciónparecedificil de explicar. Sin embargoesinteresante

señalara esterespectola observaciónde que las rataspresentandurantelas dosprimeras

semanasde vida unarespuestahipersecretorade 3-endorfina(péptidoopioide endógeno)

al estrés(Iny y col. 1987rAsí, existiría la posibilidadde que la reacciónpsicológicaal

aislamiento sexual hubiera modificado de algún modo la liberación de los ligandos
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opioidesendógenos,efectoque ya ha sido postuladoparael aislamientosocial en ratones

(Puglisi-Allegra y Oliverio 1983).Los animalesdel grupocorrespondienteson inyectados

con B-FNA al día 7 llevan una semanabajo la condiciónde aislamientosexual,esposible

que un hipotético tono opioidemodificado(posiblementeaumentado)pudierainterferir de

algún modocon los efectosde la 13-ENA sobreel receptorji. De hecho,otros autoreshan

postuladoque los opiodesliberadosen respuestaal estrésde constreñimientoafectaríana

la unión de la B-FNA al receptorji (Adamsy col. 1987).A esterespectocabríaseñalarque

el efecto antinociceptivoencontradoen los machosaisladossexualmentea los 14 días

(antagonizadopor el tratamientocon B-FNA al día7) apoyaría,hastacierto punto, la idea

de la existenciade una posible elevación de la actividad opioide en este grupo

expenmental.

Cuando el resultado de los niveles de receptores se expresa frente a la

concentraciónde proteínas se manifiestan en este parámetro los efectos de los dos

tratamientossobrelos propios nivelesde proteínas,complicandola intepretaciónde la

unión máximapor mg de proteínas,que no seríaya unasimple estimacióndel númerode

recepto¡~es.Podríatenerinterésen la medidaen que se puedetomarcomo indicación de

la proporciónen que apareceel receptory frente al restode proteínasde membrana,entre

las que se encuentrantambién receptoresy enzimasde otros sistemas.En cualquiercaso

cabeponerde manifiestounavez más,como ya apuntábamosen la primera partede este

estudio (ver sección IV.l.2.3). la importancia de analizarlos datos del contenido de

proteínasantesde referir otra varible a esteparámetro,especialmentecuandosetrata de
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trabajosen el desarrolloen los que los individuos puedenserparticularmentesensiblesa

los tratamientosde forma no previstapor el experimentador.

En contrastecon lo encontradoen laprimerapartede esteestudio(apanadoIV.1. 1)

el aislamientosexualno tuvo, por sí mismo,efectosobrela capacidadde unión areceptor

ji por mg de tejido al día 14. La explicaciónde estefenómenopodríaestaren la posible

existenciade diferenciasinterindividualeso intercamadaa la hora de reflejar los efectos

del aislamientoen el númerode receptores.Es posiblequeel aislamientosexualsuponga

unasituaciónpsicológicacomplejaantela cual los individuospodríanreaccionarde forma

diversa.Además,las interaccionescon los otros hennanos,y, muy especialmentecon la

madre (que ademáspueden afectar a las respuestasdel eje hipofisario-adrenal y

comportamentalen amboscasos)(File 1978a;Hofer 1975; Meaney y col. 1985; Randall

y Campbell1976: Smotherman1983; Vázquezy Akil 1992: Villescasy col. 1977: Vogt

y col. 1983).son con alta probabilidadagentesimportantesen los efectosdel aislamiento

sexual (Alleva y col. 1986. 1989). En relación con esto,se ha descritoque la respuesta

comportamentalde un animalantela pruebade campoabiertovariadependiendode cómo

respondeotro que realice la pruebacon él (Gervais 1978). La diferenteforma en que

podríanserafectadosestosdistintoscomponentespodríahacerde factor multiplicador de

las diferenciasal dar lugar a una diversidadde situacionessocialesdentro de lo que

estábamosconsiderandouna sola condición de aislamientosexual, con lo que podría

apareceruna mayor variabilidaden los efectosdetectados.De hecho,en nuestrotrabajo

sí encontramosuna reducción bastanteclara de la unión a receptor y en los datos
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provinientesde dos de las camadasempleadas.No esposibletratar estadísticamentetan

pequeñonúmerode datos,pero estehallazgopodríaapoyarla posiblevariaciónpostulada

para los efectosdel aislamientosexualsobreel receptorji. Quizá tambiénuna pequeña

diferencia en el ritmo de desarrolloentre las camadaspodría ser crítica para algunos

efectos de este tratamiento. En este sentido es sabido que, por ejemplo las ratas no

alcanzanla pubertadjusto a los mismosdíasa partir de su nacimiento,sino que existeun

margende variación (Illera y col. 1991; catálogoIFM-CREDO 1992). Es más, nosotros

mismos,en otro apartadode estaTesisDoctoral,hemosencontradoun diferenteefectodel

tratamiento con naltrexona sobre los sistemasmonoaminérgicosa los 14 días edad,

atribuibleposiblementea diferenciasinterindividualeso intercamada(ver apartadoIV.2.2).

El efecto encontradosobrelas proteínasde membranapodría ir en la línea de posibles

modificacionesen otros sistemas(quizásobreotros receptores)en estasegundapartedel

trabajo;de hecho,hay evidenciasfarmacológicasde queel aislamientosexualpodríatener

efectos sobre el receptor de GABA-benzodiazepinas(Laviola y Loggi. 1992) y el

aislamientosocial neonatalmodifica la tasade recambiode serotoninaen el encéfalode

rata (Speary Scalzo 1985>.

El aislamientosexualafectó muy apreciablementea las latenciasnociceptivasen

las dos edadesestudiadas.En las hembrasel aislamientotiendea producirhiperalgesíaen

los grupos inyectadoscon vehículotanto a 7 como a 14 días,mientrasque en los machos

el efecto es de hiperalgesiaal día 7 y antinociceptivoa día 14. El distinto efecto del

aislamientosexualencontradopara los machosinyectadoscon vehículo a los 7 y 14 días
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podríaexplicarseen un contextode cambioscompensatoriosque sucederíanduranteeste

períodode especialplasticidad. Fenómenossimilares han sido encontradospor otros

autoresparaotrasvariables(Bardo y col. 1983: Rodríguezde Fonsecay col. 1992;Tempel

y col. 1988: Zadinay col. 1985). La 13-ENA inyectadaal nacimentotuvo a los 7 días un

efecto hiperalgésicoen las hembrasalojadasconjuntamente.mientrasque en las hembras

aisladascompensóla tendenciatambiénhiperalgésicadel aislamientosexual.Parecería,

pues,quela accióncombinadade ambostratamientos,lejosde seraditivao sinérgica,seria

compensatoriaen las hembrasde 7 días, Este fenómenoseríaademásexclusivo de las

hembrasde estaedad, ya que en los machosla 13-FNA no tuvo efecto ni en los aislados

ni en los alojadosconjuntamentey no parecesuprimir el efecto del aislamiento.Cabe

mencionarque se ha encontradoen estudiosanterioresque el aislamientosexualdesdeel

nacimientoinfluiría en los efectosantinociceptivosde fánnacosde tipo benzodiazepinas

en los ratoneshembras(perono en los machos)en la edadadulta(Laviola y Loggi. 1992).

A los 14 días la 13-FNA inyectadaal día 7 no tuvo efectoperse pero revirtió los efectos

del aislamientoen los animalesde los dos sexos.Estosresultadossugierenla posibilidad

de queel aislamientosexualalterelos sistemasopioidesendógenosen el períodoneonatal

y que el antagonizarel receptorji puedacontrarrestareste efecto. Es interesanteseñalar

en estepuntoqueen el único trabajodisponiblesobreaccionesde fármacosopioidessobre

la nocicepciónen animalesaisladossexualmenteseobservóque el aislamientopotenciaba

el efectoantinociceptivode la administraciónagudade morfina en ratonesmachosde 40

días (Alleva y col. 1986).
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Con respectoa la falta de una correlaciónmuy clara entre los resultadosde

nocicepcióny los de unión a receptor,deberecordarseque la percepcióndel dolor está

moduladade forma compleja(Alleva y col. 1986; Beitz 1992; Goicoechea1991,Tesisde

Licenciatura; Iggo y col. 1985; Jordany Oehme1985; Wiesenfeld-Halliny Xu 1992)y no

puedeexplicarsetan sólo en términosde receptoresji. El aislamientosexualpodríahaber

alterado otros subtiposde receptoresopioides, o inducido cambiosen la liberación de

opioidesendógenos;de hechoesconocidoquelas relacionessocialespuedeninfluir sobre

la actividaddel eje hipotálamo-hipofisario-adrenal(pararevisiónver Levine y col. 1991b;

Pancheriy Bressa1990; Stantony col. 1988; Vázquezy Akil 1992)en el que interviene

la 13-endorfina(pararevisión en relación con la analgesiaver Lewis 1986: Lewis y col.

1980). Más aún, no podría excluirse una acción sobre sistemasno opioides también

implicadosen la percepcióndel dolor. Así, se ha sugeridomuy claramentela implicación

del sistema GABAérgico en los efectosdel aislamientosexual sobre los mecanimos

nociceptivosen la edadadulta (Laviola y Loggi 1992), Además, se ha visto que. por

ejemploel sistemaserotoninérgicoejerceríauna acciónantinociceptivatónica en las crías

de ratade 6 díasy que el aislamientosocial a estaedadproduciríaanalgesiareversiblepor

antagonistasde serotoninay naloxona(Speary col. 1985; Entersy Spear1988) y que los

sistemasopioide y serotoninérgicointeractúanpararegularla nocicepciónen ratasde esta

edad(Eníersy Spear1988).De forma similar, y como mencionábamosal principio, la ¡3-

ENA podría tener un efecto, más o menos indirecto o diferido a traves de posibles

repercursionesulteriores, sobre otros sistemas.De hecho, las variacionesinducidaspor

ambos tratamientossobrelos niveles de proteínasde membranapodrían constituir un
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apoyo indirecto a estainterpretación.

Desdeun punto de vista metodológico,esteestudioesel primeroen establecerun

intervalo óptimo de temperaturasparala pruebade inmersión de la cola en aguacaliente

en ratas neonatales(para revisión ver McDowell y Kitchen 1987). Este ajuste es

particularmenterecomendableen las edadestempranasdel desarrollopostnatal,en las que

una temperaturaexcesivadel aguapuededar lugar a que las respuestasobtenidassean

difíciles de medir y producir un innecesariosufrimiento extra al animal neonato.Las

consecuenciasde estaadaptaciónintroducidaen el estímulo térmicoempleadohan sido

altamentesatisfactoriasya que nos han permitidodetectarnumerosasdiferenciasdebidas

a los tratamientosincluso al día 7, y apreciarun distinto efectodel aislamientosexualen

machosy hembrasal día 14, un resultadoque no pudimosencontrarcuandose empleó un

temperaturafija no específicaparacadaedad.

Estasegundapartedel trabajopresentatambiénla originalidadde haberestudiado.

en paraleloy en ambossexos,los efectosde dos tratamientosde distintascaracterísticas-

uno social y otro farmacológico-lo cual representauna novedaden estecampo.Ello nos

ha permitidoobservaralgunosefectosdistintossegúnel sexoparalos dos tratamientosen

las respuestasnociceptivas.el contenidode proteínasde membranay, en cierta medida,

tambiénsobrela capacidadde unión máximaa receptorji en la segundasemanapostnatal.

Podríaafirmarse.en conclusión,que el aislamientosexualen el periodoneonatal
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y el antagonismodel receptorji individualmentecausanalgunasdisfuncionesdel sistema

opioide endógenoy combinadamentepuedencompensarsus efectosen algunoscasos,

pero nuncaproducenuna perturbaciónsinérgicadel desarrollodel sistemaopioide y la

nocicepción. Los efectos de ambos tratamientossobre la percepcióndel dolor son

claramentedependientestanto del sexo como de la edad. El bloqueo irreversible del

receptor ji al nacimiento produce una depresióndel contenido de proteínasen las

membranascelularesdel encéfaloenterouna semanadespuésde una sola administración

de B-FNA, lo que sugierequeel usode estecompuestoen neonatospuedeproducirefectos

no relacionadoscon el antagonismodel receptorji.
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IV.2 INTERACCIONES SOE-SISTEMAS MONOAMINERGICOS: TRATAMIENTO

CON NALTREXONA

¡Los niveles de significación especificadosentre paréntesisen las siguientes

seccionescorrespondena los resultadosdel análisisde varianza(salvo cuandoseindique

otra cosa). La significación para la pruebapost-hocde Duncan se fijó en p<O,OS) (ver

sección111.6.2 sobreAnálisis estadístico)]

IV.2.1 EFECTOSA LOS 7 DÍAS DE EDAD

El análisisde varianzarevelódiferenciassignificativasdebidasal tratamientopara

la concentraciónde HVA (p<O,O5)en el cuerpoestriadoasícomoparala tasade recambio

HVA/DA (p=O,OI).En amboscasoslos animalestratadospresentaronmayoresvaloresque

los controles(«22%, g 25%,parael HVA y d 33%, ~ 17%parala tasaHVA/DA) (Tabla

8, Fig.16). Ni las diferencias sexuales,ni la interacción tratamiento x sexo fueron

significativas. El análisis poM-hoc no encontró significación para diferenciasentre los

gruposparala concentraciónde HVA, lo que indicaríaque setrata de un efecto general

que solamentealcanzala significaciónestadísticaal considerarconjuntamentemachosy

hembras. En cuanto al índice HVA/DA, la prueba de Duncan sólo reveló como

significativas las diferenciasentre los machostratados y controles. Sin embargo, las

hembrastratadasmmbién presentanmayorestasasHVA/DA. Por ello y al no existir

interaccióntratamientox sexo,no se podríaafirmar que existaun efecto distinto segúnel
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sexo. No aparecierondiferencias significativas debidas al tratamiento, sexo o a la

interacción,ni parael contenidode DA ni de DOPAC,y, consecuentemente,tampocopara

el índice DOPAC/DA.

No se encontrarondiferencias significativas en cuanto al tratamiento ni a la

interacción tratamientox sexo, parael sistemaserotoninérgicoen ningunade las áreas

encefálicasestudiadas(Tabla9). Sólo seencontrarondiferenciassexualessignificativasen

cuantoa la concentraciónde 5-HIAA en mesencéfalo(p<O,OS), presentandolos machos

mayoresniveles que las hembras.El análisis de Duncan sólo encontrósignificativa la

diferenciaentrelos machoscontrolesy las hembrastratadas,pero todo indica que setrata

de una diferencia general. Las diferenciassexualespara el cociente5-HIAAIS-HT no

fueron significativas(p=O,O6). posiblementedebidoa que los machospresentanmayores

valores de 5-Hl que las hembras, aunque esta diferencia no alcancesignificación

estadística(p=O,O6).

IV.2.2 EFECTOSA LOS 14 DÍAS DE EDAD

• Subpoblaciones

Con respectoal tratamiento,a estaedadencontramosdossubpoblacionesen las que

el efectode la naltrexonafue diferente.Unade ellas(que desdeahoradenominaremosA)

contó con 17 individuos (5 machosy 12 hembras),provinientesde doscamadasdistintas.
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y la segunda(subpoblaciónR) se compusode 8 individuos(6 machosy 2 hembras)de una

misma camada.Estas dos subpoblacionesde animales tratados (machos y hembras

conjuntamente)difirieron significativamenteparala prácticatotalidad de los parámetros,

en todaslas regionesestudiadas,al analizarlas mediascon Ja pruebade t de Student.En

concreto, la subpoblación B presentó valores significativamente mayores que la

subpoblaciónA paralas concentracionesde DA y HVA y el índice ¡IVA/DA estriatales

(Tabla 10) y las concentracionesde 5-HT y 5-HIAA en las tresestructuras,asícomo para

las tasasde recambio5-HIAA /5-1-IT en estriadoy mesencéfalo(con una significación

p<0.0001 en todos los casos) (Tabla 11). La subpoblación 8 mostró valores

significativamentemenoresque la subpoblaciónA para la concentraciónde DOPAC

(pczO,05) y el índice DOPAC/DA (pO,OOOl) (Tabla 10). Únicamenteno difirieron en la

tasa5-HIAA/5-HT en hipotálamo(Tabla 11), por ser las diferenciasen 5-HT y 5-HIAA

en el mismo sentidoy de similaresproporciones.La magnitudde las variacionescuando

la subpoblación8 presentómayoresvaloresque la subpoblaciónA osciló entreel 48% y

el 322%paralos neurotransmisores,entre57%-379%parasusmetabolitos(siendosiempre

mayor la diferenciaentrelas concentracionesde los metabolitos)y entre21%-63%para

las tasasde recambio.En el casoen que la subpoblaciónB presentómenoresvaloresque

la subpoblaciónA las diferenciasfuerondel 19%parael DOPAC y del 47% parael índice

DOPACJDA.

Una vez establecidaslas diferenciasentrelas subpoblacionesde animalestratados

se procedióa analizar,por separado,el efectodel tratamientocon naltrexonaen cadauna
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de ellas:

Efectosen la subpoblaciónA

Los animalestratadosde estasubpoblaciónmostrarondiferenciassignificativas

frente a los controles para todos los parámetrosestudiadosreferentes al sistema

dopaminérgicoen el cuerno estriado(p<O,OO1 para la DA, pcO,Ol para el DOPAC y

p<0.000í para HVA y los índices DOPACIDA y ¡IVA/DA). En el caso de la

concentraciónde DA, los animalestratadospresentaronmenoresvaloresquelos controles

(Tabla 12). Aunquela pruebade Duncan soló considerósignificativa la diferenciaentre

los grupos de hembras,los machostratadostambién muestranesta misma tendencia

(valores un 21% más bajos los machostratadosque los controlesy 25% las hembras

tratadasfrente a las controles).En cuantoa la concentraciónde DOPAC, seobtuvieron

mayoresnivelesparalos animalestratados(d’ 24% y g 37%), siendosólo significativa la

diferencia entre hembras tratadas y controles, según el análisis post-hoc. La tasa

DOPAC¡DA fue significativamentemayorparalos animalestratadosqueen los controles.

tanto en los machoscomo en la hembras(Fig. 17). al convergersu mayorcontenidoen

DOPAC con sus menoresvaloresde DA. Los animalestratadoscon naltrexona,tanto

machoscomo hembras.tuveronuna menortasa ¡IVA/DA que los controles(Fig. 17). por

ser mayor su bajada en HVA frente a los controles que la que se produjo en la

concentraciónde DA. Al aparecersignificación en el análisisposr-hoc tanto en machos

como en hembrasen cuantoa ambosindices,se corroboranuestraapreciaciónanteriorde
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que el efectodel tratamientose producíaen ambossexos.Esto estáapoyadoademáspor

el hecho de que en ninguno de estosparámetrosaparecióuna interacción significativa

tratamientox sexo.

El tratamientotuvo efecto sobre el sistemaserotoninérgicoen las tres regiones

encefálicas,paratodos los parámetrosobjeto de estudio(pcO,OOOl para 5-HT. 5-HIAA y

5-HIAA/5-HT en estriadoy mesencéfalo,pcO,OOOI para5-HT, 5-HIAA y pc0,05para5-

HIAA/5-HT en hipotálamo).En todos los casosestadiferenciasupusoun descensode los

valoresde las concentracioneso de la tasade recambio(Tabla 13. Fig. 18). El hechode

quetambiénseamenorel indice 5-HIAA/5-HT sedebeaquela bajadaen la concentración

de 5-HIAA fue siempremayor que la experimentadapor la 5-HT. Las diferenciasdebidas

al tratamientofueron significativas(segúnla pruebade Duncan)tantoen los machoscomo

en las hembrasparatodaslas variablesestudiadas,con la excepcióndel índice 5-HIAA/5-

¡IT en el hipotálamo.En estazona,aunquela tasade recambiosufrió descensoen los dos

sexosa causadel tratamiento(5% en los machos,15% en las hembras),el análisispost-

hoc dió como significativasolamenteladiferenciaentrelas hembras.Al no existir tampoco

una interaccióntratamientox sexo,no cabríahablarde un efectodistinto segúnel sexo,

y la falta de significaciónen los machospodríaatribuirsea la dispersiónde los datos.

Tampocoseencontrarondiferenciassexualesparaestesistemani entrelos animales

tratadosni entre los controles,ni fue significativa la interaccióntratamientox sexo en

ningún caso.
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• Efectosen la subpoblación.8

Paraestascomparacionesseconsideraronconjuntamentelos machosy lashembras,

dadoque en la subpoblación8 no hay másquedos hembras(que, porotraparte,presentan

valores similares a los machos)y en el grupo control tampoco aparecierondiferencias

significativasdebidasal sexo.Los datosse analizaronmediantela pruebade t de Student.

Se encontróun aumentosignificativo de la concentraciónde DA estriatalen los

animalestratadosfrente a los controles(un 20%, p<O,OS) (Tabla 14). Sin embargo,no

aparecierondiferenciassignificativasen las tasasde recambioDOPAC/DA y ¡IVA/DA.

Ello puedeserdebido a que, de hecho,las concentracionesde DOPAC y ¡IVA fueron

mayoresen los animalestratadosque los controles(7% y 11%, respectivamente),aunque

estasdiferenciasno alcancensignificación estadística.

Por lo que se refiere al sistemaserotoninérgico,tanto en mesencéfalocomo en

hipotálamo,los animalestratadospresentaronconcentracionesmenoresde 5-HIAA (pcO.O5

en amboscasos),sin que la 5-HTvariarasignificativamente(Tabla 15). Consecuentemente.

los índices5-l-IIAA/5-HT fueron tambiénmáspequeñosen los animalestratadostanto en

mesencéfalocomo en hipotálamo (p<O,OOOl y p<O,O5; respectivamente).No aparecieron

variacionessignificativasparaestosparámetrosen el cuernoestriado.
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IV.2.3 EFECTOSA LOS 22 DÍAS DE EDAD

En lo que serefiereal sistemadopaminérgicoen el cuerpoestriado,no aparecieron

efectossignificativosdebidosal tratamiento(Tabla 16). Sí tuvo efecto la naltrexonasobre

los contenidosde 5-HT (p<0~OO’) Y de 5-HIAA (pcO,OOOl)estriatales.En amboscasosel

efecto supusounaelevaciónde los nivelesde estoscompuestos.La interaccióntratamiento

x sexo no fue significativa en ninguno de los casos.El análisispost-/wc sólo encontró

diferenciassignificativasparala 5-HTentrelos machostratadosy controles,aunqueen los

dos sexosse produceelevaciónpor el tratamiento(un 40% en los machosy 19% en las

hembras)(Tabla 17. Fig. 19). Al no existir interaccióntratamientox sexopodríaentenderse

que el efecto es general, aunque no alcancesignificación estadísticaen las hembras,

posiblementedebidoa un fenómenode dispersiónde datos.El efectode la naltrexonafue

significativo tanto en machoscomo en hembrasparala concentración5-HIAA (Tabla 17,

Fig. 19). El análisis de varianza no encontródiferenciassignificativas para la tasade

recambio 5-HIAA/5-I-IT ni respectoal tratamiento(al producirseaumentostanto en 5-

HIAA como en 5-HT), ni parala interaccióntratamientox sexo.

En el mesencéfalono se encontrarondiferencias significativas en cuanto al

tratamientoparala 5-HT, pero sí aparecieronmayoresvaloresparalos animalestratados

en la concentraciónde 5-1-IIAA (p<O.OOO1), y, por tanto, tambiénparael índice5-HIAA/5-

Hl (p<0.05>. La interaccióntratamientox sexono fue significativa para ninguno de los

parámetros.El análisis de Duncan reveló como significativo el efecto en los machos
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tratados(19% en la concentraciónde 5-HIAA y 12% en el indice 5-HIAA/5-HT), pero no

en las hembrastratadas,aunquetambiénseproduceuna elevaciónfrente a las controles

(9% y 5%. respectivamente)(Tabla 17, Fig 20).

Tampocoen el hipotálamoseobservaronvariacionessignificativasen 5-HTdebidas

al tratamiento.Sin embargo,el tratamientocon naltrexona-al igual que en mesencéfalo-

produjo una elevaciónde la concentraciónde 5-HIAA (pcO,OOOI) que fue significativa

tanto en machoscomo en hembrastratados,segúnla pruebade Duncan (Tabla 17). En

concordanciacon estosresultados,seencontrarontambiénunosvaloresmayoresen cuanto

a latasade recambio5-HIAA/5-HT (pc0,0001)en los animalesinyectadoscon naltrexona.

El análisis post-hoc reveló como significativo este efecto tanto en machoscomo en

hembras(Tabla 17, Fig. 20). Consecuentementecon lo expuesto,la interaccióntratamiento

x sexo no fue significativa en ningún caso.

Se encontrarondiferenciassexualessignificativastanto en el contenidode ¡IVA

(pcO,05)como en el índice HVA/DA (pcO.O00l). En amboscasoslos machos-tanto

controles como tratados- mostraron valores significativamente mayores que sus

correspondientesgrupos de hembras.Por lo que se refiere al sistema serotoninérgico,

aparecierondiferenciassignificativasrespectoal sexoen los contenidosde 5-HT y 5-HIAA

tanto en el mesencéfalocomo en el hipotálamo.Con respectoal mesencéfalo,los machos

presentaronmayoresvalores de 5-HT que las hembras(pc0,01), con indepenciadel

tratamiento(que no tuvo efecto significativo). El análisisde Duncan sólo señaló como
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significativa la diferenciaentre machostratadosy hembrascontroles.Al no existir un

efecto significativo del tratamientoparaesteparámetro,cabeinterpretarque la diferencia

sexual es general y que la pruebapost-/wc ha encontradosignificaciónentre los dos

gruposmás extremos.También se observaronmayoresvalorespara los machosen la

concentraciónde 5-HIAA mesencefálico(p<O,OOOl)(11% mayoren los machoscontroles

y 21% en los tratados),aunqueestadiferencia sólo fue significativa entre los animales

tratados.En el hipotálamotambién se encontraronmayoresniveles de 5-HT y 5-HIAA

paralos machos(p<O,0l y p<O,OOOl; respectivamente),con independenciadeltratamiento,

si bien el análisispost-hocsólo indicó comosignificativaslas diferenciasentrelos grupos

controlespara la 5-HT y entre los tratadospara el 5-HIAA. La tasade recambio 5-

HIAA/5-HT no presentódiferenciassexualesni en mesencéfaloni en hipotálamo,por ir

en el mismo sentido las variacionesencontradasen las concentracionesde ambos

compuestos.Este resultadoapoyaríala impresiónde que las diferenciassexualesson un

fenómenogeneralen animalestratadosy controles.Ademásen ningunade estasregiones

fue significativa la interaccióntratamientox sexo.

IV.2.4 EFECTOS EN LA EDAD ADULTA

Los animalesestudiadosen la edadadulta fueron sólo machos(ver sección111.3.3

Grupos experhnenlulcs). Las comparacionesentre las mediasde los animalestratadosy

controlessehizo por medio de la pruebade t de Student.No seencontrarondiferencias

significativasen el sistema dopaminérgicopara los parámetrosestudiadosen el cuerpo
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estriado(Tabla 18). Sin embargo,las concentracionesde 5-HT y 5-HIAA en el cuerpo

estriadosufrierondescensoen los animalestratados(del 17% (pcO,O5)parala 5-HT y del

11% (p~cO,Ol) parael 5-HIAA) [Tabla 19, Fig. 21]. Al descenderen similar medida los

nivelestantodel neurotransmisorcomo del metabolito,la tasade recambio5-HIAA/5-HT

no sevió modificadasignificativamente.En el hipotálamo,se observótambiénuna menor

concentraciónde 5-HT en los animalestratados(un 11% menor,p<O.O5) (Tabla 19, Fig.

22). sin que variarande forma significativa los nivelesde 5-HIAA. Estos resultadosse

reflejaron en el índice 5-HIAA/5-HT, que presentóun aumentodel 8% en los animales

tratados(p<O.OS).No aparecieronvariacionessignificativasen las variablesestudiadasen

el mesencéfalo.

IV.2.5 PERFIL DE DESARROLLO DE LAS VARIABLES ESTUDIADAS

Los datos de cadavariable se analizaron dentro de un grupo experini~ntal

comparandolos valoresobtenidosa lasdistintasedades(7, 14, 22 díasy edadadulta).Para

estascomparacionesse emplearonel análisisde varianzano paramétricode Kruskal-Wallis

seguido de la pruebaU de Mann-Whitney. Todos los parámetrosestudiadosvariaron

significativamentecon laedaden las tresáreasencefálicasestudiadasparatodoslos grupos

experimentales(p<O,OOOl en todoslos casos).Las comparacionesentrelas edadesen cada

grupose refieren a los datosmostradosen las Tablas8-19, y se ilustrancon una selección-

resumenen la Fig. 23. A continuacióncomentaremoslos resultadoscorrespondientesa los

machoscontrolesy tratadoscon naltrexona.por ser en estosdosgruposexperimentales
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dondesesiguió el desarrollohastala edad adulta.

Estriado

La concentraciónde DA en los animalescontrolesse incrementaa cadaedadde

forma significativa hastala edad adulta. La principal diferenciaen esteperfil generalen

los animalestratadosestárelacionadacon el día 14. Parala subpoblaciónA (14 días de

edad), la diferencia entre sus valores y los de los 7 días no fue significativa. La

subpoblaciónR sí mostrónivelessignificativamentemayoresquelos encontradosa 7 días.

Sin embargo,en estasubpoblaciónlos valoresno difirieron de forma significativa de los

observadosen los animalestratadosde 22 días.

También aumentóla concentraciónde DOPAC desdelos 7 a los 14 días en los

animalescontroles,aunquelos incrementosno fueron significativos entrelos días 7 y 14

ni entrelos 22 días y la edad adulta,produciéndoseel aumentomás importanteentre los

14 y los 22 díasde edad.En los animalestratadosel incrementoseproducede formamás

gradual. En la supoblaciónA (día 14) los niveles de DOPAC son significativamente

mayoresque al día 7. Igual sucedeparala supoblaciónB, que, además,y a diferenciade

la anterior, presentavaloressignificativamentemenoresque al día 22. Los valoresde los

adultosfueron superioresa los de ambassubpoblaciones.

Aunquela concentraciónde HYA encontradaen los adultoscontrolessea mayor
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que a los 7 días, el pico se produce a los 14 días. Los valoresdesciendenal día 22,

volviendo a subir en la edadadulta. En los animalestratadosesteaumentoentreel día22

y la edadadulta no alcanzasignificaciónestadística.Además,en la subpoblaciónA (pero

no en laR) (14 días), la concentraciónde ¡IVA essignificativamentemenorqueen la edad

adulta.

La tasade recambioDOPAC/DA desciendeen los animalescontroles

adulta,aunqueexperimentaunapequeñasubida-sin significaciónestadística-

14 y 22. Las variacionesen esteperfil en los animalestratadosse producen

al día 14. La supoblaciónA no difiere significativamentede los valoresal

supoblaciónB sí se produceun descensoen índice DOPACIDA frente a los

bajada es proporcionalmentemayor que en los controles, por lo que el

supoblación8 síessignificativamentemenorla tasaencontradaa los 22 días

de los controlesen que no lo era).

hastala edad

entrelos días

con respecto

día 7. En la

7 días. Esta

valor de la

(a diferencia

El valor pico del índice ¡IVA/DA en los animalescontrolesseproduceal día 14

descenciendoal día 22. Entre los 22 días y la edad adulta no se produce una bajada

significativa.Tampocoessignificativala diferenciaentreel valor del adultoy el obtenido

a los 7 días.En los animalestratadosel pico tambiénseproducea los 14 días.En cambio.

sí fue significativo en estegrupoexperimentalel descensoen la msa¡IVA/DA entrelos

22 díasy el valor de los adultos.Además,en la supoblaciónA (pero no en la 8) su valor

no difirió significativamentedel obtenido paralos animalestratadosen el día 22.
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La concentraciónde 5-HT en el estriadoseincrementaa todaslas edadesestudiadas

hastala edadadultaen los animalescontroles.En los individuostratadoscon naltrexona

no se produce unavariación significativaentreel valor al día 22 y en los adultos.En la

supoblaciónA (no en la 8) la concentraciónde 5-HT no difirió significativamentede la

observadaparalos animalestratadosen el día 7.

También los valoresde 5-HIAA aumentancon la desdeel día 7 a la edadadulta,

aunquela concentracióna estaúltima edaddesciendefrente la encontradaa los 22 días.

Estedescensotambién se produce en los animalestratadosde formamás acusada,como

reflejo del efecto del tratamientoal día 22. Sin embargo,los valoresde la subpoblación

A (14 días) no difirieron de los obtenidosa los 7 días (sí lo hicieron en la subpoblación

B).

El indice 5-HIAA/5-HT alcanzósu vañor máximo a los 14 días en los animales

controles. Experimentó un descensoel día 22 a valores próximos a los del día 7,

presentandouna tasainferior en la edadadulta. La subpoblaciónA (día 14) no mostró el

valor pico del desarrollo,observándoseun índice menorque al día 22. La subpoblación

8 sí presentóun valor máximo.

• Mesencéfalo

Los valoresde la concentraciónde 5-HT en el grupocontrol aumentana cadaedad
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desdeel día 7 al 22. La subidaentrelos 22 díasy la edadadultano fue significativa. En

los animalestratadostampocoalcanzósignificaciónla diferenciaentrelos niveles de los

22 días y del adulto. No se produjo en la subpoblaciónA (pero sí en la 8) (14 días)

aumentosignificativo en la concentraciónde 5-HT frentea los nivelesencontradospara

el día 7.

La concentraciónde 5-HIAA en los animalescontrolesseincrementaentreel día

7 y la edadadulta,aunqueel valor máximo se alcanzaal día 22. Se producedespuésun

descensoen los animalesadultosquequedancon valoresmenoresa los encontradosal día

14 y ligeramentemásaltosque los de los 7 días.En los animalestratadoscon naltrexona,

la concentraciónde 5-HT en el adulto no difiere significativamentede los niveles

encontradosal día 7. La subpoblación A (14 días) tampoco presentadiferencias

significativascon el valor observadoa los 7 días, ni con los nivelesencontradosparalos

adultos. En la subpoblación8 estasdiferenciassí alcanzaronsignificación.

La tasade recambio5-HL4A/5-HT alcanzael máximo observadoa día 14 en los

animalescontroles.Al día 22 desciendea valoressimilares al día 7 y sigue decreciendo

hastala edadadulta.En los animalestratadosno se produjo tal pico entrelos días7 y 22

que presentanvalores que no son estadisticamentedistintos entre sí. Mientras que la

subpoblaciónA (día 14> muestravaloressignificativamentemenoresquea los días7 y 22.

la subpoblación8 no presentóun indice 5-HIAA/5-HT significativamentedistinto a los

encontradosa esasedades.En los animalestratadostambiénfue menorla tasadel adulto
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a la observadaa los 7 días.

• Hipotálamo

Los valores de la concentración de 5-HT en el grupo control aumentan

significativamentea cadaedadestudiadadesdeel día7 a la edadadulta. En los animales

tratadoscon naltrexonano hubo un aumentosignificativo entrelos nivelesal día 22 y en

el adulto. Además,la concentraciónde 5-HT encontradaparala subpoblaciónA (14 días)

no fue estadísticamentedistinta de la de los animalestratadosal día 7 (sí lo fue en la

subpoblación8).

Aunquela concentraciónde 5-l-lIAA en los animalescontrolesesmayoren laedad

adulta que a los 7 días, el máximo aparecióal día 22. Posteriormentelos nivelesde 5-

HIAA experimentaronun descensohacia la edad adulta, quedandopor debajodel valor

obtenidoa los 14 días. El perfil en los animalestratadosdifirió de los controlesrespecto

al día 14: los animalesde la subpoblaciónA no presentaronunaconcentraciónde 5-HIAA

significativamentemayor que la encontradaal día 7 y los valoresde los animalesde la

subpoblación8 no llegaron a sersignificativamentemayoresque los encontradosparalos

adultos.

En los animalescontroles,el índice 5-HIAA/5-HT no varió significativamenteentre

los día 7 y 14. y descendióa los 22 díasy la edad adultapordebajode los nivelesdel día
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7. En los animalestratadoscon naltrexonano hubovariacionessignificativasentrelos días

7, 14 (subpoblacionesA y 8) y 22. Sin embargo,si se produjo un descensosignificativo

de la tasade recambio5-HIAA/5-HT en la edadadulta frentea las edadesmencionadas.

* Diferenciassexuales

Los perfilesde desarrolloencontradosparalas hembrasfueron similaresa los de

sus correspondientesgruposde machos,con algunasexcepcionesque señalar,Así, en las

hembrascontroles-a diferenciade los machos-si fueron significativaslas diferenciasentre

los días 14 y 22 parala tasade recambioDOPAC/DA en el cuernoestriadoy no lo fueron

para la concentraciónde 5-HIAA en mesencéfalo.En cuanto a las hembrastratadas,

presentarondiferenciassignificativasentrelos 7 y los 14 díasde edad(subpoblaciónA)

parala DA y parael índice DOPAC/DA, y entre 14 y 22 para la tasa¡IVA/DA (siempre

en estriado),mientrasen los machostratados(subpoblaciónA), como se recordará,no fue

así. También a diferencia de los machos, las hembrastratadas mostraron valores

significativamentedistintosentrelos días7 y 14 (subpoblaciónA) paralas concentraciones

de 5-HT y 5-HIAA en mesencéfalo,mientrasqueen concordanciacon esto, los valoresde

5-HIAA/5-HT entreestasedadesno difirieron estadisticamente.

En resumen,puedeafirmarseque, en los animalescontroles, la concentraciónde

los neurotransmisores(DA y 5-HTí aumentade forma continuadacon la edad hasta

alcanzarlos niveles del adulto (con la salvedadde que entre22 días y el adulto no fue
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significativa la elevaciónen la 5-HT mesencefálica).Así, en esteaspectono esposible

concluir una diferencia clara entre los sistemasdopaminérgicoy serotoninérgico.Los

niveles de 5-HIAA desciendendesdeel día 22 a la edadadulta en las tres regiones

estudiadas.Sin embargo,estono ocurrecon los metabolitosde la DA: el DOPACno varía

apreciablementeentreesasedadesy el ¡IVA aumentasu concentracióndel día22 ala edad

adulta.Los índicesde recambio(a excepcióndel DOPAC/DA) desciendendesdeel día 14

llegandoen el adulto a valorespróximoso inferioresa los del día 7. Por su parte la tasa

de recambioDOPAC/DA disminuye desdelos 7 díashacia la edadadulta.

Los efectosdel tratamientocon naltrexonasobreel perfil de desarrolloencontrados

parael sistemadopaminérgicoestánen relacióncon las variacionesproducidasdurantelas

dosprimerassemanasde vida. El tratamientotieneefecto sobretodoen la subpoblaciónA

de estaedad,y se manifiestaen todos los parámetrosestudiados.En la subpoblación8

sólo en las concentracionesDA y el DOPAC se observarondichasvariacionesen el perfil

desarrollo.En el sistemaserotoninérgicotambiénaparecendiferenciasen el desarrollode

los parámetrosa edadesmás avanzadas,afectandoa la evolución de las concentraciones

de 5-HT y de 5—HIAA entre los 22 días y la edadadulta en las tres áeasencefálicas

estudiadasy de la tasa5-HIAA¡5-HT en el mesencéfaloy cuerpoestriado.Además,en

torno al día 14, las variacionesen la subpoblaciónA afectaronal patrónde desarrollode

los tres parámetrosen estriadoy mesencéfaloy a la concentraciónde 5-1-IT en el

hipotálamoy en la subpoblación8 a la concentración5-HIAA en el hipotálamoy al índice

de recambio5-HIAA/5-HT en el mesencéfalo.
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En general estas modificaciones son, por tanto, el correlato del efecto del

tratamientocon naltrexonaencontradoa cadaedad y no parecendescubrir diferencias

adicionalessobreel patrón de desarrollode los parámetrosen lo concernientea como se

producenlos cambiosde una edada otra.

Las diferenciassexualesencontradasentre los controlesen cuantoal perfil de

desarrolloson pocasy no parecenteneruna especialsignificación. Por lo que se refiere

a las hembrastratadas,las diferenciascon los machostratadoscon naltrexonasugierenun

menor efecto del tratamientoen las hembrasen todos los casosen que aparecen,a

excepciónde la observadaparala tasaDOPACIDA entrelos 7 y 14 días (el efectosería

mayor).
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Efectos del tratamiento con NALTX
Dial

Tasa de recambio MVA¡DA estriatal
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FIG. 16. Los histogramas representan la media ±e.e.m. de 9-12 medidas.
*p<0,05 frente al correspondiente grupo control (prueba de Duncan)
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Efectos del tratamiento con NALTX
Día 14 (subpoblación A)
Tasa de recambio DOPAC/DA estriatal
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RG. 17. Los histogramas representan la media ±e.e.m. de 10-12 medidas
para los controles y 4-5 (machos)/12 (hembras) para la subpoblac¡ón A.

Tasa de recambio ¡-IVA/DA estriatal

*p«005 frente al correspondiente grupo control (prueba de Duncan)
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Efectos del tratamiento con NALTX
Día 14 (subpoblación A)

Tase de recambio 5-MIAA/5-HT estriatal
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FIG. 18. Los histogramas representan la media ±e.em. de 10-12 medidas
para los controles y 4-5 (machos)/12 (hembras) para la subpoblación A.
*p<005 frente al correspondiente grupo control (prueba de Duncan)
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Efectos del tratamiento con NALTX
Día 22

Concentración de 5-HT estriatal

ng/g de tejido
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HG. 19. Los histogramas representan la media ±e.e.m. de 9-11 medidas.
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Efectos del tratamiento con NALTX
Día 22

Tasa de recambio 5-HIAA/MT mesencefáilca
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HG. 20. Los histogramas representan la media ±eem. de 9-11 medidas.
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Efectos del tratamiento con NALTX
Edad adulta

Concentración de 5-HT estriatal

ng/g de tejido

II
*

Concentración de 5aHIAA estriatal

ng/g de tejido

-w
**

1 Error EicoNrR MNALTX

FIG. 21, Los histogramas representan la media ±e.em. de 12-17 medidas.

1200

iaoo

800

600

400 —

200 —

O

300

250 —

200 -

150-

100 —

50 —

o

tpcO,05 frente al grupo control <prueba t de Student)



Efectos del tratamiento con NALTX
Edad adulta

Tasa de recambio 5-MiAA/5-HT hipotalámica

índice
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0,05

o

**

1 Error ECONIR MNALTX

FIG. 22. Los histogramas representan la media ±e.em. de 12-17 medidas.
* p<cO,05 frente al grupo control (prueba t de Student>



Comparación del efecto de la NALTX
en los dos sistemas:

Selección representativa

Desarrollo del contenido de 5-HIAA y la tasa MVA/DA estriatales

5-HIAA (ng/g de tejido) índice HVA/DA
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HG. 23. Cada punto representa la media de 4-17 observaciones.
*p<O,05 (HVA/DA); +Pc0,05 <5-HIAA) frente al correspondiente
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IV.2.7 DISCUSIÓN

Los datos obtenidos en nuestro trabajo para los animalescontroles están, en

términosgenerales,básicamenteen concordanciacon lo descritoanteriormentepor otros

autores(Bardoy col. 1982; Keller y col. 1973;Kmieciak-Koladay Kowalski 1986; Noisin

y Thomas1988; Nomuray col. 1976; Parés-Herbutéy col. 1989; Porchery Heller 1972;

Rodríguezde Fonsecay col. 1991, 1992; Roth y col. 1980; Sharmay col. 1988; Siddiqui

y col. 1989; Watts y Stanley 1984; Wilson y col. 1986) y lo encontradoen nuestro

laboratorio(Gonzálezy Leret 1992; López 1991, TesisDoctoral). De todasformasdebe

aclararseque la comparacióncon los datosde otros autoresno siempreresultafácil y a

menudo aparecenciertas discrepancias(sobre todo cuantitativas)en la literatura. Las

razonesde estasvariacionespuedendebersea diversosfactores: diferenciasen la cepa

elegida. en la disecciónde las regiones,la forma en la que se expresanlos resultados

(unidadesde masao molares,concentraciónrespectoa unaunidadde pesofrescode tejido

o frente a la concentración de proteínas, representacionessemilogarftmicas), y

procedimiento utilizado para la medición de las aminas (fluorescencia, métodos

radioenzirnáticos,HPLC). Además,más concretamente,en lo que. se refiere a estudios

ontogenéticos,ladificultad aumentaal no elegir siemprelos autoreslas mismasedadesdel

desarrolloparasustrabajos.Tampococoincidentotalmentelas regionesobjetode estudio,

bien porno serinvestigadala mismaáreao por incluir diversasesn-ucturasconjuntamente.

Porotro lado,algunosautoresutilizan un sólo sexoo bienmezclanmachosy hembras.De

hecho, una característicadestacablede nuestro trabajo es precisamenteel estudio
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comparadode ambossexos,que apenasapareceen la literatura.Otradiferenciafrecuente

con nuestroestudio es el ciclo de luz empleado:en nuestro trabajo ha sido realizado

durantela faseoscuradel ciclo (de mayoractividaden la rata),en paralelocon las pruebas

comportamentalesque luego discutiremos,mientrasque los de la mayoríade los autores

tienenlugardurantela fase lumínica. Finalmente,los parámetroselegidosno son siempre

los mismos,puestoquehay trabajosen los queno se midenlos metabolitosde degradación

o no secalculala tasade recambio,mientrasqueotrosautoressólo suministranesteúltimo

dato.

Estas diferenciashacen que nuestroestudio tenga mayor interésen cuanto que

proporcionainformación adicional sobre el complejo panoramadel desarrollode los

sistemasmonoaminérgicos,aunque,por otrapartesólo nospermitanhacercomparaciones

de tipo muy generalcon los trabajosprevios.Podemosafirmar, sin embargo,que nuestros

datos confirman observacionesanterioressegúnlas cualesseproduceun aumentoen la

concentraciónde DA y 5-HT duranteel desarrollopostnatalen las regionesencefálicas

estudiadas(Keller y col. 1973; Loizou y Salt 1970; Noisin y Thomas1988; Nomuray col.

1976; Parés-Herbutéy col. 1989; Porchery Heller 1972; Rodríguezde Fonsecay col.

1991: Roth y col. 1980: Siddiqui y col. 1989; Wattsy Stanley 1984)y en encéfaloentero

(Agrawal y col. 1966:Karki y col. 1962).Estasubidano se mantienehastala edadadulta

parael DOPAC,confirmandoresultadosprevios(Kellery col. 1973:Rodríguezde Fonseca

y col. 1991: Roth y col. 1980).Hemosencontradoresultadossimilaresa éste último para

el metabolitode degradaciónde la serotonina(e! 5-HIAA) lo que concuerdalo encontrado
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porotros autoresen el áreapreópticay el rafemesencefálico(Wattsy Stanley 1984). El

perfil del otro metabolitode la DA estudiado(el HVA) que presentaun pico a los 14 días

y un descensohacia la edadadulta,coincidecon la evoluciónobservadapreviamenteen

el cuerpoestriadoy encéfalocompleto(Keller y col. 1973).Tambiénesconcordantecon

la literatura el resultadodel descensode los valoresde la tasaDOPAC/DA con la edad

hacia la edadadulta,obteniéndoseel valormáximoen unaedadmástemprana(Rodríguez

de Fonsecay col. 1991; Roth y col. 1980 [deducidode sus datos]). Si bien nosotros

encontramosel máximo a los 7 días,mientrasqueen los trabajoscitadosaparecea los días

22 y 3, respectivamente.Por lo que se refiere HVA/DA, las variacionesencontradaspor

nosotros(un pico en la segundasemanay valores más bajos en el adulto) son muy

parecidasal perfil descritopara el cuernoestriadoen un trabajo anterior (Keller y col.

1973). En nuestroestudiohemosobservadodescensoen los valoreshaciala edadadulta

parael índice 5-HIAA/5-HT, con valoresmáximosal día 14 en estriadoy mesencéfaloy

a 7 y 14 en hipotálamo. Otros autoreshan encontradotambién este descensoen la

proporciónde 5-HIAA frente a 5-HT en e] hipotálamo entre ratasde 12 días y de 90

(Siddiqui y col. 1989 [deducidade sus datos]). Tambiénen estudiosen el áreapreóptica

hipotalámicay el rafe mesencefálico-midiendo a las 36 horasdel nacimientoy a los 4,

12, 40 y 80 días- se observaronmenoresniveles hacia la edadadulta, encontrandoel

máximo al día 4 (Watts y Stanley 1984). Por lo que se refiere a las concentracionesde 5-

HT en las distintas áreas, también está de acuerdo con la literatura el que las

concentracionesde 5-HT seanclaramentemayoresen el mesencéfaloqueen el hipotálamo

durantelasdosprimerassemanasde desan-ollo(Wattsy Stanley1984),aunqueya no hacia
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el destetey en el adulto, en que otros autoresven que prácticamentese igualan (Watts y

Stanley 1984) o, al igual que nosotros,observanque son superioresen el hipotálamo

(Bardo y col. 1982: Baron y col. 1985; Sharmay col. 1988). Además,es coincidente

asimismoque, a su vez, las concentracionesde 5-Hl en mesencéfaloe hipotálamosean

superioresa las encontradasen el cuerpoestriado,tanto a lo largo del desarrollo(Bardo

y col. 1982; Nomura y col. 1976), como en ratasadultas(Baron y col. 1985: Nomuray

col. 19’76; Sharmay col. 1988). Los incrementosentre las edadesen estasdos zonas

mencionadasson similares a los de trabajosanteriores(Nomura y col. 1976; Watts y

Stanley 1984).con la excepciónde los importantesincrementosencontradospor nosotros

entre los días7 y 14, que no aparecenen el estudiode Nomura y colaboradores,y son

menosmarcadosen el trabajode Wattsy Stanley. Estasdiferenciaspodrían atribuirse a

las diferentetécnicade valoracióny disecciónempleadaspor estosautores.Las elevadas

concentracionesde DA en esu-iado,asícomo sus aumentosrelativoscon la edad,también

concuerdancon lo observadopor otrosautores(Nomuray col. 1976;Rodríguezde Fonseca

y col. 1991; Roth y col. 1980).Estasobservacionesnospermitiríanhablarde unasrelativas

tendencias generalesen el desarrollo posnatal de los sistemas dopaminérgico y

serotoninérgicoen las estructurasestudiadas.

Como ya se mencionó al comienzo,muchosde los trabajosanterioressobre el

desarrollode estossistemasse han realizadoen machoso en sexosmezclados,por lo que

no hay tanta cantidad de información disponible sobre diferencias sexuales. No se

encontraronen nuestro estudio diferenciassexualespara DA, DOPAC, DOPAC/DA a
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ningunade las edades,lo que confirma los resultadosde un trabajo recienteen el que se

valoraronestosmismos parámetrostambiénduranteel desarrollopostnataly se empleó

ademásla misma técnica(HPLC con detecciónelectroquímica)(Rodríguezde Fonsecay

col. 1991). NosotrostambiénvaloramosHVA, otro metabolitode degradaciónde la DA,

y aquí sí encontramosuna diferenciasexuala los 22 días de edad:los machosmostraron

mayoresconcentracionesde HVA y mayoríndice HVAIDA. Ello podríaserindicativo de

diferenciasen los mecanismosde degradaciónextracelularen machosy hembrasa esta

edad,puestoqueseconsideraque el 1-IVA sedegradaen elexteriorde la neurona(Roffler-

Tarlov y col. 1971; Westerink1985).Podríareflejarunadistintaliberaciónde DA, aunque

las concentracionesde DOPACno variaron,y sepiensaqueel HVA esprincipalmenteun

segundo metaboilto de la DA (Westerink 1985). Finalmente,la diferenciapodríaestaren

los mecanismosde eliminaciónde HVA del encéfalo[DOPACy HVA soneliminadospor

transporteactivo dependientede energía(Westerink 1985)].

Es mayorel númerode trabajosexistentessobrediferenciassexualesen el sistema

serotoninérgico.Así, algunosautoreshanencontradodiferenciasen la concentraciónde 5-

HT en hipotálamoa los 12 días (mayoresniveles en las hembras)(Gladuey col. 1977;

Siddiqui y col. 1989) e incluso,másconcretamente,en el áreapreópticamedial (Simerly

y col. 1984). En cambioen otros trabajosno se observarontalesdiferenciassexualesen

el hipotálamo(Wilson y Agrawal 1979) en el áreapreópticani en los núcleosdel rafe del

mesencéfalo(Wattsy Stanley 1984).Otros autoreshan encontradodiferenciasdel mismo

tipo en el hipotálamoa los 14 días (las hembrasmayoresconcentracionesde 5-HT y 5-
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HIAA que los machos),perono en el restode los díasentreel 10 y el 16 de vidapostnatal

(Wilson y col. 1986) y menoresconcentracionesde 5-HIAA (pero no de 5-1-IT) (Wilson

y col. 1986) y de 5-Hl (Wilson y Agrawal 1979)en el mesencéfalode las hembras.Se

ha llegado incluso a hablar de dos períodos de diferencias sexualesel el sistema

serotoninérgico,puesto que se encontradoque los niveles de 5-HT y de actividad

descarboxilasaencefálicosseríanmayoresen las hembras1 y 2 de vida ademásde en el

día 12 [Hardin 1973ab(en encéfaloentero);Ortega-Coronay col. 1979 (en hipotálamo)1,

aunqueesto no siemprese ha podido confirmar [Ladowski y Gaziri 1970 (en encéfalo

entero); Wilson y Agrawal 1979(en hipotálamo);Wattsy Stanley1984 (en áreapreóptica

y rafe mesencéfalico)).En nuestro trabajo se encontraron a los 7 días menores

concentracionesde 5-HIAA en mesencéfalopara las hembras. No se encontraron

diferencias sexualessignificativas a esta edad en hipotálamo, aunque las hembras

presentaronunos valores un 4% mayoresque los machos.Estos resultadosestañanen

consonanciacon los trabajosprimeramentecitados (especialmenteel de Wilson y col.

1986),sólo que las diferenciasaparecenantesen nuestroestudio(a los 7 días frenteal día

14). Además,en nuestro trabajo encontramosa los 22 días mayoresvalores para los

machosde 5-HT y 5-HIAA en el hipotálamoy mesencéfalo,pero no en el estriado,lo que

confirma a aquellasdos zonas como más específicamentesexo-dimórficaspara este

sistema. Nuestrosdatos sugierenla posibilidad de otra nueva edad a la que pueden

manifestarsediferenciassexualesen el sistemaserotoninérgico.En estesentido, sehan

propuestoedadesposterioresen queestasdiferenciaspodríanaparecerduranteel desarrollo

postanal. Así, Watts y Stanley en 1984 encontraronuna mayor tasa de recambio de
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serotoninaen machosque en hembrasa los 40 días de edad en el área preóptica

hipotalámica,mientrasque no detectarondiferenciassexualesa los días4, 12 y 20. Dado

que nosotrosencontramosestasdiferenciasa los 22 días en el hipotálamocompleto(así

como en mesencéfalo).podríaserque estadistanciade dosdías fuera importantepara la

manifestaciónde diferenciassexuales,puesto que se trata de la épocadel destete.La

explicación para los distintos resultadospodría estar también en las diferenteszonas

abarcadaspor la disecciónen cadacaso(áreapreópúcahipotalámicae hipotálamoentero).

Existen un gran número de evidencias a partir de estudios bioquímicos y

autorradiográficos(lItes y Jackisch 1991; Murrin y col. 1980; Nakazaway col. 1991;

Pollard y col. 1977).asícomo fisiológicos (Barón y col.; Clouet y Ratner; Hoehey Duka

1993; Kamata 1987; Rosecransy col. 1977; Steecey col. 1986: Yaksh y Tyce 1979) y

electrofisiológicos(Finnerty y Chan 1981; Hommery Pert 1983; Jurna 1981) realizados

en la edad adulta que indican claramentela coexistenciae interrelacionesfuncionales

recíprocasentrelos sistemasmonoaminérgicosy el SOE en diversasregionesencefálicas,

Los efectosde las sustanciasoploides sobre los sistemasde monoaminas,y muy en

particularsobreel sistemadopaminérgicoen estriadoe hipotálamo.parecendependerde

la región encefálicaconcretaque setrate, del tipo de receptorimplicado y, en ocasiones,

también de la ruta de administración.Por otra parte,pareceque las accionesanalgésicas

de tos opioidesdependeríande su capacidadde activar el sistemaserotoninérgicoa nivel

mesencefálico.Estos hechossugierenque los opioldesendógenospodríanmodular los

sistemasmonoaminégicosmencionadosy quela manipulaciónopioideduranteel desarrollo
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postnatalpodríaproduciralteracionesen dichossistemas.Sin embargo,estapresunciónno

ha podidosercorroboradacon anterioridada nuestrotrabajorespectoal bloqueofuncional

opioide. Así, otros autoresno han sido capacesde encontrarmodificacionesen los niveles

de noradrenalina.dopaminao serotoninaen diversasregionesdel encéfalo (entreellas

cuerpoestriado,mesencéfaloe hipotálamo)por tratamientodiario con naloxonaen ratas

de 22 días (Bardo y col. 1982). Nosotros, en cambio, sí hemos encontradodiversas

diferenciasen las tres estructurasestudiadasen distintas edades,incluyendo el día 22.

Dadoquetambiéninyectandiariamentela mismadosisde antagonista(aunquela naloxona

la administrarondosvecespordía)y, al igual quenosotros,estosautorestambiénvaloran

al día siguientede la última inyección, es posible que el hecho de que nosotrossí

observemosefectosse debaa que el compuestoempleadopor nosotros-la naltrexona-

produce un bloqueoopioide de mayor duración. Los propios autoresde aquel trabajo

indican estaposibilidad.

Sí existeevidenciade un posibleefectode los agonistasopioidessobreel sistema

dopaminérgicodurante diversasedadesdel desarrollo postnatal. En contreto, se ha

observadoque la administraciónde morfinaduranteesteperíodoen críasde rataproduce

incrementossignificativosde los nivelesde DOPAC una hora y mediamás tarde,desde

el día 6 (pero no al día 3), hastala edadadulta, alcanzandosu mayor efecto al día 15

(Roth y col. 1980). Es dificil establecercomparacionesentre nuestro trabajo y el

anteriormentecitado, dadoque el tratamientoesdistinto y ademásse empleaun agonista.

A pesarde ello, los resultadosde Roth y colaboradoresal igual que los nuestrosindican
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que existe una modulaciónopioide sobreel sistemadopaminérgicoen el estriadotambién

duranteel períodopredestete.Además,deberesaltarseque la edad a la que estosautores

encuentranmayor efecto (los 15 días) prácticamentecoincide con la edada la que se

observaronmayornúmerode diferenciassignificativasdebidasal tratamientoparaeste

sistema en el presentetrabajo (al día 14). Hay que señalarque no siempre se han

comprobadolos efectosdel tratamientocon morfina en el desarrollo. Otros autores,

utilizando una dosis inferior e inyectandoa las ratasdiariamentedesdeel día 1, no

encontraronningún efectosobrela dopaminani en una estimaciónde la tasade recambio

(basadaen la utilización de la «-metiltirosina, inhibidor de la tirosina hidroxilasa) en

ningunade las regionesencefálicasque examinaron(incluyendoel estriado(Bardo y col.

1982).

En ratas adultas,han podido comprobarseefectosdel bloqueo opioide crónico

duranteocho días utilizando implantes subcutáneosde naltrexona(Barón y col. 1985;

Sharmay col. 1988). En el primerode los mencionadostrabajosseobservaronelevaciones

en el contenidode DA en córtexfrontal y estriadoen los animalestratados,sin que se

encontraranmodificacionesde los nivelesde noradrenalinani de 5-HT en esasregiones

ni de noradrenalina.DA y 5-Hl en ninguna de las otras que estudiaron(incluyendo

hipotálamoy sustanciagris periacueductal).Por lo que se refiere al estudiode Sharmay

colaboradores,estosautoresencontraronaumentosen la tasade recambioDOPAC¡DA en

hipocampo dorsal y $HIAA/5-HT en corteza frontal, pero no vieron diferencias en

ningunaotrade las regionesque examinaron(que incluían cuernoesu”iado.hipotálamoy
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sustanciagris periacueductal).El hecho de que en el primero de los trabajosnadamás

midieran los neurotransmisores(Barón y col. 1985) reduce las posibilidades de

comparación,ya que nosotros,por ejemplo,en animalesneonatosal día 7 (7 días de

tratamientosubcrónico)no encontramosvariacionesen los nivelesde DA en estriado,pero

si en los de HVA en estamismazona. En nuestrotrabajosólo encontramosun aumento

de DA en estriadoporel tratamientocon naltrexonaa los 14 díasen la subpoblaciónB (en

la subpoblaciónA hubo descensode DA). Algo similar sucedecon respectoal segundo

estudio(Sharmay col. 1988) en el que sólo sesuministranlos datoscorrespondientesa

la msade recambio,por ejemplonosotrosen la edadadultano encontramosvariaciónen

el índice 5-HL4A/5-HT en estriado,aunquesí las huboen cadauno de los dosfactorespor

separado.Sin embargo,sí podríamosafirmar que los efectosdel bloqueo opioide con

naltrexonasobrelas regionesencefálicassondistintosen el animal adultodependiendode

sí es tratadoen la edadadulta o duranteel periodopredestete.Además,pareceríaque la

sensibilidad,o las consecuenciasde dicho tratamientosondistintasen el animal predestete

y en el adultoen las diferentesregionesdel encéfalo.Estehechopodríadeberse,al menos

en parte,a la diferentesensibilidadde los receptoresopioldesduranteel desarrolloa la

administracióncrónicade sustanciasopioides. Así, se ha visto que la administraciónde

naloxona(lrng/Kg dos veces al día) incrementael número de receptoresen estriado,

hipotálamo,médula espinaly córtex cerebralen animalesde 22 días, pero no en ratas

adultas(Bardo y col. 1983). Es posible que ello sea debido a una menorcapacidaddel

hígado de los neonatospara metabolizarlos fármacos (Moreland y col. 1980). Sin

embargo,la duraciónde los efectossobreel númerode sitios de unión opioide es menor
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en los neonatosque en los adultos. Mientras que los incrementosproducidosen este

parámetropor el tratamientocrónicocon naloxona(lmg/Kg dos vecesal día) en ratasde

22 días desaparecenpor completouna semanamás tarde, en adultos se mantiene un

incrementodel 40%al menosunasemanadespuésde finalizarel tratamientocon naloxona

(lOmg¡Kg diariosdurante4 semanas)(Lahti y Collins 1978) y con naltrexona(implantes

subcutáneosdurante8 días)estaelevacióndel 40% se mantienetodavíaa los 8 díasde

eliminar los implantes(Barony col. 1985;Tempely col. 1982).Porsu parteel tratamiento

crónico desdeel día 1 con un agonistaopioide como la morfina (inyección diaria de

Smg/Kg) escapazde hacerdescenderlos nivelesdel receptor,u opioide al nacimientoy

día5, pero no a los 14 y 28 días(Tempely col. 1988) y tampocoparecetenerefectosobre

el conjuntode los receptoresopioidesal día 22 (Bardo y col. 1982).

Segúnnuestrosdatos,el sistemadopaminérgicoen el estriadoseveríaafectadopor

el tratamientocon naltrexonaa las edadesmástempranasestudiadas(7 y 14 días),aunque

posteriormenteya no se encontraronefectosal final del tratamiento(día 22) ni quedarían

secuelasen la edadadulta.El sistemaserotoninérgico,porcontra,no se vió afectadoen

ningunade las tresregionesestudiadashastala segundasemanade vida y seencontraron

alteracionesa los 22 díasy en el adulto. Ello podríainterpretarsecomo un posiblepatrón

distinto de maduración-al menos,en relación con la sensibilidadal tratamiento-en un

sistema y otro en las áreasestudiadas.Según esto, se podría pensarque el sistema

dopaminérgicoen el estriadomaduraríaantesen relacióna la modulaciónopiolde que el

sistema serotoninérgicoen las otras estructuras,y por ello mostraríauna respuestaal
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tratamientoen unaedadmás temprana(los 7 días). Siguiendocon estainterpretación,al

estarestesistemamás maduroen esteaspecto,seríamenosplástico,por lo que el efecto

tendríamenorinercia (sólo hastael día 14). Otra posibilidadsugeridaportrabajosin vitro,

seria la implicación de distintos subtiposde receptorespara los distintos sistemas,con

distintacapacidadde adaptarsea la exposiciónal fármaco(ver Steecey col. 1986). Cabe

mencionar,en apoyo de una distinta sensibilidaddel sistemaserotoninérgicoduranteel

desarrollo,el hechode que otros autoreshayanencontradoquela inhibición de la síntesis

de serotoninadurantela segundasemanapostnatal-pero no durantela primera- afectaa

diversosparámetroscomportamentalesen la edadadulta(Farabollini y col. 1988). Estos

resultadosestarían ademásen consonanciacon que en nuestro trabajo el sistema

serotoninérgicosólo haya mostradovariaciones debidas al tratamiento a panir de la

segundasemana.

Con relaciónaestetema,seríainteresanteseñalarqueseconsideraque las regiones

máscaudalesdel encéfalomaduranantesquelas másanteriores(Jacobson1978) y se han

encontradoindicios de ello paralas catecolaminasen relacióncon la modulaciónopioide

(Roth y col. 1980)y en el desarrollode los propiosreceptoresoploides(Bardo y col. 1981.

1982). Aunque tambien hay datos discordantesrespectoa los receptoresy los péptidos

opioidesendógenos(pararevisión ver McDowell y Kitchen 1987). y en concretose ha

visto que el desarrollo de la dinorfina y la 13-endorfina (ambos péptidos opioides

endógenos)seria mas rápido en el estriadoque en el hipotálamo(Bayon y col. 1979;

Loughlin y col. 1985: McDowell y Kitchen 1987). No es posible llegar a conclusiones
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respectoal sistemadopaminérgicodadoque sólo se valoró en una de las estructuras.Por

otro lado,lasáreasestudiadasestánquizámuy próximasen el encéfalocomoparaesperar

grandesdiferencias.Sin embargohay que señalarque en el mesencéfalo(la más caudal

de las regiones estudiadas)ya no se encontrarondiferencias significativas para el

tratamientoen la edadadulta, lo que quizá seaindicativo de un desarrollorelativamente

más rápido, y por ello de una plasticidadalgo menor,que le llevaríaa presentarmenor

inerciaen los efectos.Estavisión se veríarespaldadaporel hechode que la concentración

de 5-HT ya no aumentasignificativamenteentreel día22 y la edadadultaen mesencéfalo

en los animalescontroles(y sí en las otras estructuras),lo que podría indicar que se

alcanzaríanantes los niveles del adulto en esta región encefálica. Estos datos son

coincidentescon los de un trabajoanterioren el se estudióen paraleloen el áreapreóptica

hipotalámicay en la región del rafe mesencefálicoy en el que no seencontraronmayores

nivelesparala serotoninaentre los 20 y los 80 días en la región mesencenfálicay sí en

el áreapreóptica(Wattsy Stanley,1984).Además,y en relacióncon la hipótesisanterior,

sehadescritoquela maduracióndel sistemaserotoninérgicoen el hipotálamo,en contraste

con el mesencéfalo,no estátan avanzaday la formaciónde los terminalesse extiendea

travésde las tres semanasde vida postnatal(Lidov y Molliver 1982ab). El desarrollode

la red serotoninérgicahipotalámicaduranteestaetapapodría serla razón de los mayores

incrementosen la concentraciónde 5-HT en hipotálamo observadospor nosotros, en

comparacióncon el mesencéfaloy particularmenteentre7 y 22 días.

Por otra parte, los cambiosproducidospor el tratamientoen los dos sistemas
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monoamin&gicosobjeto de nuestroestudioparecenserhastacierto punto compensatorios

de una edad a la siguienteestudiada.Así, en e] sistemadopaminérgicoel tratamiento

incrementalos nivelesde HVA y HVA/DA en el cuerpoestriadoa los 7 días,mientrasque

a los 14 díasdisminuyenambosparámetrosen la subpoblaciónA y ya no hay diferencias

significativasen la subpoblaciónB . Ademásen estasegundasubpoblaciónaumentala

concentraciónde DA. sin quevaríe la de DOPAC, lo que en cierto modo indica un efecto

contrapuesto(quizámenordegradación/liberaciónde DA). En el sistemaserotoninérgico

sucedealgo similar. Mientrasa los 14 díasdesciendenlas concentracionesde 5-MT y 5-

HIAA en las tres regionesparala supoblaciónA y en mesencéfaloe hipotálamoparala

subpoblaciónB a causadel tratamiento,al día 22 el efecto frente a los controleses de

aumentode la concentraciónde 5-HIAA en todaslas estructurasy de 5-MT en estriado.

Por ii]timo las consecuenciasde] tratamientoneonata]con naltrexonaen la edadaduJiason

de descensode los niveles de 5-MT y 5-HIAA tanto en estriadocomo en hipotálamo,

mientrasque e] efecto ya no essignificativo en mesencéfalo.Estetipo de fluctuacionesen

el efecto de un tratamientoduranteel desarrolloya ha sido observadopor otros autores

sobre diversasvariables (Bardo y col. 1983; Fukuda y col. 1977: Zadina y col. 1985;

Tempel y col. 1988; Rodríguez-deFonsecay col. 1992). y por nosotrosmismosen otro

apanadoanterior de esta Tesis Doctoral (ver sección IV.l.2.2 del apartado IV.l.2

Aislamiento sexualy /i-FNA). Es más, algunos de estos autoreshan postuladoya la

existenciade estosmecanismoscompensatoriosduranteel desarrolloparalas catecolaminas

(Fukuda y col. 1977) y el sistemaserotoninérgico(Farabol!ini y col. 1988). En algunos

trabajosanterioresse ha indicado que tras el cesedel bloqueo opioide se produce una
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supersensibilidaddel sistemapor un aumentodel númerode receptoresconsecuenciadel

tratamiento (Bardo y col. 1982, 1983; Sharma y col. 1988; Tempe] y col. 1985)

posiblementeacompafiadade niveleselevadosde opioidesendógenos(Bardo y col. 1982,

1983; Shannay col. 1988; Tempely col. 1985; Zagony McLaughlin 1984).Estoscambios

podríancontribuir a explicaral menosalgunasde las mencionadasfluctuacionesa lo largo

del desarrollo.En cualquiercasonuestrosdatosapoyanla ideade que e] sistemaopioide

podría ejercer una modulación tónica sobre los sistemasmonoaminérgicosduranteel

desarrollo. Asimismo, los presentesresultados indican que los efectos del bloqueo

transitorio del SOE duranteel período predestetesobrelos sistemasmonoaminérgicos

puedenmostrarinercia hastala edad adulta.

Los cambiosencontradosa cadaedadporefectodel tratamientopuedenatribuirse

en general a posibles modificacionesen la actividad del sistema -especialmenteen el

sistemaserotoninérgico-dado que suelenafectara la usade recambioy/o al metabolito

de degradación(aunquela 5-HT tambiénvaríe tiene máspesoel cambioen el metabolito.

exceptoen el hipotálamode los adultosy en el estriadoa los 22 días). Sin que de ningún

modoseexcluyaestaexplicaciónparalos efectosdel tratamientoneonatalcon nahrexona

sobre el sistemadopaminérgico,la interpretaciónparalos resultadosen estesistema se

cornplica.En primer lugar setrata de dosmetabolitosde degradación,uno de formación

intraneuronal(el DOPAC) y otro de formación extracelular(el HVA). Además,ambos

compuestosson conjugadosa sulfatos y eliminados del encéfalopor transporteactivo

(Ganong1989. Westerink 1985). Porello mientrasque la influenciadel tratamientosobre
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el sistemaserotoninérgicopuedeatribuirseafenómenosintrínsicamenteneuronales,aunque

se vean afectadasla recaptacióny la degradacióndel neurotransmisor,en el caso del

sistema dopaminérgicola naltrexonapodría ejercer su efecto extraneuronalmente.De

hecho,se ha sugeridoque diversasdrogasque actúan a nivel central tendríanun efecto

importantesobreel transponede DOPAC y MVA hacia afueradel encéfalo(Westerink

1985).Por otro lado debemosadvertirque no se ha valoradootro metabolito extracelular

conocido de la DA, la 3-metoxitiramina(3-MT), que también puede metabolizarse

finalmente a HVA, si bien pareceque el 90% de la DA se catabolizapor la vía del

DOPAC (Westerink 1985).

Por último, debemos señalar el hecho interesante de haber encontrado

subpoblacionesrespectoal efectodel tratamientocon naltrexonaa los 14 díasde edad.Un

hecho similar ha sido encontradopor otros autorespara el tratamiento crónico con

naltrexonaen la edadadultaparalos sistemasnoradrenérgicoy dopaminérgicoen distintas

regionesencefálicas(Sharma y col. 1988). Estos resultadosse han interpretadocomo

diferenciasinterindividualesen los nivelesde aferenciaopioidea estasregiones.Ennuestro

caso es muy posible que esa sea también la explicación,aunquedado que se nos ha

producidoestefenómenoen una edadque parecemuy crítica (segúnnuestrosresultados

y los de otros autores)para el desarrolloposinatal, es también factible que pequeñas

diferenciasinterindividuales o intercamadaen el perfil ontogenéticode estos sistemas

pudieran.asimismocontribuir a explicarel distinto efectoencontradoparael tratamiento

en las dos subpoblaciones.
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IV.3 ESTUDIOS COMPORTAMENTALES:TRATAMIENTO CON NALTREXONÁ

[Salvoque se indique lo contrario, los nivelesde significaciónespecificadosentre

paréntesisen las siguientesseccionescorrespondena los resultadosdel análisisde varianza.

Parael análisispost-hocde Duncan el nivel de significación fue fijado en pcO.0S) (ver

sección111.6.3 sobreAnálisis estadístico)]

IV.3.1 TABLERO DE AGUJEROS

Comoya seindicó en el apartado111.4.3.1detécnicasexperimentales,serecogieron

y analizaronde formaindependiendientelo que previamentedefinimoscomo deambulacion

externay deambulación interna para el tablero de agujeros.En lo que se refiere a la

deambulaciónexterna, no aparecierondiferenciassignificativasentrelos grupostratados

y los controles.Por contra, los animalestratadoscon naltrexonamostraronvaloresde

deambulacióninterna significativamentemásbajos que los controles(p<O,Ol), tanto los

machoscomo las hembras(Tabla 20). Aparecierondiferenciassexualessignificativasen

ambaspautas, que indicaron una mayor deambulaciónde las hembraspara los dos

parámetros.Sin embargo.estadiferenciafue másclara en el caso de la deambulacián

externa(pdLOl) que en el de la deambulacióninterna(p<O,OS),y sólo parala primerase

hizo significativa en el análisispost-hoc.tanto para los animalescontrolescomo tratados

(Fig. 24).
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Los parámetrosmásrepresentativosde estaprueba,la exploraciónde agujerosy

el tiempo de exploración, se vieron afectadospor el tratamientoy en el mismo sentido

(Tabla20: Fig. 25). En el casode la exploraciónde agujerosel análisisde varianzareveló

un efectosignificativo generaldel tratamiento(p<O,OS). mostrandolos animalestratados

un menornúmerode exploraciones.Ni el sexoni la interacciónde ambosfactoresfueron

significativos. El análisis post-hoc no encontró diferenciasentre los grupos, dando a

entenderque el efecto sólo alcanzasignificación estadísticaal considerarmachos y

hembras conjuntamente.En clara concordanciacon estos resultados,el tiempo de

exploracióntambiénfue menoren los animalestratados(pcO,OOl).Estadiferenciasólo fue

significativa para las hembrastratadasal comparargrupo por grupo con el análisis de

Duncan.Sin embargo,la tendenciaen los machostratadoscon naltrexonaesclaramente

la misma, por lo que esposibleque la falta de significación sedebamás a un fenómeno

de dispersión de datos que a un diferente efecto según el sexo. El hecho de que la

interacción tratamientox sexo no fuera significativa pareceapoyarestasuposición. Sí

fueronsignificativas(pc0.05)las diferenciassexualesperse: lashembrascontrolespasaron

mas tiempo explorandolos agujerosque los machoscontroles(Fig. 25.).

El tratamientocon naltrexonano afectó significativamenteal número posturas

erguidasrealizadaspor los animalesa lo largode la prueba(Tabla20). En cambiosí hubo

una clara diferenciaentre los gruposde machosy los de hembras(pcO.O1), mostrando

estasúltimasun mayornúmeroque los machos,tanto entrelos grupostratadoscornoentre

los controles(Hg. 26). Consecuentementecon todo lo anterior,la interaccióntratamiento
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x sexono fue significativa.

La usade defecaciónno presentóvariacionessignificativasen estaprueba(Tabla

20).

En resumen,podemosdecir que el tratamientocon naltrexona,en general, hizo

descendertanto la frecuenciacomo el tiempo de exploraciónde agujeros,así como la

deambulaciónpor el interior del recinto de prueba.Sin embargo,no pareció alterar la

deambulaciónexterna,la posturaerguidani la defecación.En cuanto a las diferencias

sexuales,las hembrasmostraronmayoresnivelesde deambulación,tanto interna como

externa, pasaronmás tiempo explorandolos agujeros y realizaronmayor númerode

posturaserguidas.
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IV.3.2 CAMPO ABIERTO

Los datos recogidosdurante las tres sesionesde campo abierto se procesaron

medianteun análisisde varianzade 3 vías -siendolos factorestratamiento,sexoy día de

prueba-con el fin de valorarel efectode, y sobre,la repeticiónde la prueba.Los factores

tratamientoy sexo afectaronde forma significativaa todas las variablesestudiadas,bien

per se (DE: p<O,O0Ol y p<O.OOOi; DI: p<0,OOOi y p<O,OOOI; PE: p<O,OOOI y p<O,OOOl:

DEP p<0,OOl y p<O,OOOI) y/o como interacción(‘11: tratamiento= p<0,0001,tratamiento

x se.~o~p<0,Ol: AR: tratamientox sexo= pcO,Ol).Además,dicho análisisreveló que la

mayoríade los parámetrosse vieron modificadossignificativamentedependiendodel día

de prueba.Tal esel casode las deambulacionesexterna~pc0,01)e interna (p<O,OO1), tasa

de postura erguida (p<O,O5) y tiempo de inmovilidad (pctO,Ol). Sin embargo, el

atusamientorostral y la tasade defecaciónmostraronun patrón similar de variación con

independenciade cual de las tres sesionesde campoabierto se tratara.Por estarazón,el

primer grupo de variables(deambulacionesexternae interna, tasade posturaerguiday

tiempo de inmovilidad) se analizaron posteriormentepor grupos experimentales(d

CONTR. $ CONTR, ? NALTX. ~ NALTX) en cada uno de los tres días de prueba

separadamente.Paraello se utilizó el análisisde Duncancon una significaciónfijada en

p<O,OS.Además,dentrode cadaunode los mencionadosgruposexperimentales,seestudió

la evolución de cadaparámetroa lo largo de las tres sesiones,paraobservarel efectode

la exposiciónrepetidaa la prueba.Al tratarseen estecasode compararvaloresdel mismo

animal en los distintos días, se analizaronlas diferenciasempleandola pruebade t de
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Studentparadatosapareados.Paraésteanálisissí se especificaráel nivel de significación.

El primer día de campo abierto es considerado, desde el punto de vista

comportamental,distinto del resto por representarla primera vez que los animalesse

someten a la prueba, con el componenteneofóbico que esto conlíeva. Por ello,

expondremosa continuaciónde forma separadalos resultadosde la primera sesión de

campo abierto (deambulacionesexternae interna, tasade posturaerguiday tiempo de

inmovilidad), posteriormenteel análisis en conjunto de la tasa de defecación y el

atusamientorostral,ya que no presentaronvariacióncon el día de prueba,y, finalmente.

la evolución a lo largo de los tres díasde pruebade aquellasvariables mencionadasen

primer lugar que sí la presentaron.

[V.3.2.1Primerdía de prueba

El tratamientoneonatalcon naltrexonaredujo la deambulacióninternay la tasade

posturaerguida,mientrasque aumentóel tiempo de inmovilidad (Tabla 2lab, Figs. 27 y

28). En el casode la deambulacióninternael efectosólo fue significativo en las hembras,

aunquelos machostratadostambiénmostraronvaloresmenoresque los controles.

Las hembras. tanto tratadascomo controles, presentaronmayor deambulación

externaque los gruposde machos(Fig. 27). Asimismo, las hembrascontrolesdeambularon

mas por el interior del recinto (Fig. 27) y mostaronmayor númerode posturaserguidas
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que los machoscontroles(Fig. 28).

El tratamientono afectó significativamentea la deambulaciónexterna(Tabla 21a,

Fig. 27).

IV.3.2.2 Parámetrosque no variaroncon la repeticiónde ]a prueba

* Tasade defecación

:

Como ya se indicó al principio de esteaparatado,la tasade defecaciónno varió

significativamentedurantelas sesiones,por lo que se analizaronlas sumasde los datos

obtenidosparacadaanimal en las tres sesiones.El efectodel tratamientocon naltrexona

sólo fue significativo en las hembras:las tratadasmostraronmayortasade defecaciónque

las controles(Tabla 22, Fig 29). Porotra partelos gruposde machostanto tratadoscomo

controlespresentaronvaloresmásaltos que los correspondientesgruposde hembras(Fig.

29).

* Atusamientorostral

:

Tampocoparaestavariable se encontróvariación estadísticamentesignificativa a

lo largo del períodode prueba,por lo que tambiénen estecaso el análisis se hizo sobre

la suma de los datos obtenidos en los tres días. Sí fue significativa la interacción
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tratamientox sexo: se observóun distinto efecto del tratamientosegúnel sexo de los

animales. Mientras en los machosel tratamientoaumentóel número de atusamientos

rostrales,en las hembraslo disminuyó (Tabla 22, Fig. 29). Como reflejo de ello, los

machostratadosmostraronvaloressignificativamentemayoresque los controles.Aunque

la diferenciano resultó significativa, las hembrastratadaspresentaronun número de

atusamientosrostralescasi la mitad que las controles.Indirectamente,estadiferenciase

ponede manifiestopor la significaciónencontradaparalos menoresvaloresde las hembras

tratadasfrente a los machostratadoscon naltrexona(Fig. 29). Los machosy hembras

controlesno difirieron significativamente.

IV.3.2.3 Efectosde la repeticiónde la prueba

* Deambulaciónexterna

:

Los machoscontrolesno presentaronvariacionesentreel primer día y el segundo.

El tercerdía presentóun descensosignificativo frente a los valores los dosprimerosdías

(p<O.05) (Tabla 21a, Hg. 30). Por su parte, los machostratadoscon naltrexonamostraron

durantelos días segundoy tercerode pruebavaloressignificativamentemásbajosque los

que presentaronen la primera sesión (p<0,OOOl y pc0,OOl respectivamente).No hubo

variación entre los dos últimos días. Las hembrascontrolesno variaron sus niveles de

deambulaciónexternadurantelos tresdíasde prueba.Se produjo un significativo descenso
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gradualen los valores de este parámetropara las hembrastratadaslos días segundoy

tercero(p<O,OSy p<0,001,respectivamente).No hubo diferenciassignificativasentrelos

valoresde los dos días últimos. Convendríareseñarque la bajadallegó a serde un 28%

en el tercerdía frenteal primero. similar en magnitud a los descensosencontradosen los

machos.

Como consecuenciade estasvariaciones,se pudieronobservaren el segundodía

de pruebaunosmenoresvaloresde deambulaciónexternaparalos animalestratados,que

ya fue significativo en el caso de los machos(Tabla 21a). Al día tercero estedescenso

debido al tratamientosólo fue significativo entre los gruposde hembras.La pérdidade

significaciónparalos machosparecedebersea la bajadaque seproduceen los controles

al tercerdíade prueba,y no a una falta de efecto del tratamientoen estedía.

Las hembrasen generalsiguieronpresentandomayoresvaloresde deambulación

externaque los machos,Estasdiferenciasalcanzaronsignificaciónen el segundodía para

las hembrastratadasy en el terceroparalas controles.

* Deambulacióninterna

:

Se observaronimportantesy significativosdescensoscon respectoal primerdía en

los gruposde machosparala deainbulacióninternapresentadadurantelas sesionessegunda

y tercera(Tabla 2 la). Estasbajadasfueron del 47 y 77%,respectoal primer día, paralos
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machoscontroles(pcO,05y p~O,Ol) y del 90 y 61% (p<O,000l y 0,01) paralos machos

tratados,en los días segundoy tercerorespectivamente.Los dosúltimos díasno difirieron

significativamenteentresí en ninguno de los dos grupos.En cuantoa las hembras,tanto

tratadas como controles, se observan pequeñasdisminuciones en sus valores de

deambulacióninternalos díassegundoy tercerode prueba,aunqueestavariaciónno llega

a hacersesignificativa respectode los valores obtenidosel primer día en las hembras

tratadas(p=0,O63y p=0.065,respectivamente)y sólo essignificativaen el segundodía en

las controles(pcO,O5 y p~0,O83díassegundoy tercero,respectivamente).

Durante los dos últimos días de prueba tan sólo se detectó una diferencia

significativadebidaal tratamiento(entrehembrastratadasy controlesel tercerdía) (Tabla

21a). Las ausenciasde significación sepuedenexplicar porel fenómenogeneralde bajada

de la deambulacióninternaa lo largode la prueba,especialmentemarcadoen los machos.

Las diferenciassexualesfueron significativasentrelos controlesen el día tercero

de pruebay al segundodía entre los tratados,mostrandolas hembrassiemprevalores

mayoresque los machos.

* Tasade posturaerguida

:

La Lisa de posturaerguidapresentadapor los gruposcontrolesva descendiendo

gradualmentea lo largo de los tres días (Tabla 2 Ib). En las hembrascontrolesla bajada
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frentea los nivelesdel primerdía essignificativael último díade prueba(p<O,Ol, con un

descensodel 26%), aunqueel día segundoya seobservaunabajadadel 19%. Los machos

presentarondescensossignificativos los días segundoy tercero (p<O,OS, una bajadadel

24%; y p<0,0003,descensodel 43%, respectivamente).Por su parte, tanto los machos

como las hembrasde los grupos tratadoscon naltrexona no presentanvariaciones

significtivasdurantelos tresdíasde prueba.Unaposibleexplicaciónparaestehechopuede

serel que ya desdeel primer día presentaronvaloresmuy bajos, inferioresincluso a los

de sus controlesal tercerdía.

En el segundodía de pruebalos animalestratados,tanto machoscomo hembras,

presentaronmenorestasasde posturaerguidaque sus controlesrespectivosal igual que

sucedíael primerdía de prueba,aunquelas diferenciasen terminosabsolutosse redujeron

(Tabla2 Ib). Finalmente,el día tercerodepruebala significaciónsepierdeentrelos grupos

de machos.Ello sucedea causadel descensoque se produceen la tasade posturaerguida

en los machoscontrolesal tercerdíay no porunapérdidadel efectoo recuperaciónen los

machostratados.La diferenciaentretratadasy controlessemantieneen las hembrasdado

que la bajada en las controlesa lo largo de la prueba no es tan grande.en términos

absolutos,como en los machoscontroles(un 26 %, frentea un descensodel 43 Ú/ en los

machoscontrolesal tercerdía).

Las hembrascontrolespresentarontasasde postura erguida significativamente

mayoresque los machos a lo largo de todos los días de prueba.No se encontraron
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diferenciasentremachosy hembrastratados.

* Tiempo de inmovilidad

:

Los machos controles presentaronuna tendencia a aumentar su tiempo de

inmovilidad a partir de la segundasesión (Tabla 2W, Fig. 30). Estavariaciónno resultó

estadisticamentesignificativaal segundodía,aunquecabereseñarque el valor de la media

se cuadriplicó.Silo fue al día tercero(pc0,05)en que estevalor se sextuplicó.Laausencia

de significaciónal día segundopodría debersea lo bajo de los valoresy a la dispersión

de los mismos.Los machostratadospresentarontiemposdeinmovilidad significativamente

mayoresa los presentadosel primerdía tantoen la segunda(pc0,0001)comoen la tercera

sesiones(pcO,0l). La tendenciade variación en las hembrascontroles no fue clara:

presentaronuna elevaciónal segundodía y al terceroun descensofrente al primerdía de

prueba.Ningunade estasvariacionesfue significativa. En cuantoa las hembrastratadas

con naltrexona,mostraronuna elevaciónel segundo(pcO,05)y tercerdías (pcO,05)frente

a los valores obtenidosen la primera sesión. Hay que señalarque la elevación de la

inmovilidad en estegrupocon respectoal primerdía fue de un 101 % en la segundasesion

y de un 63 %. en la tercera.

Los gruposde animalestratadoscon naltrexonapresentaronvaloresde inmovilidad

significativamentemayores que sus controlescorrespondientesde cada sexo tanto al

segundocomo al tercerdíasde prueba,al igual que sucedíael día primero(Tabla2 Ib).
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Las diferenciassexualescomienzana apuntarseal día segundo,pero no fueron

significativas.Solamenteal tercerdía los tiemposde inmovilidad de los machoscontroles

fueron significativamentemayores que los obtenidos para las hembrascontroles. La

interacción tratamientox sexo se debea que las hembrascontrolesno experimentanun

descensosignificativo a lo largo de la prueba.

Como resumenpodemosdecir que, en general,la repeticiónde la pruebasupuso

un descensode las deambulacionesexternae interna y de la tasade postura erguida

exhibidaspor los animales, mientrasque el tiempo de inmovilidad que mostraronse

incrementóa lo largo de los tres díasde prueba.Sin embargo,estastendenciasgenerales

en el caso de la deambulaciónexternay el tiempo de inmovilidad fueron significativas

desdeel segundodía para machosy hembrastratadoscon naltrexona,mientrasque las

hembrascontrolesno mostraronvariacióny los machoscontrolessolamentela presentaron

al día tercero.En lo que serefiere a la deambulacióninterna,el descensoen los niveles

de esta pauta los días segundoy tercero se dió claramenteen los grupos de machos,

tratadosy controles,aunquelas hembrascontrolesmostraronuna bajadasignificativa el

segundodía. El descensoen el número de posturaserguidassólo aparecióde forma

significativa en los grupos controles. La repetición de la prueba no afectó

significativamentea los nivelesde atusamientorostral o tasade defecaciónpresentadospor

los animalesdurantelas tres sesiones.
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IV.3.3 LABERINTO EN CRUZ

Los efectosdel tratamientosobre los parámetrosmedidosen estapruebafueron

muy claros y consistentesentresi. El númerodeentradasque los animalestratados,tanto

machos como hembras, realizaron a los brazos abiertos, así como el tiempo que

permanecieronen los brazosabiertos,fueron muy significativamenteinferioresa los que

se encontraron para sus correspondientesgrupos controles (p<O,OOl y p<0,Oi,

respectivamente)(Tabla 23, Fig. 31). No hubo diferencias significativas debidas al

tratamientoen cuantoal númerode entradasa los brazoscerrados(Tabla 23. Fig. 32). Sin

embargo.el tiempo que los animalestratadoscon naltrexonapermanecieronen los brazos

cerradosfue superioral de los controles(p<O,OOl) (Tabla 23).

En concordancia con estos resultados, el porcentaje de entradas a brazos

abiertos/totalfue inferior en los grupostratados(p<O,OOl),al igual que tambiénfue menor

el porcentajede tiempoquepermanecieronen los brazosabiertos(pcO,OO1) (Tabla24. Fig.

31). Además los animalestratadoscon naltrexonapresentaronun mayorporcentajede

tiempo en los brazoscerradosque sus controlesrespectivos(pcO,O0l) (Tabla 24).

Por otra parte. ni el númerode entradastotal ni el tiempo total en los brazosse

vieron afectadossignificativamentepor el tratamiento(Tabla 24. Hg. 32).

Podemosdecir, en resumen,que los animalestratadoscon naltrexonaexploraron
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menoslos brazosabiertosy permanecieronmás tiempo en los brazoscerrados.El hecho

de que no se encontrarandiferenciassignificativasrespectoal tratamientoparael número

de entradastotal ni parael tiempo total enlos brazosindicaque las diferenciasencontradas

para los otros parámetrosno se deben a una menor actividad general de los animales

tratados.

El análisis de varianzasólo reveló diferencias sexuales significativas para el

número de entradasen brazos cenados (pc0,05) (Fig. 32) y, posiblementecomo

consecuenciade ello, para el número de entradastotal (pc0,05). En amboscasos,las

hembraspresentaronvaloresmayoresquelos machos.Hay que reseñar,sin embargo,que

parael análisispost-/wcsólo fueronsignificativaslas diferenciassexualesentrelos grupos

tratados.La no significación en los controlescabeatribuirse a dispersiónde datos, dado

que la tendenciaes la misma y no fueron significativosni el tratamientoni la interacción

tratamiento x sexoparaninguno de los dos parámetros.

Finalmente,cabemencionarque,al analizarlos datoscon la pruebade t de Student,

el númerode vecesque los animalescontroles,tanto machoscomo hembras,entraronen

los brazos abiertosno fue significativamentedistinto del número que entraronen los

cerrados.Sí fue significativamentemayor el tiempo que permanecieronen los brazos

cerradosfrenteal tiempo en los abiertos(pcO.05paralos machoscontroles;pc0.001para

las hembras controles). Respecto a los animales tratados con naltrexona. fueron

significativamentemayorestanto el número de veces que se adentraronen los brazos
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cerrados(p<O,OOl los machosy pc0,OOOí las hembras)como el tiempoque permanecieron

en su interior (p<0.OOOI tanto paralos machoscomo paralas hembras).



JV.3.4TABLAS Y GRÁFICAS



eoe
o

~
c

r—
r—

o
o

~
rz~

-c
+

1
+

1
sO

oc
-t

o
rs

.~
-

a)
rl

rl
E—

e
-

a)

z
ea)e

rl
—

rl
rl

e
-

~
1~

o
+

ItI
+

1
+

1
a)

—
rs

o
r—

rl
e

S
Q

N
O

~
C

O
rl

—
<

5
C

l
O

o
-aeOoO

o
es

‘0
¡

+
1

+
1

~
2-

4
rl

a.>
r—

o
c

ON
‘ú

¡

a)

rs
-~

0
<

o
X

e
q

L
J
A

oy
-~

E
-<

—
rl

—
rl

e-
*

+
1

+
1

+
1

+
1

0
)

oc
O

rt
2:

‘st
rs

O
en

o
—

—
—

o
0

0
aa.)

-O
*

k
r—.

rs
¿-s

w~
0

+
1

+
1

00
—

<
5

0
)

-
-

“a)
Ir

—
Ir

o
Ifl

4
‘0

Ir

o

‘.0
0

rl-~
+

1
+

1
—

—
O

)
E-

E
Itt

Q
N

O
C

O
C

‘st
‘0

rl
—

E-
e

l
ti

O
‘s

t
3e

W
0)a)

o
e-a)1—

oE—
~jj

U
-a

wu
-

u
O

<
&

0
<

U
0

2
:

c
»

Q
Z

o



Efectos del tratamiento con NALTX
Prueba del tablero de agujeros

Deambulación externa e interna
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FIG. 24. Las histogramas representan la media ±e.e.m. de 16-17 observaciones.
* pcO,O5 frente al correspondiente grupo control; +p<O,O5 frente al correspondiente
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Efectos del tratamiento con NALTX
Prueba del tablero de agujeros

Exploración de agujeros y tiempo de exploración
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FIG. 25. Los histogramas representan la media ±e.e.m. de 16-17 observacIones.
*pcO,05 frente al correspondiente grupo control; +pcO,05 frente al correspondiente

70

60 —

50 —

40

30 —

20 —

10

o

grupo de machos (prueba de Duncan)



Efectos del tratamiento con NALTX

Prueba del tablero de agujeros

Postura erguida

número
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FIG. 26. Los histogramas representan la media ±e.e.m. de 16-17 observaciones.
+p.cO,05 frente al correspondiente grupo de machos (prueba de Duncan)
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Efectos del tratamiento con NALTX
Prueba de campo abierto

Deambulación externa e interna (Primer día)

n de recuadros
70

60

50

40

30

20

10

o

1 Error DM CONTR MM NALTX ~ H CONTR ~ H NALTX

FIG. 27. Los histogramas representan la media ±e.e.m. de 16-17 observaciones.
*p<oo5 frente al correspondiente grupo control; +pcO,05 frente al correspondiente
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Efectos del tratamiento con NALTX
Prueba de campo abierto

Postura erguda (Primer día)
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FíO. 28. Los histogramas representan la media ±e.e.m. de 16-17 observaciones.
*p<o,05 frente al correspondiente grupo control; +p.c0,05 frente al correspondiente
grupo de machos (prueba de Duncan)
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Efectos del tratamiento con NALTX
Prueba de campo abierto

Defecación (Total)

& de bolas fecales

EH CONTR ~ H NALTX

FIG. 29. Los histogramas representan la media ±e.e.m. de 16-17 observaciones.
*p<0,05 frente al correspondiente grupo control; +p<0,05 frente al correspondiente
grupo de machos (prueba de Duncan)
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Efectos del tratamiento con NALTX

Repetición de la prueba: selección representativa
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Efectos del tratamiento con NALTX

Prueba del laberinto en cruz

Entradas y % de tiempo en los brazos abiertos
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FIG. 31. Los histogramas representan la media ±e.e.m. de 14-16 observaciones.
*p<0,05 frente al correspondiente grupa control (prueba de Duncan>



Efecto del tratamiento con NALTX
Prueba de laberinto en cruz
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FíO. 32. Los histogramas representan la media ±e.e.m. de 14-16 observacIones.
+pcO,05 frente al correspondiente grupo de machos (prueba de Duncan)
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IV.3.5 DISCUSIÓN

Los paradigmascomportamentalesutilizados en estetrabajo nos han permitido

valorar numerososparámetrosen diversas situacionesambientalesrelacionadascon la

exploración, ansiedado aversión. Se pretendió hacer un análisis comportamental

exhaustivo,que reflejara claramentelos efectosdel tratamientoy que fuese lo menos

artificiosoposible. El hacerun estudiocomportamentalamplio resultamuy útil a la hora

de valorar un tratamientode estetipo, dadoque el comportamientosuponeuna respuesta

integraday extraordinariamentecompleja que implica el intercambioregulatorio entre

diversasáreasdel sistema nerviosocentral, cadauna a cargo del control de diferentes

aspectoscomportamentales.Así, la aparición de unadeterminadocambiocomportamental

como respuestaa una situación ambiental implica interaccionesen distintos niveles del

sistema nervioso central. y sólo puede apreciarse con el estudio de un perfil

comportarnentalsuficientementeamplio (paradiscusiónver Ksharnay col. 1990y

Las diferentesintensidadesde estrésa las que fueronsometidoslos animalesen las

diversaspruebasutilizadasy las distintascaracterísticasde las mismas,noshan permitido

valorar una serie de pautas indicativas de diversos aspectosdel comportamiento:

emotividad, ansiedad,exploracióny actividadgeneralo locomotora. Así, en el tablero de

agujeros,paradigmade novedad/incertidumbre,los parámetrosde exploraciónde agujeros

y el tiempo de exploración son distintivos de estaprueba y se considerancomo de

exploración dirigida haciaun estímulo (Kshamay col. 199<); Lister 1987: Pellow y col.
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1985; Steenbergen1991; Wilson y col. 1991). Ambaspautas,como ya vimos, sevieron

reducidasen los animalestratadosneonatalmentecon naltrexona.En estetrabajo además

hemosconsideradode forma diferente la deambulacióninterna de la externa en este

aparato. Hemos atribuido un valor exploratorio al desplazamientopor la zona central,

alrededorde los agujeros/estímulo,si bien no podríamosdescartara priori que indique

también una menor emotividad dado que la rata es un animal tigmotáxico. Debemos

señalar,que porestaúltima interpretaciónsehan decantadootros autoresen un trabajo

realizadosimultáneamenteal nuestro(Albonetti y Farabollini 1992). La deambulación

externa,porla periferiadel recinto y junto a la pared,seríaun parámetrode locomocion.

Es discutiblesin embargoel valor atribuiblea la tasade posturaerguidaen estaprueba.

Aunque se ha consideradoa este parámetrocomo exploratorio en otras observaciones

comportamentales(Meyersony col. 1988; Kovácsy De Wied 1978; Cray 197la, 1991;

Viveros y Hernández1988),en el tablerode agujeros,el hechode que el animal realice

estapautaaparececomocontrapuestoa la exploraciónde agujeros,índiceexploratoriopor

antonomasia.Cabria en este caso considerarla tasade posturaerguida más como un

parámetro de actividad general o, en todo caso, de exploración inespecífica, por

contraposición a la exploración dirigida representadaen el hecho de explorar los

agujeros/estímulo:en estesentidoapuntanlos distintostrabajosque empleanestaprueba

(File y Wardil 1975: Steenbergeny col. 1991; Wilson y col. 1991> . Finalmente,la tasa

de defecacióntienereconocidoun valor de mayoremotividad(Blizard y col. 1975: Beatty

1979: Cray 1965. 1971ab, 1979ab.1991: Cray y Lalíjee 1974: Cray y col. 1965. 1969.

1975¾De acuerdocon esto, los resultadosobtenidosparecenindicar que el tratamiento
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neonatalcon naltrexonaha causadouna disminuciónen aquellosparámetrosclaramente

exploratorioscomo son la exploraciónde agujeros,tiempode exploracióny deambulación

interna. Al no habersevisto alteradaspor el tratamientolas pautasmás asociadasa la

actividad locomotoramásgeneral (deambulaciónexterna,posturaerguida),cabríahablar

de una cierta especificidaddel tratamientoen deprimir la actividadexploratoriadirigida.

En estesentido,quizáes interesanterecordarqueel efectodel tratamientocon naltrexona

sobreel tiempo de exploraciónsólo alcanzósignificaciónestadísticaen las hembras,que

a su vezexploraronmásque los machos.Hay que hacernotar,no obstante,quelos machos

tratadostambiénmostraronnivelesapreciablementemásbajosquelos controles,con lo que

seríaposibleque la falta de significaciónsedebieraa la dispersiónde los datos.

La tasade defecaciónno sevió afectadaporel tratamiento.Estaausenciade efecto

concuerda,en cierta medida,con estudiosanterioresen los que seha observadoque la tasa

de defecaciónen el tablerode agujerosno erasensiblea los tratamientosde estrés,aunque

estossí erancapacesde disminuir la exploraciónde los agujeros(Armario y col. 1991;

García-Márquezy Armario 1987).Curiosamente,tampocoaparecierondiferenciassexuales

en este parámetro.en contrastecon lo encontradohastaahora en otro tipo de pruebas

comportamentales(Beatty 1979: Blizard y col. 1975; Cray 1965. 1971ab. 1979ab. 1991:

Cray y Lalíjee 1974: Cray y col. 1965. 1969, 1975; Slob y col. 1981: Stewarty col. 1975).

Si bien, en un trabajo reciente, en el que se empleó el tablero de agujeros, no se

encontraronestasdiferenciasparala defecaciónentrelos animalescontroles(Steenbergen

y col. 1991). La conjunción de ambosresultados,unida a una tasade defecaciónpoco
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elevadaen general para todos los grupos, permite deducir que la prueba no resultó

particularmenteestresantepara nuestrosanimales,de ahí que esteparámetrono fuese

sensiblea ninguno de los dos factoresque sí parecenestarrelacionadoscon el grado de

emotividad de los animales.En relación con esto, es interesanteseñalarque nuestros

animalescontrolesmostraronmayoresnivelesde exploraciónquelos encontradosen otros

trabajosparalos animalescontroles(Kshamay col. 1990; Pellow y col. 1985; Steenbergen

y col. 1991: Wilson y col. 1991). Además,se ha visto que los animalesmanipulados

presentanvaloresmáselevadosde exploraciónde agujeros(File 1978b)y quelos animales

manipuladosneonatalmentepresentanmenoremotividad (Ader y col. 1960; Ardila y col.

1977: Denenberg1964: Denenbergy Zarrow 1971; Gray 1971ab, 1991: Levine 1962;

Levine y col. 1956, 1967; Meaneyy col. 1985). Todo ello parecereforzarla presunción

de que la capacidadde respuestade nuestrosanimalesanteestaprueba-realizadaen las

condicionesdescritas- pudo verse facilitada debido a los procedimientosneonatales

utilizados.

Los mayoresnivelesde deambulacióninternay externa,tiempo de exploraciónde

agujerosy tasade posturaerguidamostradospor las hembrasindican su mayorcapacidad

locomotoray exploratoriafrentea los machos.Estos resultadosestánde acuerdocon lo

esperadosegúnotros estudioscomportamentalesanterioresque ponen de manifiestoesta

mayoractividad de las hembras(Archer 1975; Broadhurst1957; Eeatty 1979; Eeatty y

Fessler1976: Blizard y col. 1975: Gonzálezy Leret 1992: Gray 1965. 1971ab. 1979ab.

1991: Grav y col. 1965, 1969, 1975: Meyersony col. 1988; Pite y Huck 1976: Slob y col.
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1981, 1986; Studelskay Beatty 1978; Valle y Bols 1976; Viveros y Hernández1988;

Wilson y col. 1991), aunqueúltimamentetambiénhan aparecidodatos discordantes,en

cuantoa los animalescontroles,parael tablerode agujeros(Albonetti y Farabollini 1992;

Steenbergeny col. 1991). El tratamientocon naltrexona no pareceinterferir con las

diferenciassexualesmostradaspor los animalesparalas pautasmedidasen estaprueba.

Convendríaseñalar,que los distintos resultadosobtenidospara la deambulación

externae internaen el tablerode agujerosparecenjustificar plenamenteel hechode haber

introducido la medición por separadode dichosparámetros.El que no se hayaencontrado

efecto del tratamiento con naltrexonapara la deambulaciónexterna, y si un claro y

significativo descensode la deambulación interna en los animales tratados, indica

claramentela convenienciade estaseparaciónparala investigaciónde los efectosde un

tratamientode estas características.Asimismo, estos resultadospodrían confirmar el

distinto componenteexploratorioqueproponíamos,yaqueel tratamientocon el antagonista

opioide,a la vistade los otros resultados,pareceafectara los parámetrosmásrelacionados

con la exploraciónque con la actividadgeneral.

Los resultadosencontradosparael primerdíade pruebade campoabierto,asícomo

para las pautasque no se modificaroncon la repetición,concuerdande forma clara con el

panoramacomportamentalvisto anteriormenteparael tablerode agujeros.Tambiénen esta

sesión de campoabierto se observóque mientrasel parámetromás relacionadocon la

locomoción o actividad general -la deambulaciónexterna- no resultó afectado por el
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tratamientoneonatalcon naltrexona,silo fueron aquellaspautasconsideradasindicativas

del grado de emotividad ante la prueba (deambulacióninterna, tiempo de inmovilidad,

defecación y atusamiento rostral). Además, este efecto fue (con la excepción del

atusamientorostral en las hembras)en el sentidode una peoradaptaciónde los animales

a las condicionesestablecidasparala prueba.Se entiendeque, en estecaso,el hechode

adentrarseen la zona internadel aparatobajo luz blancabrillante suponepara e] animal

superarsu aversiónnaturalhaciadichascondiciones,dadaslascaracterísticasde tigmotaxia

y fotofobiaque presentala rata.Porello, los menoresvalorespresentadospor los animales

tratadosparala deambulacióninterna indican una peor adaptacióna la situaciónadversa.

De igual forma,los mayorestiemposde inmovilidad en estosanimalesrepresentaríanuna

menor capacidadadaptativay un mayor gradode emotividado reactividadal estréspor

cuantoque suponenuna inhibición o incapacidadde respuestaante la prueba.Además,

podemosinterpretarlos menoresvaloresde posturaerguidacomouna respuestamenos

adaptativade los animales,dadoque reducenuna actividadque suponeexploraciónde un

recintonuevo.Hay que hacernotaraquíel diferentevalor comportamentalque tiene la tasa

de posturaerguidaen el campoabierto frente al tablerode agujeros.El que el impulso

exploradorde la rata tengaque vencerel hechode encontraseen un recinto sin esquinas

e iluminado con luz brillante haceque estapautaen el campoabierto tengaun carácterde

superacióndel estrésy. por tanto, de menoremotividad (Brush y col. 1985; Gray 1971a.

1991; Viveros y Hernández1988). De ahí que resulte consecuenteque el tratamiento

neonatal con naltrexona, que ha afectadoa los parámetrosrelacionadoscon la emotividad

en estaprueba,haya deprimido la tasade posturaerguidaen el campoabierto, mientras
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que no lo hizo en el tablerode agujerosdonde,como ya comentamos,pareceserunapauta

de actividad general.

La tasade atusamientorostral también fue sensibleal tratamientopredestecon

naltrexona.Sin embargo,en estecasolos efectosparecenseropuestosen los machosque

en las hembras.En los machostratados,el tratamientoproduceun aumentode la tasade

atusamientorostral. Este hallazgoestáen consonanciacon lo que venimosviendo hasta

ahora, puesto que este parámetroestá consideradoen general como indicativo de

reactividadal estirés,de mayoremotividad(Bardo y col. 1989; Drago y Genazzani1991;

Gray 1965, 1971a,1991; Gray y col. 1965; Stone1978; Viverosy Hernández1988).Para

algunosinvestigadores,estapautatiene un carácterde actividadde desviación,es decir

responderíaa una forma de liberar la tensiónsurgida ante una situación de estrésal no

decidirseo sabercómoenfrentarsea ella (Albonetti y col. 1992; Dragoy Genazzani1991.

Gray 1971a. 1991). En las hembras,sin embargo,se observóel fenómenocontrario: el

tratamientocon naltrexonaredujo los niveles de atusamientorostral. Unos resultados

parecidoshan sido observadorecientementeparaestapautaen el tablero de agujeros,en

ratassometidasa constreñimiento(Albonetti y Farabollini 1992). Es también interesante

a este respecto,el hecho de que en las ratas salvajes(consideradasmásreactivasantela

pruebade campoabierto)se hayaencontradoquelos machospresentanmayoratusamiento

rostral y las hembrasmenor, comparadoscon las ratasde laboratorio (menosreactivas)

machoy hembra,respectivamente(Price y Huck 1976). Podríaargumentarse.en relación

al carácterde indecisióno desviacióndel atusamientorostral,que mientrasen los machos
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el tratamientopudo causarun aumentode la emotividad que se manifestó, entre otras

cosas,en que mostraranun aumentode la pautade indecisión,en las hembrastratadasel

conflicto sedecantóhaciaotroscomportamientospositivamenteindicativosde emotividad.

En estesentidoseñainteresanterecordarqueel aumentodel tiempo de inmovilidad en las

hembrastratadascon naltrexonafrentea suscontroles(casi se sextuplica)essensiblemente

mayorqueen los machostratados(secuadruplica).Porotraparte,esnecesarioseñalarque

en otros trabajosseha encontradodescensoen la tasade atusamientorostral causadopor

estrésde choqueeléctrico (Stone 1978. Cray 1991) lo que podríaindicar que una bajada

en estapautatambiénpodríaserunaformade respuestaemotivaparaalgunassituaciones.

Además,en relacióncon nuestrotratamiento,seha observadoque la naloxona(antagonista

opioidegeneral)produceunareduccióndel atusamientorostral en respuestaa un ambiente

novedoso(Greeny col. 1979).Estoshallazgos,junto a lo anteriormenteexpuesto,vendrían

a indicar que ambasmodificacionesdel comportamientode atusamientorostralpodríanser

indicativasde una reacciónmásemotiva,y que los resultadosencontradosparaestapauta

en los animalestratadosneonatalmentecon naltrexonapuedanexplicarsecomo una forma

distinta de expresaren machos y hembras una mayor emotividad inducida por el

tratamiento.Creemosque esta interpretaciónmerecetenerseen cuentaa la vista de la

naturalezacomplejaqueparecetenerla pautaque venimoscomentandoy del restode los

resultadosobtenidosen las diferentespruebas.

El aumentode la tasade defecacióndurantela pruebade campoabiertoproducido

por el tratamientosólo fue significativo precisamenteen las hembras,lo que pareceestar
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en concordanciatambién,en cierto modo,con lo queacabamosde discutir parainterpretar

los datosde la tasade atusamientorostral.El haberencontradoesteefectosignificativo del

tratamientosigue estandoen la línea de que los efectosque causaimplican una peor

adaptaciónal estrés de la prueba, puesto que como se mencionó antes, la tasa de

defecaciónse consideraindicativa de la reactividademocionaldel animal (Beatty 1979;

Beatty y Fessler1976: Blizard y col. 1975; Gray 1965, 1971ab, 1979ab, 1991; Gray y

Lalíjee 1974; Gray y col. 1965, 1969, 1975; Viveros y Hernández1988). Es interesante

señalaren comparacióncon el tablerode agujerosque, al igual que se encontrópara la

posturaerguida,las condicionesde la pruebade campoabierto (que suponenuna mayor

intensidadde estrés)parecenconferir un mayorvalor de emotividad a este parametro

haciéndolemás sensibleal tratamiento.En apoyode estaideade queel distinto carácter

estresantehace posible el encontrardiferencias, estáel hecho de que en la tasa de

defecaciónen campoabiertosí aparecieronlas diferenciassexualesesperablesen estetipo

de pruebas(los machosmayor tasaque las hembras)(Archer 1975: Beatty 1979; Beatty

y Fessler1976; Blizard y col. 1975; Broadhurst1957; Gray 1965. 1971ab.1979ab, 1991:

Gray y col. 1965. 1969. 1975) y que se han confirmadotambién en nuestrolaboratorio

(Hernández1981, TesisDoctoral: González1991; Gonzálezy Leret 1992; Sañudo1990,

Tesisde Licenciatura:Viveros y Hernández1988).Como se recordaráno sehallaronestas

diferenciasen el tablerode agujeros.

Continuandocon la discusiónde los resultadosen campoabierto,tambiénaquílas

hembrasmostraronmayor actividadque los machos.En estesentidolos resultadosfueron
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similares a los de tablerode agujeros:mayoresdeambulacionesexternae internaasícomo

mayor número de posturaserguidas que los machos. Estos datos coinciden con lo

encontradopor otrosautoresparaestaprueba(Beatty 1979; Beattyy Fessler1976;Blizard

y col. 1975; Brand y Slob 1988; Broadhurst1957; Gonzálezy Leret 1992; Gray 1965,

1971ab. 1979ab, 1991; Gray y col. 1965; Price y Huck 1976; Slob y col. 1981, 1986;

Studelskay Beatty 1978: Stewarty col. 1975; Valle y Bols 1976; Viveros y Hernández

1988). Cabria señalar,sin embargo,que la diferenciasexualparala deambulacióninterna

fue más claraen el campoabierto,puestoque, como seexplicó en los resultados,aquí el

análisispost hoc sí revelódiferencias(entremachosy hembrascontroles).Es posible que

esto pueda ir también en la línea anteriormentepropuestade que el mayor carácter

estresantede la prueba ayude a que se signifiquen las diferencias.Aquí se añadidaal

componentemeramenteexploradorun factor de emotividad,ambossujetosa diferencias

sexuales (Archer 1975: Beatty 1979; Beatty y Fessler 1976; Blizard y col. 1975:

Broadhurst1957: Gray 1965, 1971ab,1979ab, 1991; Gray y Lalíjee 1974; Gray y col.

1965; Meyersony col. 1988: Studelskay Beatty 1978; Valle y BoIs 1976: Viveros y

Hernández1988: Wilson y col. 1991). Convendríaprecisar, que el fuerte efecto del

tratamientocon naltrexonasobre la tasa de posturaerguidahace que se enmascarela

diferenciasexualentrelos animalestratados.Hay que indicar por último, que, a diferencia

de lo indicadoen algunostrabajos(Gray 197 la, 1991: Gray y col. 1965).no se observaron

diferencias sexuales significativas entre los controlespara el atusamientorostral y la

tendenciapareceseropuestaa la reflejadaen los mencionadostrabajos(menornúmeroen

machosque en hembrasen nuestroestudio).La razónde esteresultadono estámuy clara,
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pero podríadebersea que nuestrosanimalespresentaronunastasasbastantebajasde este

parámetrolo que unido a la dispersiónde los datosdificulta en algunoscasospoder llegar

a resultadosconcluyentes.De todos modos,hay que señalarque en nuestrolaboratoriose

encontraronresultadosmuy similares en trabajosanteriores(Viveros y Hernández1988:

Sañudo, datos no publicados)y que otros autorestampocohan encontradodiferencias

sexualespara estapautaen el campoabierto (Segarray McEwen 1992; Valle y Bols

1976), pero sí han observadouna tendenciasimilar a la de nuestrotrabajo (Price y Huck

1976; Moore 1986ab).Inclusohan aparecidodiferenciassignificativasen sentidoopuesto

al de los primerostrabajos,en el tablerode agujeros(Albonetti y Farabollini 1992). Es

másno pareceque aquellosautoreshayanconseguidoreplicar siempreaquellasprimeras

observaciones(Cray y Lalíjee 1974; Cray y col. 1965). Todo ello viene a incidir en la

compleja significación que parece tener el comportamientode atusamientorostral o

groorning. cuestión ya comentadaanteriormente.

No pareceque la exposiciónrepetidaa la pruebatengaefecto significativo sobre

las tasasde defecación y atusamientorostral que mostraronlos distintos grupos de

animalesen cada una de las tres sesiones.Pudiera deducirseque son parámetrosde

emotividadmuy primariosque se manifiestancon la misma intensidadsiempreque una

situación se presentacon idénticascondiciones,sin quese produzcahabituación.También

esposible que un períodode tres díasseademasiadocortoparaque la habituacióntenga

lugar en estaspautascomportamentales.Otro factor que debetenerseen cuenta es los

pequeñosvalores que toman estas tasas, lo que dificulta que se encuentrendiferencias
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estadísticamentesignificativas, dadoquehaymenosmargenparala variación.En cualquier

caso,los datosencontradosen nuestroestudioestánen la misma línea que los observados

en trabajosanterioresrealizadosen nuestro laboratorioen que tampocose vieron cambios

muy acusadosen estosparámetrosa lo largo de los tres díasde pmeba(Sañudo1990,

Tesisde Licenciatura).Coinciden,además,con los resultadosde estudiosllevadosa cabo

en otros laboratorios,en que tampocoseencontrarondiferenciascon la repeticiónde la

prueba,paraestasvariables(Beck y Chow 1984; Blizard y Denef¶973;Cray y col. 1969,

1975; Valle y BoIs 1976¾

Con las excepcionesde estasdos variables, las pautasobservadasen el campo

abierto sufrieronvariacionesdurantelas tres sesiones.La tendeciageneralesde descenso

de actividad,con disminución de las deambulacionesexternae interna y de la tasade

posturaerguiday consecuenteaumentodel tiempo de inmovilidad. Estefenómenoya ha

sido observadoen trabajos anterioresen nuestro laboratorio (Sañudo 1990, Tesis de

Licenciatura)y por otros autores(Beck y Chow 1984; Cray y col. 1965: Studelskay

Beatty 1978; Valle y BoIs 1976) y puedeser debido a un progresivodesinterésde los

animalesen explorarun ambienteque ya conocen.Además,y particularmenteen lo que

serefiere a la deambulaciónexterna,debetenerseen cuentaque el primer día de prueba

puedeaparecerhiperactividaddebidaa una reacciónde escapeque dejade manifestarse

como tal en las sesionessiguientes.Porúltimo, no debe excluirsealgún componentede

reacciónde desesperaciónal enfrentarselos animalesa un ambienteadversodel que han

aprendidoque no puedenescapary que setraducidaen un aumentode la inmovilidad. En
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relacióncon esto, otros autoreshan observadoque estedescensode actividadapenasse

producesi los animalesse sometena la pruebade campoabiertojunto con otro individuo

(Beck y Chow 1984). Este hallazgopodría sugerirque la disminuciónde la actividades

menospronunciadacuandose introduceun factor que tiendea mitigar el gradode estrés

que experimentael animal.

Las hembrascontroles, que en general son menos emotivas y más activas,

mostraronunos descensosmenoresde las pautasde deambulacióninterna y postura

erguida,en comparacióncon los machoscontrolesy ningunavariaciónsignificativa de la

deambulaciónexternani del tiempode inmovilidad (mientrasqueen los machoscontroles

si las hubo). Esteresultadoessimilar a los obtenidosen anterioresestudios,en que se

observóun menordescensode la actividad en las hembrasque en los machosa lo largo

de los tres días de prueba(Cray y col. 1975; Sañudo1990, Tesisde Licenciatura;Valle

y BoIs 1976). Porotraparte,los animalestratadoscon naltrexonapresentaronlas mayores

reduccionesen la deambulaciónexternay el mayor aumentoen el tiempo de inmovilidad

a lo largo de los tresdíasde prueba,lo cual les sitúaen el extremoopuestode las hembras

controles. Hay que hacer notar que, de forma similar a nosotros, otros autoreshan

encontradoque los descensosen la deambulacióngeneralen campo abierto sólo eran

evidentesen sus animalestratadoscon una toxina anticatecolaminérgica(6-ORDA) tras

unamayor exposicion a la prueba(Fukuday col. 1977> y yaapuntanla posibilidadde que

ello suponga una distinta situación psicológica. De acuerdo con las posibles

interpretaciones arriba expuestas. este comportamiento de los animales tratados
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neonatalmentecon el antagonistaopioide podría serindicativo de una mayor emotividad

y/o un menorimpulso exploradorrespectoa los controles,lo que resultaríacoherentecon

lo encontradoen las otras dos pruebascomportamentalesrealizadasen este trabajo.

Convieneseñalaraquí que. en concordanciacon esta interpretación,otros autoreshan

encontradoque los animalesmanipuladosneonatalmente[consideradosmenosemotivos

por algunosautores(Ader y col. 1960; Ardila y col. 1977; Denenberg1964; Denenberg

y Zarrow 1971: File 1978b;Cray 1971ab, 1991; Levine 1962; Levine y col. 1956, 1967;

Meaney y col. 1985)] presentanmenoresdescensosde la actividad en campoabierto al

repertir la pruebatres días (Valle y BoIs 1976). En estamisma línea, se observóen otro

estudio(Cray y col. 1965)que los animalesde la cepareactivaal estrésexperimentanuna

tendenciaa bajar la deanibulaciónmayorque los de las otrascepas.

El hechode no verseun descensosignificativo en la tasade posturaerguidaen los

animalestratadoscon naltrexonaes posibleque se debaa que estapautapresentabaya

unosvaloresmuy pequeñosel primer día de prueba.Es interesanteseñalarademás,que

el efecto del tratamientocon naltrexonasobre la deambulaciónexterna sólo se hace

evidentelos díassegundoy tercerode prueba,probablemente.como consecuenciade los

aumentosmásmarcadosdel tiempode inmovilidad quemuestranlos animalestratadoscon

la repeticiónde la prueba.De hecho, las pautasen las que los animalestratados,tanto

machoscomo hembras,se mostraronmás sensiblesa la repetición de la pruebafueron

precisamentela deambulaciónexternay el tiempo de inmovilidad.
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La distinta evolución de los machos y hembras controles en cuanto a la

deambulaciónexternay al tiempo de inmovilidad, a lo largo de los tres díasde prueba.

explica también las diferenciassexualesque aparecenen esteúltimo parámetroy quesólo

se manifiestan el día tercero de prueba, en que los machos mostraron valores

significativamentemayoresquelas hembras.En general,parala pruebade campoabierto

quevenimoscomentando,puededecirsequelas pautasmássensiblesa diferenciassexuales

entre los animalescontrolesfueron las deambulacionesexternae interna y las tasasde

posturaerguiday defecación.El tratamientocon naltrexona,porsu parte,hizo desaparecer

las diferenciassexualesen deambulacióninterna,posturaerguiday la que apareceel tercer

día en el tiempo de inmovilidad. Sin embargo,hizo que aparecieranen la tasa de

atusamientorostral. La interferenciadel tratamientocon naltrexonaen las diferencias

sexualesen cuantoa la deambulacióninternay posturaerguidapuededebersea que el

efectodepresordel tratamientosobrela actividadse dejó sentirde formamásacusadaen

las hembrasque eran precisamentelas más activas de los dos grupos controles. La

interacción significativa tratamiento x sexo que apareceen el tiempo de inmovilidad

explica,a su vez, la desapariciónde las diferenciassexualesentrelos animalestratadosel

día tercero de prueba. Así, mientras que tanto machos como hembrastratados con

naltrexonamuestranvaloresaltos y similaresparaesteparámetro,entrelos controlessólo

los machosvieron aumentadossus tiemposde inmovilidad, aunquesiemprepordebajode

los animalestratados.De nuevola interacciónsignificativa sexo x tratamientoexplica la

aparición de diferenciassexualesentre los animalestratadosen cuanto al atusamiento

rostral. De hecho,el tratamientocon naltrexonapareceafectarde forma opuestaa ambos
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sexos: tiende a aumentarloen los machosy a disminuirlo en las hembras.como ya se

discutió anteriormente.

En relación con un estudioanterior (Valle y BoIs 1976). cabeponerde manifesto

que los resultadosde nuestrosanimalescontroles-que presentanmenoresdescensoscon

la reexposicióna la prueba-sonbastantesimilaresa los que dichosautoresencuentranen

sus animalesmanipuladosen el periodojuvenil, y muestrandescensosmenoresque sus

controles no manipulados.Además,ellos también encontraronun menor efecto de la

repetición en las hembras,particularmenteen las manipuladas,en las que, a su vez,

encontraronresultadossimilaresa los de nuestrashembrascontroles.Esto parecesugerir

una posible influenciadel procedimentoneonatalempleadosobreel comportamientode

los animalesadultosy quefavoreceríasu adaptacióna la prueba.En estesentido,conviene

recordar que no apareció en nuestro trabajo la pauta de congelamientoo freezing

(inmovilidad total, incluido el movimiento de vibrisas). Sin embargo.y como ya hemos

visto, estemenorgradode estrésque parecenmostrarnuestrosanimalesno impide que se

observen con toda contundenciay claridad los efectosdel tratamiento neonatal con

naltrexona.

Como va mencionamosen el apartadode técnicasexperimentales,seconsideraque

exponera las ratasal laberintoen cruz les produceun conflicto de aproximación/evitación

(Pellow ‘y col. 19851. Se ha interpretadoque. ante un laberinto de este tipo la menor

tendencianaturalque presentanlos animalesa explorarun brazoelevadoy abiertose debe



-262-

a que el temor evocadopor esta situación es mayor que el impulso exploratorio

(Montgomery 1958; Pellow y col. 1985).Se ha demostradoademásqueestaaversióna los

brazosabiertosestámotivadapormiedoo ansiedad,tantoporevidenciascomportamentales

como fisiológicas(Pellow y col. 1985). Es posibleque la ansiedadno se produzcahasta

que el animal entraen el brazoabierto, dadoque seha encontradoque los animalesno

presentanuna tendenciasignificativa a entrarprimeroen un brazo cenado(Pellow y col.

1985). Seríainteresanteseñalarque aquítambienseobservó,aunqueno se registróporno

serobjeto de nuestroestudio,que a pesarde que todos los individuoseranenfrentadosa

un brazo cerrado al comienzo de la prueba, algunos de nuestros animales (con

independenciadel grupoexperimental)sevolvían y penetrabanen uno abierto en primer

lugar. El númerode entradastotal en uno u otro tipo de brazosse consideraun parámetro

de actividad general (Graeff y col. 1990; Johnstony File, 1991: Pellow y col. 1985;

Wilson y col. 1991).

Los resultadosobtenidosparaestapruebade laberintoen cruz indican de forma

muy concluyenteque el tratamientopredestetecon naltrexonaha incrementadolos niveles

de ansiedaden los animalestratadosal exploraren esteaparato.Ello se ha manifestado

como un descensoen el númerode vecesy tiempo que exploraronlos brazosabiertosy

un aumento del tiempo en los brazos cenados,lo que, de acuerdocon lo referido

anteriormentees indicativo de mayor temor/ansiedad.Esta impresión primera queda

corroboradacon los resultadosde las otrasvariablesanalizadas.Así, la representatividad

del menor númerode entradasen los brazosabiertosde los animalestratadosseponede
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manifiestoen la menor razón de entradasen brazosabiertosfrente al número total de

entradasencontradaparaestosgrupos.De igual forma se compruebalo indicativo de las

diferenciasencontradasparalos tiemposde exploracióncuandose atiendea los descensos

significativosdel porcentajede tiempo en los brazosabiertosy al aumentodel tanto por

ciento en los cerradosque se observaen los animalestratadoscon naltrexona.Además,el

hechode que no aparezcanen estosmismos animalesdescensossignificativos para el

númerode entradasy tiempo de exploracióntotalesni parael númerode entradasen los

brazoscerrados,permite afirmar que el efecto de la naltrexonasobre los parametíros

relacionadoscon la ansiedades específicoy no se debe a que el tratamiento haya

producidoun descensogeneralde la actividadde los animales.

Por lo que serefiere a las diferenciassexuales,éstasno hanparecidoserrelevantes

en estapruebay, a diferenciade lo encontradoen otros estudios(Albonetti y Farabollini

1992: Johnstony File 1991: Wilson y col. 1991) sólo fué significativo el que las hembras

presentaranmayor númerode entradasen brazoscerrados,y como consecuenciade ello -

ya que no difirieron de los machosen cuantoa entradasen los abiertos-en el númerode

entradastotales.Con todo, estosresultadosson coherentescon una mayoractividadde las

hembras,que sí concuerdacon lo observadoen este tipo de estudios.Cabeseñalar,sin

embargo, que no se siempre se han comprobadoestasdiferenciassexualesentre los

animalescontroles (Steenbergeny col. 1991).

En trabajosanterioresse ha encontradoque los animalesentranmásen los brazos
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cerradosque en los abiertosy permanecenademásmás tiempoexplorandolos primeros

(Pellow y col. 1985; Steenbergeny col. 1991; Wilson y col. 1991). Estos han sido

claramentelos resultadosen nuestrosanimalestratadoscon naltrexona.Sin embargo,los

animalescontrolesno mostraronuna tendenciasignificativa a entrar más en los brazos

cerrados,aunquesi permanecieronmás tiempo en ellos. Es interesanteseñalara este

respecto,que nuestrosanimalescontrolesparecenpresentarun númeromayor deentradas

totales y especialmenteen brazos abiertos que los encontradosen otros estudios

(Farabollini y col. 1988; Johnstony File 1991; Pellow y col. 1985; Steenbergeny col.

1991; Wilson y col. 1991). El que nuestrosanimalespresentasenun menor nivel de

temor/ansiedadque el indicadoen otrosestudiospodríadebersea posiblesdiferenciasde

cepa(Pellow y col. 1985),al tipo de manipulaciónneonataly posterior(ver secciónIV.4)

al que fueron sometidosy/o a nuestro protocolo de trabajo que deja tres días de

recuperacióna los animalesentrepruebas.En cualquiercaso,a la vista de los resultados

con nuestros:‘animales tratados,la pruebasiguepareciendomuy válidaparael análisisde

tratamientosde tipo ansiogénico.

En términosgenerales.los animalescontrolesen estetrabajohan presentadomayor

actividadexploratoriay menoresansiedady emotividad o reactividad al estrésque en

estudiosprecedentes.Ello, como ya se ha comentado,puedeserdebido al hecho de que

los animales fuesen inyectadosdiariamentedurante todo el periodo predestete.una

manipulaciónneonatalque puede haber favorecido su capacidadadaptativaen la edad

adulta.Estosefectosposiblesde la manipulaciónneonatalya han sido estudiadospor otros
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autoresutilizando diversosprocedimientos(Ader y col. 1960; Ardua y col. 1977: Cross

y Labarba1978; Denenberg1964; Denenbergy Zarrow 1971; File 1978b; Cray 1971ab.

1991; Hernández1981. Tesis Doctoral; Levine 1962; Levine y col. 1956, 1967: McCarty

y col. 1981; Meaney y col. 1985; Vázquezy Akil 1992; Villescasy col. 1977).como ya

indicamosanteriormente.En nuestrocaso,la mejoradaptaciónparecehabersedadopara

el laberintoen cruz, en concretoparala exploraciónde brazosabiertos,indicativo de una

menoransiedad.Estefenómeno,podríaser, además,responsableen ciertamedidade la

ausenciadediferenciassexualesencontradasparaesteparámetroen el presentetrabajo.Es

de señalara esterespecto,que para el resto de las medidascomportamentalessi sehan

replicado las diferenciassexualesdescritasen la literatura, incluso se ha sugerido su

existenciaparala variable introducidade deambulacióninternaen el tablerode agujeros.

En el protocolocomportamentalempleado,a diferenciade otros autores(Johnston

y File 1991; Kshamay col. 1990; Pellow y col. 1985; Steenbergeny col. 1991; Wilson y

col. 1991), hemosdejadoal menostres díasde intervalo entrepruebas.Con ello hemos

pretendidoasegurarnosde que los resultadosde una pruebano sevieran afectadospor

haberrealizadola precedente.asícomoevitar un efectode estrésacumuladoparalaúltima

de ellas.Además,desdeun punto de vista máspráctico,el hechode realizar la pruebade

campoabiertocon repeticiónya imponíala condiciónde trabajaren díasdistintos. En este

mismo sentido, al pretenderprobarmachosy hembras,tratadosy controles, y no dejar

animalesprobados y sin probar en la misma jaula. para evitar interferenciasen los

resultados(ver Cray 1969, 1971a, 1991).era muy dificil realizarmásde una pruebapor
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camadadentro de la misma fase del ciclo diario. En cualquiercaso, la riqueza de los

resultadosobtenidospareceasegurarla validez del método empleadopara valorar los

efectoscomportamentalesde un tratamientofarmacológico. La necesidadde baterías

comportalesde estetipo seha sugeridorecientemente(Johnstony File 1991).

La bateríacomportamentalempleadaen estetrabajo consisteen tres pruebasque

apenashan sido utilizadas conjuntamentecon anterioridad, y en el único informe

encontradoen la literaturano se estudiala repeticiónde lapruebade campoabierto y está

enfocadoal análisisde diferenciassexuales(Farabollini y col. 1987). El amplio número

de variables medidasen cadaprueba,junto con el mencionadoestudio del efecto de la

repeticióndel campoabiertonosha permitido,ademásde replicarmuchosde los resultados

obtenidosen trabajosanteriores,añadirnuevosdatosque puedencontribuir a una mejor

caracterizaciónde las diferentespruebasutilizadas.Así, los distintosresultadosobtenidos

paralas tasasde posturaerguiday de defecaciónen el tablerode agujerosy en el campo

abierto nospermiteafirmar el componentefundamentalmenteemotivo de estaspautasen

estaúltima prueba.Además,nuestrosresultadosindican que la pruebade campoabierto

parecemássensiblea las diferenciassexualesque la del laberinto en cruz, lo que podría

indicar que la emotividad seríamássensiblea dichasdiferenciasque la ansiedad.

Conviene señalar, que este trabajo es quizá uno de los pocos en los que un

tratamiento farmacológicopresentaunos resultadostan concordantespara las diferentes

pruebascomportamentales(ver p.ej. Albonetti y Farabollini 1992: Kshamay col. 199<):
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Pellow y col. 1985). Además.es llamativo cómo el tratamientoneonatalcon naltrexona

parece afectar específicamentea los parámetrosrelacionadoscon la adaptacióna las

condicionesde la prueba. sin alterar significativamenteaquellaspautasmásclaramente

locomotoraso de actividad general. En relación con esto, es notable la diferenciaque

permite establecerel tratamientoentrela posturaerguidaen campoabierto y tablerode

agujeros, al afectar a la primera y no a la segunda, como ya se ha comentado

anteriormente.Finalmente,es interesanteel hallazgode otros autoresde que la naloxona

administradade forma agudaa ratasde 3 1-33 días reducelas pautasde juego,pero no la

actividadgeneral (Siegel y .Jensen,1986), lo que,junto con nuestrosresultadospodríaa

apoyarla ideade que los antagonistasopiodesgeneralesno parecentenerun efecto sobre

la locomocióngeneralen ratasneonatales.

Por otra parte, los resultadosobtenidoscon el tratamientocon naltrexonason de

particularinterésen lo que se refiere a la implicación del sistemaopioide endógenoen la

regulacióndel comportamiento.Existe un gran númerode estudiosque sugierenque la

liberación de péptidosopioidespodríaformar parte de la reacciónadaptativaa distintas

formasde situacionesestresantes(Fanselowy Bolles 1979: Fontani y col. 1993; Katoh y

col. 1990: Sunal 1986). Estavisión se ve reforzadapor el hechode que la administración

de los agonistasopiáceosparecetenerefectosequiparables(Morris y Gebhart1978).Junto

con esto también se ha propuestoparalos opioidesun papelfacilitador de la exploración

en ambientesnovedososo adversos(pararevisión ver van Abeelen 1989).Coherentemente

conestepostulado,seha observadoquela administraciónde agonistasoploidesincrementa
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la exploraciónen ambientesnovedosos,mientrasque los antagonistascomo la naloxona

o la naltrexonareducenlos pautasasociadasa la exploración(pararevisiónver Bardo y

col. 1989). Además, en el ser humano son conocidos los efectos ansiolíticos ‘y

antidepresivosde las sustanciasopiáceas,mientrasque la naltrexonapuedetenerel efecto

opuesto(Emrich y Schmauss1991; Hollister y col. 1981).Tambiénse ha relacionadoa los

opioidescon la modulaciónde las pautaslocomotoras.Así, se sabeque la administración

de morfina produce hiperatividad (Hoskins y col. 1986). Sin embargo, trabajos más

recientesutilizando agonistasselectivose inyectandoen zonasencefálicasdiscretashan

puestode manifiesto que las accionesde los opioides sobrelas pautaslocomotorasy

relacionadascon la ansiedaddependendel tipo de receptoractivadoy la regiónencefálica

donde se aplique (Calenco-Choukrouny col. 1991; Mickley y col 1990; Morelli y col.

1989). Estos últimos estudiosponende manifiestola complejidad de los efectosde los

distintos agonistasexógenos.Sin embargo,parececlara la importante implicación del

sistemaopioide en estetipo de comportamientos,aunqueno seafácil atribuir unafunción

concretaa cadauno de sus componentes.

En la mayoríade los trabajosque aparecenen la literaturaen los que se emplean

agonistaso antagonistasopioidesduranteel periodopostnataltemprano,sehan estudiado

principalmentecuestionesrelacionadascon el desarrollosomáticoy neurobiológicoo con

la nocicepción(para revisión ver Zadinay col. 1985). Porcontra,son menoslos trabajos

en los que se han investigado los efectos de dichos tratamientosdurante el periodo

perinatalsobre otros comportamientossusceptiblesde serafectadospor los opioidesen la
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edadadulta. A esterespecto,se ha descritoque el tratamientocon B-endorfinatanto pre-

como postnatalno producecambiosen la actividaden campoabiertocuadrado(Zadina y

col. 1985). En cuantoa otros trabajosmásdirectanmetecomparablescon nuestrotrabajo,

son escasoslos datosdisponiblesrespectoa los efectosde los tratamientosneonatalescon

naltrexonay los resultadosobtenidoshastaahorase refieren a aspectosmuy parcialesdel

comportamiento.En uno de estosestudios,cuandoseinyectónaltrexonaen dosisconstante

(100 pglinyección)durantelos días 1 al 10, se observóun incrementodel comportamiento

exploratorioespontáneo(olfateo e investigación)y de la posturaerguidaen las hembras

y una reducción de la posturaerguida en los machos(Meyersony col. 1988). Se ha

informado, además,de que la administración de naltrexonaen la bebidade la madre

gestantey/o lactanteparecefavorecerla extinciónde la respuestaemocionalcondicionada

de los animalesen la edad adulta. También se encontróun descensode la actividad

espontáneaa lo largo de los díasen las animalestratados,aunquelos autoresen estecaso

lo interpretaroncomo una mejora en la habituaciónfrente a los controles. Paraambos

parámetros los efectos fueron más marcados en hembras que en machos (Harry y

Rosecrans1979).En los trabajosqueacabamosde comentarsemidenvariablesen general

distintasy se empleanpruebasy condicionesdiferentes,por lo que las comparacionescon

nuestro trabajo no son fáciles de haceren un sentidoriguroso. En cualquier caso, las

posiblesdiferencias frente a nuestroestudio en cuanto a los efectos inducidos por el

tratamientode naltrexonasobrela emotividadpodríanexplicarsetambiénpor la diferente

vía de administración(en el trabajo Harry y Rosecrans1979), o la dósisempleada(trabajo

de Meyersony col. 1988). En amboscasos,además,el periodo del desarrolloduranteel



-27 0-

que setrató a los animalesesdistinto del empleadoen nuestroestudio.La posibilidadde

obtenerdistintosresultadoscomportamentalesporeste último motivo esseñaladaincluso

por los propios autoresen uno de los casos(Meyersony col. 1988). Por otra parte,es

interesanteseñalarque en un trabajo en el que se administró Met-encefalina(péptido

agonistaopioide endógeno)a las ratasen el periodoneonatal,seencontróunafacilitación

del comportamientoen un laberintocomplejocuandollegana adultos(Kastin y col. 1980),

y en otro en el que se expusoneonatalmentea las críasa metadona,éstasincrementaron

su actividadfrentea los controlesen diversaspruebas(campoabierto,jaula de actividad,

ruedade actividad, plataformaelevada)en la edad adulta (Zagon y col. 1979). Estos

resultadossuponenun apoyo indirecto a nuestrosresultados,puesto que utilizando un

agonistaestosautoresobservaronun efectoopuesto(mejoran su adaptación)al encontrado

pornosotroscon un antagonistaopioide como la naltrexona.

Resulta interesante, asimismo, comprobar que, según nuestro protocolo, la

administraciónduranteel períodopredestetede naltrexonaproduzcade formapermanente

en la edadadultaefectoscomportamentalessimilaresa los producidospor los antagonistas

opioldes(o bien opuestosen cierta medidaa algunosde los producidospor los agonistas)

cuando se emplean en animales adultos, aunque quizá incluso más específicosdel

comportamientoadaptativo. Por otro lado estos resultadossugieren que los opioides

endógenos durante el período neonatal desempeñan un papel importante en el

establecimientode los patronesde comportamientoadaptativoantesituacionesambientales

novedosaso adversasen el adulto. Más aún, parecenindicar que la distorsión de este
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sistema durante las etapas tempranasdel desarrollo posnatal podría provocar una

inadecuaciónde los individuos ante situacionesde estetipo.

Como hemosvenido indicandoa lo largo de estetrabajo, parecenexistir períodos

críticos para el desarrollo del sistema opioide endógeno. Nuestros resultados

comportamentalesapoyanestepunto de vista, e indicanque duranteel períodopredestete

la disfuncióndel sitemaopioide,en plenoprocesode maduraciónpodríatenerimportantes

repercusionesen el adulto.Esteplanteamientoresultaademásde un panicularinterésdesde

el punto de vista clínico. Concretamenteen cuestionestalescomo los tratamientosque

utilizan naltrexonaparacombatirla apneainfantil (Myer y col. 1990;Szetoy Cheng1992)

o los programasde desintoxicación- en los que seestánempezandoa utilizar antagonistas

opioides- por lo que se refiere a su aplicación a madresgestanteso lactantes(Harry y

Rosecrans1979). Porotro lado, nuestrosresultadossugierenquedeterminadassituaciones

psicológicasque se produjeran duranteel período neonatal y supusieranel bloqueo

funcional del sistemaopiode, podrían llegar a producirdesarreglosadaptativossimilares

a los encontradospor nosotrosen estetrabajo. En estesentidoes interesantemencionar

aquí que se ha descritoque el sometera las ratasa la situaciónde la pruebade campo

abierto podría interferir la liberación de opioides (se sugiere la 13-endorfina) en

determinadascircunstancias(Izquierdo y col. 1989). Ello podría apoyar la mencionada

posibilidadde que factoresde estrésambientalqueafectaranal sistemaopioide duranteel

período estudiadopudieranproducir efectossimilaresa los de nuestrotratamiento.
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IV.4 SEGUIMIENTODE PARÁMETROSRELACIONADOS CON EL DESARROLLO

NEUROBIOLÓGICOY SOMATICO: TRATAMIENTO CON NALTREXONA

[Los niveles de significación quese especificanentreparéntesisen las siguientes

seccionescorrespondena los resultadosdel análisisde varianza.Parael análisispost-/wc

de Duncan el nivel de significaciónse fijó en p<O.OS)(ver sección111.6.4 sobreAnálisis

estadístico)]

IV.4. 1 ADN, PROTEÍNAS Y PESODEL CEREBELO;NÚMERODE NÚCLEOS

Y RAZÓN CONTENIDO DE PROTEÍNAS POR NÚCLEO

El tratamientocon naltrexonatuvo efecto sobreel pesodel cerebeloa los 7 días

de edad(p<0,OOOl). Dicho efecto supusoun incrementosignificativo del pesocerebelar

tanto en machos(16% de aumento)como en hembras(12%) (Tabla 25, Fig. 33a). No se

encontraronefectossignificativos del tratamientopara esteparámetroen ningunade las

otrasedadesestudiadas(Tabla 25). Las diferenciassexualessólo fueron significativasen

la edadadulta, y lo fueron tanto en los animalestratadoscomo en los controles.Esta

diferenciafue en favor de los machos,paralos que se obtuvoun mayorpesodel cerebelo

(un 8% más que las hembras).Además,este parámetroaumentóduranteel desarrollo

(p<O.OOOI) siendosignificativo e] incrementoparacadaedadestudiadahastala edadadulta

en todoslos grupos.Estosincrementosfueronsiempreelevados(del 190% en controles

y 155%en tratadosentre7 y 14 días; de un 34% entre 14 y 22 díasde edad;y de casi el
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50% en machosy cerca del 40% en hembrasdesdeel día 22 a la edadadulta).

Porlo queserefiere a la concentraciónde ADN, tambiénseencontrarondiferencias

significativasal día 7 (pctO.OOOl)en favor de los animalestratadosfrente a los controles,

tanto en machos(incrementodel 15%) como en hembras(25%) (Tabla25, Fig. 33b). Este

efectono alcanzasignificaciónestadísticaa los 14 díasde edad(p=O,l), aunqueseapunta

un efectode interaccióntratamientox sexo(p=O,l: incrementodel 7% en machostratados.

que no hay en las hembrastratadas),y desapareceal día 22 (Tabla 26). El análisis de

varianzareve? un eftctosignificativo del tratamientoen la edadadulta(p<O,OS)en sentido

contrarioal encontradoa los 7 días (descensode un 4% en machosy de un 6% para las

hembras)(Tabla26), El análisispost-/wc dió como significativaslasdiferenciasentrelos

gruposcon los valoresmásextremos,lo que podríainterpretarsecomo un efectogeneral

del tratamientoque solamentemanifiestasignificaciónestadísticaclaracuandose agrupan

machosy hembras.No aparecierondiferenciassexualesa ningunade las edadesestudiadas.

La concentraciónde ADN varió significativamentea lo largo de estasedadesen todos los

gruposexperimentales(p’zO,OOOl). Puededecirseque, en conjunto, la concentraciónde

ADN aumentódel día 7 al día 14, a partir del cual seproduceun descensohastala edad

adulta. Esta bajadaen la concentraciónpuedeser debidaa que éstase expresapor mg

tejido. y que estaregión del encéfalose encuentraen crecimiento,segúnpuedededucirse

de los datosdel pesocerebelar(ver Tabla 25). Así, el aparentedescensode esteparámetro

sería debido a un aumentode otras sustanciasy no a un bajadareal de los niveles de

ADN. El análisisde Duncanrevelóque lasdiferenciasfueron significativasentretodaslas
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edadesestudiadasparael casode los machoscontroles.También lo fueron en los otros

grupos con una excepciónen cada caso: entre7 y 22 días en los machosy hembras

tratados,y entre7 díasy la edadadultaen las hembrascontroles.

En la misma línea que lo visto anteriormente,el contenidode proteínastotales

también se vió afectadopor el tratamientoneonatalcon naltrexonaa los 7 díasde edad

(p<O,05). Asimismo, los animalestratadospresentaronniveles más elevadosque los

controles(un 12% los machosy un 21%las hembras)(Tabla27, Fig. 33c). Estadiferencia

sólo alcanzósignificación entre los gruposde hembras.Sin embargo,la tendenciaes

claramentela misma en ambossexos,y, dadoquela interaccióntratamientox sexono fue

significativa, no cabríahablarde un distinto efectoen machosy hembrasa estaedad.En

cambio, si seríaésteel casoa los 14 díasde edad,en elquelos machostratadosmostraron

valoresmayoresque los controles(un 5% de elevación)mientrasque para las hembras

tratadascon naltrexonase encontraronnivelesmenores(un 9% de descenso)(Tabla 27).

La interaccióntratamientox sexosí fue significativa(p<O,OS).y el análisisdeDuncansólo

encontrósignificaciónparala diferenciaentrelas hembras.Estoestaríacorrelacionadocon

el interacciónque se apuntabaa estamisma edad en el contenidode ADN. Este efecto

pierdesignificaciónestadísticaa los 22 díasde edad (tratamientox sexo:p=O,06) y está

ausenteen la edadadulta. La únicadiferencia sexualencontradafue a los 14 días entre

machosy hembrastratados,debidaa la mencionadainteracción tratamientox sexo. La

concentraciónde proteínastotales en el cerebelose incrementóprogresivamentecon la

edadhastala edadadulta (pcO.001). Todos los aumentosentrelas distintasedadesfueron
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significativos paralos machosy hembrastratados,y, con la excepciónde entre los 14 y

22 días,paralos controlesde ambossexos.

Los animalesde ambossexostratadoscon naltrexona,consecuentementecon lo

encontradoparala concentraciónde ADN, mostraronun mayornúmerode núcleosque sus

controlesrespectivosa los 7 días de edad(p<O,OOOl; un 38% los machosy 26% las

hembras)(Tabla28, Fig. 34a). Tambiénesteefectoperdióla significaciónestadísticaa los

14 díasde edad(tratamiento:p<O,Oó; interaccióntratamientox sexo:p=O,l), y no existe

a los 22 días(Tabla28). Aunqueno alcanzósignificaciónestadística(p=O,l), aparecióuna

tendenciaen sentidocontrarioen los adultos(un descensodel 4% en los machostratados

y del 5% en las hembrastratadas)(Tabla 28). Esto podríaser un correlatodel descenso

encontradoen ADN a estaedadpara los animalestratados(ver Tabla26). No aparecieron

diferenciassexualesen ningunade las edadesestudiadas.La edadtambiéntuvo un efecto

significativo sobreesteparámetro(p<O,OOOl). En los animalescontroles,tanto machos

comohembras,se produjeronaumentossignificativosen el númerode núcleoscon la edad

hastael día 22. que ya no difirió de los valoresdel adulto. Para los animalesde ambos

sexostratadoscon naltrexonasólo seprodujo un aumentosignificativo entrelos días7 y

14, sin variacionessignificativasentrelos 14 díasy la edadadulta.

Por lo que se refiere a la razón proteínastotales/núcleono se encontraron

diferenciassignificativas debidasal tratamientoni a los 7 ni a los 14 días de edad,

posiblementedebidoa unacompensaciónde los efectosencontradosen los dos parámetros
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porseparado(Tabla29, Fig. 34b). A los 22 díasde edadel análisisde varianzarevelóuna

interaccióndel tratamientocon el sexo(p<O,Ol), lo que estaríaen líneacon la tendencia

encontradaparala concentracionde proteínastotales(ver Tabla27). Los machostratados

presentaronun valor de estecocientemayor que los controles(un 17% de incremento),

mientrasque la hembrastratadaslo presentaronmenor(un descensodel 4%) (Tabla 29).

El análisisde Duncansólo encontrosignificaciónparaladiferenciaentremachos.Además,

los machoscontrolespresentaronvaloressignificativamentemás bajosque las hembras

controlesa esta edad. También se encontrarondiferenciassexualesen la edadadulta

(p<O,O5), pero fueron en sentido contrario al encontradoa los 22 días: los machos

mostrarontasasde proteínas/núcleomás elevadasque las hembras(un 3% los controles

y un 4% los tratados).Las comparacionespost-hocsolamentedieron como significativa

la diferenciaentrelos controles.Al no existir interacciónentrelos factores,y observarse

la misma tendenciaen tratadosy controles,hay que pensarque se trata de un efecto

general, con independenciadel tratamiento. Esta variable también se vió modificada

durante el desarrollo postnatal (pczO,0001). En los machos controles se produjo un

incrementosignificativo entrelos días7 y 22, tambiénfue significativo el incrementoentre

los 22 díasy la edadadulta. Todos los incrementosentrelas edadesfueron significativos

en los machos tratados. También lo fueron para las hembrastratadas y controles,

exceptuandola comparaciónentrelos valores a 7 y 14 días.
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IV.4.2 APERTURA OCULAR BILATERAL

Se pudo observarque en un períodode 5 días (días 11 al 15) el porcentajede

apariciónde la aperturaocularbilateral pasadel 0% al 100% (Fig. 35). A los 11 díasde

edad este parámetro se encuentra en tomo al ¶0%, al día 12 alcanza el 50%,

aproximadamente,y llega hacia el 90% en el día 14. A los 15 días de edadtodos los

animalesteníanabiertoslos dosojos. Las variacionesen el porcentajede adquisiciónentre

las diferentescamadasfueron elevadas.No seencontraronefectossignificativosparaesta

variable.

IV.4.3 CONSUMO ALIMENTARIO Y DE BEBIDA

Durante el período tras finalizar el tratamiento (días 23 al 32) que hemos

denominadoaquípostdestere,seencontraron,tanto parael consumode piensocomo de

agua. efectos significativos del tratamiento con naltrexona (pccO.01 y p<O,001

respectivamente),sexo(p<O,OOOI y p<O,OS)y la edad(p<O,OOOl paraambosparámetros).

No fueron significativaslas interaccionesentrelos factores.El consumoalimentarioy de

bebidafue mayor en los animalestratadosque en los controles(una diferenciamediade

lg y 2mb respectivamente)en ambos sexos (Fig. 36ab). Por lo que se refiere a las

diferenciassexuales,los machospresentaronmayoresvaloresparaambasvariablesfrente

a las hembras(diferenciasmedias: lg y 0,7 mí) tanto en los gmpos tratadoscorno en los

controles.Además,los consumosde comiday bebidaaumentaroncon la edaden todoslos
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gruposexperimentales(un incrementomedio de lg y lml diarios, respectivamente).

Duranteel períodoperipuberal(Fig. 37ab) también fueron significativospara el

consumo de alimentario y de bebida los factores tratamiento (p<O.05 y p’cO,OOOl

respectivamente)y sexo (p’ZO,OOOl en amboscasos).No se encontraronen esteperíodo.

sin embargo, variaciones apreciables a lo largo de los días. No fueron tampoco

significativaslas interaccionesentrelos factores.Al no haberdiferenciasentrelos díasse

agruparonlos datos de cadagrupoexperimentalduranteesteperíodo y se compararon

conjuntamentemedianteel testde Duncan.El análisispost-/wcrevelócomosignificativa

la diferenciaen el consumoalimentarioentremachostratadosy controles(una diferencia

mediade lg máspor día los tratados)pero no entrelas hembras(0,25gmás las tratadas).

En cuantoal consumode aguatanto los machoscomo las hembrastratadospresentaron

valoresmayoresquelos controles(unamediade 3m1 diariosmás).Las diferenciassexuales

para ambasvariables fueron significativas tanto en los animalestratadoscomo en los

controles(una media8g parala alimentacióny de 2m1 parala bebida).

IV.4.4 EVOLUCIÓN PONDERAL

Se observóqueal elegir la camadasal azarparaformarpartedel grupotratadocon

naltrexonao del grupo control, las camadasdestinadasal tratamientofueron las que

presentarondesdeel nacimientoun mayorpesocorporal(análisisde t de Student:p<O,05).
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Sabemospor observacionesanterioresque el pesodado por los animalesal nacimiento

parececondicionarsu evoluciónponderalposteriorduranteel períodopredestete.Porello,

y para obviar estaposible interferenciacon el efecto del tratamiento,decidimos hacer

relativoslos datosrecogidosduranteesteperíodoalpesode los animalesal nacer,cuando

aún no han sido tratados.A estatransformaciónde los datos la hemosdenominadotasa

de crecimiento. El análisis de varianza de estavariable reveló como significativos los

efectosdel tratamientocon naltrexona(p=0,05),sexo (p<0,Ol) y la edad(p~cO,0OOl).Las

interaccionesentrelos factoresno fueron significadvas.Con independenciadel sexo,los

animalescontrolesmostrarontasasmayoresque los tratados(un promediode 5% más)

(Fig. 38a). Lo que sucediócon el peso absolutoen los grupos tratadoses que, estas

camadas,al nacer,fueron más pesadas(por azar,puestoque no habíansido inyectadas

todavía).Sin embargo,por efectodel tratamiento,estadiferenciacon los controlessefué

reduciendoa lo largo de los días,de modo que, a partir del día 12 y hastael 22. mostraron

valoresmenoresque los controles.Además,tanto las hembrastratadascomolas controles,

presentaronvaloresmayorespara este parámetroque los machos(un promediode 3%

más). aunquesus pesosabsolutosfueron siempreinferiores a los de los machos.Con

respectoa la edad,el análisispost-/wc indicó que la tasa de crecimientose incrementó

significativamenteen cadadía observado.

En cuantoa los pesosrecogidosa edadescomprendidasentreel períodopostdestete

y la edad adulta (Fig 38b). tambiénse encontraronefectossignificativos paralos factores

tratamiento,sexo y edad(p<O,OO0l paratodos ellos), asícomo parala interacciónsexo x
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edad(p<O,OOOl).Los animalestratadostantomachoscomo hembraspresentaronmayores

pesoscorporalesquesusrespectivoscontroles(un incrementomediode un 3%).Por lo que

se refiere a las diferenciassexuales,los machos,con independenciade su tratamiento,

pesaronmásque las hembras(unadiferenciamediade un 38% más).La interacciónsexo

x edadse manifiestaen un aumentode las diferenciasentremachosy hembrascon la edad

(oscilaentreun 6% de pesomás en los machosque en las hembrasa los 30 días de edad

y un 58% a los 79 días). Los pesosse incrementaronsignificativamentea cada edad

estudiadaen todos los grupos.



IV.4.5 TABLAS Y GRÁFICAS



DEL TRATAMIENTO PREDESTETE CON NALTREXONA
EL DESARROLLO DEL CEREBELO

TABLA 25. PESO DEL CEREBELO

7 días 14 días 22 días Adultos

dc

CONTR 49,8+1 5 144,5±22 194,3±4,3 286 1+5,6

NALTX 57,8+1 4* 147,8+27 193,0+23 287 1+4,7

99

CONTR 49,9+2 7 144,1+23 193,0+45 264 0+3,6

NALTX 55,7±15* 146,6+18 184,9+45 267 1±4,1

TABLA 26. CONTENIDO DE ADN CEREBELAR (gg/mg tejido)

7 días 14 días 22 días Adultos

cd

CONTR 5,41±0,16 7,32±0,11 6,27±0,31 4,40±0,14

NALTX 6,38+0 14* 7,81+0 15 607+0,22 4,22±0,09

99

CONTR 5,11+029 7,50+021 6 13+0,12 463+0,09

NALTX 6,23+0 16* 7,48+0 16 6 11+0,15 437+0,07

TABLA27. CONTENIDO DE PROTEíNAS CEREBELARES (gg/rng tejido.)

7 días 14 días 22 días Adultos

dcf

CONTR 64,7+4 0 95,7+27 99 9±6,6 125 6±2,4

NALTX 72,3±3,5 100,5+2 1 111 6+2,5 123 5+1,7

99

CONTR 64,2±5,7 101,2+45 109 4+2,6 122,9+1,5

NALTX 77,9+2 4* 91 6+2,1* 105,7+2,8 122,6+2,3

Los valores representan la media + e.e.m.de 6-17 medidas. *p<005 frente al grupo
control correspondientede la misma edad (prueba de Duncan).

EFECTOS SOBRE

(mg)



DEL TRATAMIENTO
EL DESARROLLO

PREDESTETE CON NALTREXONA
DEL CEREBELO (continuación)

TABLA 28. NÚMERO DE NÚCLEOS CEREBELARES (millones)

7 días 14 días 22 días Adultos

CONTR 43,1+20 170,6+38 197 0+12,0 202,8±7,7

NALTX 59,4+1 9* 186,6+61 189 5+8,1 195 2+5,6

99

CONTR 44,4+45 174,1+5 1 190 5+4,7 197 0+4,6

NALTX 55,9+1 ~* 176,6+4.0 182 3+7,3 188 0+3,3

TABLA 29. RAZÓN PROTEÍNAS/NÚCLEO EN EL CEREBELO

7 días 14 días 22 días Adultos

CONTR 75,6+72 81,2+2,1 98 8+4,9 180 2+7,1

NALTX 70,1+25 80,0±1,7 115 5+3,9* 182,3+3,5

99

CONTR 87,8+9 2 840+3,7 111 0+3,4 165 5+3,2

NALTX 77,6±1,8 766+3,0 106 1+3,2 174 5+4,0

Los valores representan la media + e.e.m.de 5-17 observaciones.
grupo control correspondientede la misma edad (prueba de Duncan).

~p< 0.05 frente al

EFECTOS SOBRE



Efectos del tratamiento con NALTX
Parámetros cerebelares al día 7 (3)

a) Peso del cerebelo
(Media ±e orn)
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c) Contenido de proteínas en el cerebelo

<Media ±e.e.m)

hg/mg de tejido
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TError EMCONTR MMNALTX ~HCONTR ~HNALTX

FIG. 33. Los histogramas representan la media ±e.e.m de 6-12 medidas. *p<005

b) Contenido de ADN en cerebelo
(Media ±e.e.m>

frente al grupo control correspondiente (prueba de Duncan)



Efectos del tratamiento con NALTX
Parámetros cerebelares al día

a) Número de núcleos cerebelares
(Media ±e.e.m)
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b) Razón proteinaslnúcleo en el cerebelo
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FIG. 34. Los histogramas representan la media ±e.e.m de 6-12 observaciones.
p<O.05 frente al grupo control correspodiente (prueba de Duncan)



Efectos del tratamiento con NALTX

Aparición de la apertura ocular bilateral
(Media de %)

% por carnada
100
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~..dad(días)

FIG. 35. Cada punto representa la media ±e.e.m. del porcentaje de
crías por carnada con los dos ojos abiertos observado en cada uno
de los días (cinco camadas par grupo experimental)
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Efectos del tratamiento con NALTX
Ingesta (periodo postdestete)

a) Evolución del consumo alimentario

gr/animal

19

14

9

Edad <días)

b) Evolución del consumo de agua

ml/animal
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FIG. 36. Cada punto representa la media de 3 observaciones. Significa-
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ción del ANOVA para el tratamiento con NALTX: a) pcO,O1; b) pcO,OO1



Efectos del tratramiento con NALTX

Ingesta (período peripuberal)

a> Evolución del consumo alimentario

gr/animal

Edad (días)

b) Evolución del consumo de agua

iní/arumal

Edad (días)

CONTR OMACHCSNALTX
4HtMBRAS CONTR ~ HEMBRAS NALTX

FIG. 37. Cada punto representa la media de 3 observaciones. Significa-
ción del ANOVA para el tratamiento con NALTX: a) p<O,05; b) p.cO,OOO1
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Efectos del tratamiento con NALTX
Crecimiento somático

a) Tasa de crecimiento
Período predestete

r( vecespeso al nacimiento

• MACHOS CONTR
0MACHOS NALTX

• HEMBRAS CONIR

• HEMBRAS NALTX

4—
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Edad (días)

b) Peso corporal
Período postdestete-adulto

gramos

Edad (días)

FIG. 38. Cada punto representa la media de a) 5-9; b) 15-17 observaciones.
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Significación del ANOVA para el tratamiento con NALTX: a> pcO,05; b> p’cO,OO1
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IV.4.6 DISCUSIÓN

La elección del cerebelocomo parámetrode control de los posiblesefectosdel

bloqueoopiolde sobreel crecimentoneuralparecejustificadade acuerdocon la literatura.

Por un lado, los picos de concentraciónde ¡3-endorfinay de sidosde unión paraopioides

en esta región del encéfalotienen lugardurantela primera semanade vida decendiendo

posteriormentehacia la edad adulta (Maseday col. 1983; McDowell y Kitchen 1987;

Tsang y col. 1 982ab).Además,la proliferaciónde las microneuronascerebelaresparece

circunscribirsefundamentamentea las tres primerassemanasde vida postnatal (Altman

1972).Más aún, se ha descritoen estudiosmorfológicosque el númerode célulasen esta

región encefálicase multiplica aproximadamentepor 15 desdeel nacimiento al día 21

(Zagony McLaughlin 1979). Nuestrosdatosen cuantoal númerode núcleos(y por tanto

de células) procedentesde la valoración bioquímica de ADN indican una progresión

similar en los animales controles, aunque los valores obtenidos son marcadamente

superioresa los del mencionadotrabajo.Los valoresnuméricosencontradospor nosotros

estánmásen consonaciacon otro estudioen que se empleó la misma técnicabioquímica

paraen encéfalofetal (Arahuetesy col, 1991), por lo que el desacuerdoen cuantoa los

valoresabsolutoscon el mencionadotrabajode Zagon y McLaughlin de 1979 podríaser

debido a la distinta técnicaempleada.

Los efectosdel tratamientorespectoa las variablesestimadasparael desarrollodel

cerebeloparecenbastantecoherentesentre sí, particularmenteen lo que se refiere a los
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resultadosal día7. Así, paraestaedadseproducenaumentostantoen la concentraciónde

ADN -y. por tanto, en el númerode núcleos-como en la concentraciónde proteínas.

Consistentementecon esto, la razónproteínaspornúcleono sufrevariación. El efectodel

tratamientoen los machosno se manifestade formapatentea los 14 díasde edad(aunque

numéricamenteal menos,hay todavíauna pequeñaelevación).Sin embargo,tendría un

efecto depresordel contenidode proteínastotales en las hembras,apareciendoaquí un

posible efecto distinto del tratamientocon naltrexonasegún el sexo,que podría tener

secuelashastael día 22. Esto estaríaapoyadopor la interacciónsexox tratamientoque si

resultaclaramentesignificativa a los 22 díasparala razónproteínas/núcleo.En principio,

el tratamientono causaríaya elevaciónen la edad adulta, si no que en el casode la

concentraciónde ADN (también en el número de núcleos, aunquesin significación

estadística),produciríauna reducción.

La interpretaciónde estosresultadosdebehacersedesdeuna perspectivadel efecto

del tratamientosobrela evoluciónen el desarrollode estosparametros.De forma global

podría interpretarseque el tratamiento neonatal con naltrexona produce una cierta

aceleracióndel desarrollodel cerebelo,siendoesteefectoparticularmentemarcadodurante

la primera semanade vida postnatal.Así, la aparentecaídadel efectocon la edad,podría

explicarsecomo el progresivoalcancede un techode maduración,llegandoa los niveles

del adulto. Esto quedaparticularmentebien ilustradocon los resultadosdel desarrollopara

el númerode núcleos.Esteparámetroexperimentaun fuertecrecimentode los días 7 al

14. y posterionnentese producenincrementosde menorcuantíahastaalcanzarunameseta
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o valor máximo teórico. Mientras que en los grupos controlesse produceun aumento

significativo del númerode núcleosa partir del día 14, en los animalestratadosde ambos

sexos,se alcanzaun valor que no difiere significativamentedel adulto ya a los 14 días.

Tambiénapoyan esta interpretaciónlos datos de la concentraciónde ADN por mg de

tejido, aunquede forma menos gráfica. Este adelantoen el desarrollose manifiestade

forma estadísticapor la similitud de nivelesa los días7 y 22 en los animalestratados(son

significativamentedistintosen los gruposcontroles),lo que indica indirectamenteque al

día 7 los grupos tratadosse encontrabanen un punto más avanzadode la curva de

desarrollo. Por otro lado, pareceser que los animalestratados,no llegan a alcanzar

completamentelos valoresde los gruposcontrolesparaestosdosparámetrosen la edad

adulta.Es posiblequeesto seaun pequeñoefectosecundariode lo que, en definitiva, son

anomalíasproducidaspor la naltrexona en el desarrollo normal durante el período

predestete.De igual manera,cabeinterpretarlos datosde contenidode proteínassegúnsu

evolucióncon la edad,aunqueel tratamientopareceafectarde forma distinta a cadasexo.

En general,en los gruposcontrolesseproduceun aumentosignificativo en esteparámetro

del día 7 al 14, y desdelos 22 díasa la edadadulta,con pequenosincrementosentrelos

días 14 y 22 (sin significacion estadística).Sin embargo.en los grupos tratados se

producen incrementossignificativos a todas las edades.Mientras que en los machos

tratadosestopuedeatribuirsea unaaceleracióndel desarrollo(tiendena presentarvalores

mayores que sus controlesa esasedades),en las hembrastratadas el efecto es mas

complejo: hay unacaídade la concentraciónde proteínasa los 14 días (presentanvalores

menoresque las hembrascontroles).No sería muy consistentehablarde retraso en las
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hembrasdadoqueel fenómenode aceleracióndel crecimentoparececlaroa los 7 díaspara

todos los parámetros.y siempreen cuantonúmerode núcleosy ADN en estegrupo.Por

otra parte. la consecuciónde valores similares a los controlesparecehacersede forma

bastanterápiday completa.En lo que se refiere a la razón proteinas/nucleo,el efectode

adelantamientodel desarrolloparecepatenteen los machostratados.Mientras en los

machoscontrolesla elevaciónde estecocienteesgradualdel día 7 al 22, esteaumentoes

progresivoen los machostratados,indicandoque avanzanhaciael valor de los adultosa

mayor velocidad. Esta diferencia de perfiles no se da entre las hembrastratadas y

controles.Ello probablementesedebeal efecto depresordel tratamientocon naltrexona

sobrelas proteínasal día 14. A ello se uneel hechode que la evoluciónde esteparámetro

pareceadelantarseen las hembrascontrolesfrentea los machos.Apanede estadiferencia

en el perfil de desarrollo,cabeseñalarquelas únicasdiferenciassexualessignificativasen

esteconjunto de variablesse dieron en la edad adulta y en aquellosparátnetrosque

implican al cerebelode forma másglobal (pesofreso y razónproteínasnúcleo).

Puededecirse en conjunto que el tratamiento neonatal con naltrexonaparece

adelantarel crecimientodel cerebeloy el desarrollode la proliferacióncelular (valorada

a travésde los resultadosde concentraciónde ADN y número de núcleos),aunquelos

animalestratadosno alcanzaríancompletamentelos niveles de ADN de los controlesen

la edad adulta. El tratamientotambién pareceacelerarel desarrollodel contenido de

proteínasy de la razón proteínas/núcleoen los machos.En las hembrasel efecto del

tratamientosobreestosdos últimosparámetrosesmáscomplicado.Aparentemente.acelera
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el desarrollo del contenido de proteínasdurante la primera semanay deprime este

parámetroa los 14 días,alcanzandolos valoresde las controlesen la edadadulta; y no

modifica el perfil generalde la razón proteínas/núcleo.Estecocientesuele interpretarse

como indicadorde tamañoy/o de diferenciacióncelular (Arahuetesy col. 1991; Carretero

1989. Tesis de Licenciatura).Podría concluirseque el tratamientoha afectadoambos

procesosdel desarrollo-proliferacióny diferenciacióncelular-con un efectodistinto según

el sexoparaesteúltimo. Con respectoa esteúltimo resultado,seríainteresanterecordar

quesevió un descensoen el contenidode proteínasa los 7 díasde edadporefectode la

inyecciónde B-FNA al nacimiento,en ambossexos(ver secciónIV.1.2).

Estos resultadosestán básicamenteen la línea de lo sugeridopor otros autores,

segúnlo cuallos opioidespodríanejercerun papelregulatoriodel crecimientoa través de

mecanismosinhibitorios, como reguladoresnegativosdel crecimiento. Además, estos

péptidosopioidesactuaríande forma tónica (Zagony McLaughlin 1992).Se han descrito

distintasaccionesparael bloqueoopioide duranteel desarrollo,dependiendode si éstees

crónico (durantelas 24hr del día, dosisaltas: 50 mg/kg) o temporal (4-6hr, dosis más

bajas: lmg/Kg). Así por ejemplo, se ha observadoque la administraciónneonatalde

naltrexonade forma crónica (50 mg/kg) produceincrementosdel desarrollosomáticoy

neurobiológico(Zagon y McLaughlin 1984, 1986ab).Porcontra,seha encontradoque el

bloqueotemporal inhibe el crecimientocorporal y del encéfalo(Zagon y McLaughlin

1984) así como del cerebelo(Zagon y McLaughlin 1986b). Sin embargo,no se han

observadoestos efectos inyectandoa las ratasneonatalescon otro antagonistaopioide
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general,la naloxona(lmg/Kg dos inyeccionesdiariasdesdeel día 1 devida), aunqueuna

inyección diaria de morfina (agonistaopioide exógeno inespecífico) (a una dosis de

5mg/Kg) disminuyó los pesosencefálicoy corporal a los 22 días de edad(Bardo y col.

1982). Los animales tratadoscrónicamentecon naltrexona durante la ernbriogénesis

muestranmayornúmerode neuronasy glía encargadade la projiferación.incrementoen

las formacionesdendríticasy sinaptogénesis(Zagon y McLaughlin 1986b, 1987, 1991;

Hauser y col. 1987, 1989; Isayama y col. 1991). Consistentementecon esto, la

administraciónde morfinareduceel crecimientodendríticobasilaren neuronascorticales

(Hammery col. 1989). Cabríadecir que un efecto sobrelas formacionesdendríticasy la

sinaptogénesisseríauna de las posibles explicacionespara las variacionesvistas por

nosotrosen el contenidode proteínascerebelares.El control de la proliferación celular

podríasertambiénuno de los objetivosde estafunciónopioide: se haencontradoque los

opioidesendógenosreducenla mitosis y la síntesisde ADN en células neurales(Vertes

y col. 1982: Zagon y McLaughlin 1987, 1991) y que la morfina administradaa las ratas

de 1 díade edadinhibe la incorporaciónde timidina tritiadaal ADN encefálico,un efecto

antagonizado por naloxona (Loughlin y col. 1985; Kornblum y col. 1987).

Consistentementecon estoshallazgos.se ha observadoen cerebeloinmunoreactividad

opioide en células neuralesgerminalesy no en las diferenciadas(Loughlin y col. 1985:

Zagon y McLaughlin 199Db), y que estaactividadestarelacionadacon la mayoríade los

orgánulosde las células en proliferación (Zagon y McLaughlin 1990b).Es más parece

habersedetectadoun receptorparaMet-encefalina(péptidoagonistaopioide endógeno)en

tejido cerebelaren desarrollo,que estaríasituadoen el núcleo de la célula neural: el
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receptorzeta (~) (Zagon y McLaughlin 1991). Los datosde nuestrotrabajo referentesa

cerebelono confirman los resultadosanterioresparael bloqueo opioide transitorio. Por

contraindican un efectoopuesto,esdeciruna estimulacióndel crecimientomás similar a

la encontradapara el bloqueo crónico por otros autores(Zagon y McLaughlin 1984,

1986b).Sin embargo,en nuestrocaso el efectode aceleraciónesevidentesobretodo en

la primerasemanade vida, mientrasque dichosautoresobservanlos efectosa los 21 días.

Hay que teneren cuenta,además,que nuestrosanimalesrecibieronel tratamientodurante

la fase oscuradel ciclo (mientrasque en estos trabajosse administróla naltrexonaen la

faselumínica). ya que sehan observadodiferenciasen el númerode receptoresopioides

en distintas regionesencefálicas,así como del contenidode dinorfina (Giardino y col.

1990) y B-endorfina (Trentini y col. 1991) hipotalámicas,duranteuna y otra fase en

animalesadultos. Sí coincidennuestrosdatosen lo referenteal tiempo duranteel quela

naltrexonaes capazde actuarsobreel crecimientodel cerebelo:las 3 primerassemanas

de vida, que es cuando tienen lugar la proliferación y la diferenciación (Zagon y

McLaughlin 1986b). Además,los mayoresefectosque aparecenen nuestrotrabajotienen

lugaren la primerasemanade vida, que esel períododuranteel que se alcanzael máximo

desarrollodel sistemaopioideen el cerebelo(pararevisiónverMcDowell y Kitchen 1987),

lo que haríaesperableesamayor repercusióndel tratamiento.Nuestroestudioofrece una

panorámicamásdinámicade los efectosdel bloqueoopioide sobreel desarrollopostnatal,

puestoque se han hechomedicionesen tres edadesduranteel períodopredestete.además

de en la edadadulta.Los trabajospreviosse refierengeneralmentea resultadosobtenidos

en un sólo punto del desarrollo.Este trabalo aportatambién datos complementariosde
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otras investigacionesal hacerunavaloraciónbioquímicaconjuntade ADN y proteínas(la

mayoría de los estudios anterioresen cerebeloson fundamentalmentemorfológicos) y

presentala novedadde apuntarun posibleefecto dependientedel sexosobreel contenido

de proteínascerebelares.

Aunquepor lo referidoanteriormenteno puedeexcluirsequelos efectosobservados

sobre el crecimiento somático (en particular la tasa de crecimiento, en el período

predestete)se debana un efectodel bloqueoopioide neonatal.al menosen parte,no debe

descartarsela hipótesis alternativade un efecto indirecto a través de la ingesta.Las

menorestasasde crecimiento encontradaspara los animalesantesdel destetepodrían

explicarse por un efecto directo del bloqueo intermitente por naltrexona sobre el

crecimientosomático(Zagony McLaughlin 1984). Sin embargoestopodríaserun efecto

diferido, dadoqueseha observadoque la administracióndel antagonistaopioide naloxona

en la misma dosisempleadapor nosotrosa crías de rata haceque éstasdejende mamar

duranteel tiempo de acción del fármaco(Sewell 1980),aunqueesteefecto sólo ha sido

observadoporotrosautoresparaaltasdosisde naltrexona(SOmg/Kg.Zagony McLaughlin

1984). En relación con esto, tambiénesconocidoque entrelos síntomasdel síndromede

abstinencianeonatalen humanos,estála desorganizacióndel reflejo de mamar(Desmond

y Wilson 1975). Así, el descenso en la tasa de crecimiento podría deberse a que la

naltrexonahubierainhibido parcialmenteel comportamientoalimentariode los animales.

En este sentido habríaque apuntarotras consecuenciasque podrían derivarsede este

hecho: la leche contieneopioides(casomorfinas)(para revisión ver Cooper y col. 1986:
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Millan y col. 1991; Sewell 1980; Winslow e Insel 1991) y la ingestionde lecheparece

causaranalgesiade tipo opioideen críasde rata(Blass y Fitgerald 1988).Porúltimo, debe

señalarseque los efectosencontradosfueronmenoresquelos encontradospor otrosautores

paraestemismofármacoa los 21 días (Zagony McLaughlin 1984).Quizáello seadebido

a que ha debidocompensarsela diferenciade pesocontrariade las camadasdestinadasal

tratamientocon naltrexona,como ya se comentéen el apartadode resultados.Por lo que

se refiere a los aumentos de peso encontrados en las edades postdeste hasta la edad adulta,

la posibilidadde que sedebana un cambio inducido en la ingestase apoya en nuestros

propios datos. Como se recordaráel consumode comida y bebidaes superior en los

animalestratadoscon naltrexonaen los dos períodosestudiados(tras el destetey en el

períodoperipuberal).Esta interpretacióncoincide con las apreciacionesde otros autores

(Zagon y McLaughlin 1990a).Unaexplicacióncomportamentalpodríaverseapoyadapor

el hechoobservadode que los opioidesendógenosestanimplicadosen el control de la

ingestaen la rata(Giargino y col. 1990; Levine y col. 1985; Morley y col. 1983) y otras

especies(DePedroy col. 1993; Kavaliers y Hirst 1987). Con respectoa los antagonistas

empleadosen la rata adulta se ha visto que la naloxonasuprime la alimentacióny la

bebidatras ayuno o glucoprivación(Brown y Holtzman 1979; Cooper 1980; Frenk y

Rogers 1979), y tanto la naloxona como la naltrexona reducen la ingestade dietas

apetecibles(Apfelbaumy Mandenoff1981:Coopery col. 1 985ab). Además el antagonismo

selectivo.tambiénen ratasadultas,de los receptores8 (Arjune y col. 1991: Coiton y col.

1984) y de los receptoresu (Arjune y col. 1990: Morley y col. 1983: Ukai y Holtzman

1988) deprime la ingesta ad lib¡tum, mientrasque la activaciónde los receptoresopioides
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por morfina, o agonistasespecíficosde receptoric, 5 (por ejemplo,Simoney col. 1985)

o específicosde receptorji (Levine y col. ?1991a)producenhiperfagia.Así, esposibleque

los animalestratadostuvieran incrementadoel tono opioide relacionadocon el control de

la ingestacomo una especiede efecto reboteo fenómenosupercompensatorioa causadel

bloqueo predesteteque se mantuvieratras el cesedel tratamientohastala edadadulta.

También se podría especularque fuera un correlato de los resultadosencontradosen

nuestraspruebascomportamentales:los animalestratadosmostraronun mayor grado de

ansiedaden el laberinto en cruz y mayor emotividad o miedo en el campoabierto, y es

conocidoque el estréso ansiedadpuedeninducir un incrementode la ingestatanto en

diversasespeciesanimalescomo en los sereshumanos(Bohus y col. 1991; Gray 1971a,

1991; Kavaliers y Hirst 1987; Morley 1991: Silvestrmni y Paga 1991; Tazi y col. 1985,

1986. 1987). Es más,seha sugerido la implicación del sistemaopiolde (estimuladora)en

la inducción de la ingesta por estrés (para revisión ver Kavaliers y Hirst 1987: Morley

1991).El indicio encontradode un posibleefectomenordel tratamientoparalas hembras

en el períodoperipuberal-adultoen cuantoal consumode comida(pero no de agua)es

coherentecon un trabajoanterioren que se observaronsimilaresdiferenciassexualespara

estosparámetrosen animalessometidosa ejercicio forzado (Nancey col. 1977).

Finalmente, conviene recordar que no parece que el tratamientohayaafectadoa la

aparición de la apertura ocular bilateral, aunque la variabilidad de los datos para este

parámetroentre las camadashaceque seadificil que se puedanencontrarsignificaciones

salvo paraefectosmuy marcados.Cabeseñalar,sin embargoque la aperturase adelantó
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1 día en nuestrosanimalesfrentea lo encontradopor otros(Wier y col. 1989; Illera y col.

1991) y llama la atención la similitud de las medias(e incluso de la dispersiónde los

datos)entrenuestrosresultadosy los encontradosen otro trabajo (Wier y col. 1989).Este

adelantopodría serun efectode la manipulaciónneonatalque suponela inyeccióndiaria

duranteel destete.Otrosposiblesefectosde estamanipulaciónneonatalhan sido indicados

y discutidos en el apartado correspondiente a los estudios comportamentales (IV.3.4

Discusión)(Ader y col. 1960; Ardila y col. 1977; Crossy Labarba1978; Denenberg1964;

Denenbergy Zarrow 1971; File 1978b; Gray 1971ab, 1991; Hernández1984. Tesis

Doctoral; Levine 1962; Levine y col. 1956, 1967; McCarty y col. 1981; Meaneyy col.

1985; Vázquezy Akil 1992; Villescasy col. 1977).

En esta parte del estudio hemos recogido y combinado las sugerenciasy

aportacionesde otros autoresparatratarde ofrecerun panoramacompletode parámetros

de control paratratamientosneonatalesde tipo farmacológico(Zagony McLaughlin 1990a,

Wier y col. 1989). La coherenciay complementariedadde los resultadosobtenidosasí

como el amplio espectroabarcadoparecenjustificar la eleccióndel diseñoempleado.



Y. DISCUSIÓN GENERAL
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La investigación llevada a cabo a partir del descubrimientode los diferentes

componentesdel sistemaopioide endógeno(SOE) ha reveladola implicación de dicho

sistema en una amplia variedadde funcionesbásicasasí como en la expresiónde una

numerosa gama de comportamientos.Paralelamente,se ha demostrado la amplia

distribución tanto de los receptorescomo de los péptidosopioidesen diversaszonasdel

sistema nervioso central directamenteimplicadas en la integración de las funciones

vegetativasy en el control y regulaciónde las respuestasadaptativasdel individuo en su

interaccióncon el medio ambiente,incluidas las interaccionessociales.Coherentemente

con estos hallazgos, se ha demostrado la coexistencia e importantes interacciones

funcionalesentre el SOE y otros sistemasneuroendocrinosque asimismodesempeñan

diversospapelesen las funcionesde regulacióny coordinación.

A los estudios en animales adultos -la mayoría de ellos en roedores-han seguido

los estudiossobreel desarrollodel SOE en animalesneonatos.Dentro de estecontexto,

se han realizadouna seriede trabajos-ya comentadosen la Introducción- que mediante

la utilización de tratamientos farmacológicosde tipo opioide y diversas técnicas

bioquímicas,fisiológicas y comportamentaleshan llevado a la ideade que los receptores

opioidesdentro del sistemanervioso central presentanuna plasticidadúnica duranteel

períodoen el que estánen rápido desarrolloontogenético.A su vez, estaseriede estudios

llevan a plantearla posibleexistenciade períodoscríticos en el desarrollode SOEdurante

los cuales,tanto el propio sistemaopiode,comootroseswechamenterelacionados,se vean

afectadospordiversostratamientosneonatales.Desdeestapresunción,resultaplausibleque



-301-

la inercia de los posibles efectosde talestratamientosse manifiestecomo alteraciones

permanentesen la edadadulta.

De acuerdo con los objetivos planteadosen el presentetrabajo,ya expuestosen el

apartadocorrespondiente,enfocamosnuestrosprimerosestudiosal análisisde los efectos

de un tratamientosocialescasamenteutilizado -el aislamientosexual-y de un antagonista

y opioide especificoe irreversible, la B-funaltrexamina(B-FNA), sobreel desarrollodel

receptory en cerebroentero y la nocicepción.Conviene señalarque este trabajo ha

aportado la primera evidencia directa de que la B-FNA alcanza y se une a los receptores

u encefálicos en edades tempranas (comienzos de la primera y segunda semanas

postnatales) del desarrollo. Nuestros resultados indican que el aislamiento sexual puede

producirun descensoen el númerode receptoresy posiblementesu retrasoen el desarrollo

de los mismos, y que este efecto se manifiesta concretamente durante las dos primeras

semanas postnatales. El estudio de los efectos de la B-FNA ha producido evidencia

adicionalsobrela plasticidadúnicadel receptory duranteesemismoperíodotempranodel

desarrollo,que parecepor tanto sercrítico, lo cual estáde acuerdocon evidenciasprevias

(Bardo y col. 1982, 1983; Tempel y col. 1988; Zadinay col. 1985).De hecho,una única

inyección del fármaco en el día 7 de vida postnatal produjo una disminucion considerable

en el número de receptoresuna semanamás tarde. Los estudios paralelos sobre

nocicepción indicaron que tanto el aislamiento sexual como la B-FNA afectan a las

respuestas nociceptivastanto a los 7 como a los 14 díasde edad,mostrándosela prueba

con estímulotérmico mássensibleque la que utiliza un estímulomecánicoa los efectos
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del aislamientosexual.Además,nuestrosresultadossugierenquela combinaciónde ambos

tratamientospuedeproducirefectoscompensatoriossobrelos umbralesnociceptivos.Las

complejas interacciones entre los diversos receptores opioides y otros sistemas

neuroendocrinosen la modulacióndel dolor podríancontribuir a explicar la falta de una

correlación clara entre los efectos sobre el receptor y y las modificaciones en la

nocicepción.Desde un punto de vista metodológico, nuestrosresultadosapoyan la

necesidadde valorarotros parámetrosen estetipo de estudios.En concreto,han aparecido

interesentesefectoscolateralessobrelas proteínasde membranatotalesque puedenserde

interés para trabajos posteriores.Conviene ademásdestacarque las modificaciones

metodológicasintroducidaspor primera vez en esta Tesis Doctoral en la pruebade

inmersiónde la cola suponenun avanceinteresantey de gran utilidad en la adaptaciónde

las pruebasnociceptivasa los estudiosde desarrollo.

Existe hoy día un gran número de datos experimentalesque demuestranlas

estrechasrelacionesfuncionales entre el SOE y los sistemasmonoaminérgivos.Sin

embargo, han sido menos estudiadas las consecuencias que la plasticidadúnicadel SOE

duranteel desarrollotempranopuedatenersobreel funcionamientode dichossistemasde

neurotransmisión. Es más, los trabajos previos en que se administraba un antagonista

opinide -la naloxona-duranteel períodopredesteteno revelaronefectossignificativosdel

tratamientosobrelos niveles de NA. DA. ó 5-HT en diversasáreasencefálicasestudiadas

en ratasde 22 díasde edad (Bardo y col. 1982). La utilización en el presentetrabajode

otro antagonistaopioide de más larga duración -la naltrexona-y el hecho de haber
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realizadoun estudiocontinuadodesdelos primerosdíaspostnatales(día7) hastala edad

adultahandemostrado,por el contrario,notablesefectosdel bloqueofuncional del sistema

opioide sóbrelos sistemasdoparninérgicoy serotoninérgicoen tres regionesencefálicas

especialmenterelevantes:estriado,hipotálamoy mesencéfalo.Además,se ha puestode

manifiesto la inercia de algunosde estosefectoshastala edadadulta. Nuestrosdatos

indican efectosdiferencialesdel tratamientodependiendodel sistemamonoaminérgico,de

la región encefálica concretay del período del desarrollopostnatal que se trate. La

complejidad de los efectosencontradospodría explicarse, al menos en parte. por la

diversidadde receptoresopioidesafectados(al emplearseun antagonistade tipo general)

asícomopor posiblesfenómenosde supersensibilizaciónal término del tratamientocon

el antagonista.En todo caso, nuestrosresultadossugierenque los opioidesendógenos

podríandesempeñarun importantepapelmoduladorsobreel desarrolloy establecimiento

de otros sistemasde neurotransmisores,particularmentelos sistemasmonoaminérgicos

estudiados.Convieneresaltarcomo un hallazgo interesantedel presenteestudio que,

mientrasel sistemadopaminérgicoresultaserel másafectadodurantelas primerasedades

estudiadas(7 y 14 días),el sistemaserotoninérgicocomienzaa verseafectadoen períodos

masavanzadosdel desarrolloy muestraaún alteracionesen la edadadulta. Además,de las

tres regionesencefálicasestudiadas,pareceserel mesencéfalola menosvulnerablea ser

afectadaa largo plazoporel tratamientocon NALTX, no presentandomodificacionesen

cuantoa la función serotoninérgica(segúnlos parámetrosestudiados)en los animales

adultos. Estos resultadospodrían reflejar diferenciasen el patrón de maduraciónde los

propios sistemasmonoaminérgicosy/o de sus interaccionescon el SOE.
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En el último gran apartado de estaTesisDoctoral,se analizaronlas consecuencias

del bloqueofuncional del sistemaopioide (medianteel mismo tratamientoutilizado para

el estudio de las relacionesneuroquimicas)sobre la respuestacomportamentalde los

animalesadultos ante diferentespruebasque suponendiversas intensidadesde estrés

ambiental para el animal y permiten valorardistintosaspectosdel comportamiento.Como

se ha puesto recientemente de manifiesto, la utilización del tablero de agujeros -además

del campo abierto- permite medir parámetros de significación exploratoria y discernir por

tantoentreexploraciónque podríamosdenominardirigida y actividadgeneral(Kshamay

col. 1990; Lister 1987; Pellow y col. 1985; Steenbergen1991; Wilson y col. 1991).

Nuestrosresultadosapoyanestepunto de vista y de hecho,la utilización del tablero de

agujeros nos ha permitido constatar que los efectos del tratamiento neonatal con naltrexona

consisten en una disminuciónde los parámetrosclaramenteexploratoriosen estaprueba,

como son la exploración de agujeros y el tiempo de exploración, además de la

deambulación interna que hemos considerado como parámetro aparte de la externa. Este

criterio se ve igualmentereforzadopor los resultadosobtenidos.La utilizacióndel laberinto

en cruz como prueba de ansiedad (Pellow y col. 1985) en nuestro trabajo ha resultado de

gran eficacia para demostrar que el tratamiento predestete con naltrexona causa un efecto

específico de aumento de la ansiedad mientras que no parece afectar en esta prueba, como

tampoco en el tablero de agujeros. a otros parámetros relacionados con la actividad más

generalo inespecíficadel animal. Finalmente,la realizaciónde lapruebade campoabierto

durante tres días consecutivosy el elevado número de parámetros medidos ha

proporcionado una gran riqueza de información referida a distintos aspectos del
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comportamientode los animales tratadosneonatalmentecon naltrexona. Además, las

especialescaracterísticasdel estrésal que son sometidoslos animalesduranteestaprueba,

distintas de las otras dospruebascomportarnentalesrealizadas,han añadido.,asimismo,

nuevainformaciónrespectoa los efectosdel sexo y su interaccióncon el tratamiento.

Es conocidala relaciónde los neurotransmisoresde los sistemasmonoaminérgicos

con diversospatronescomportamentalesen el adulto. En estesentido, cabe reseñarla

especialimplicacióndel sistemaserotoninérgicoen las respuestasde ansiedad.Así, se han

relacionado los comportamientosde tipo ansioso con elevacionesde la actividad

serotoninérgica.En relacióncon nuestrotrabajo,se ha observadoque diversoscompuestos

agonistasde la 5-HT o potenciadoresde su síntesiso recaptaciónhacendisminuir las

entradasde las ratasadultasen en los brazosabiertosdel laberintoen cruz, mientrasque

algunos antagonistaso inhibidores las incrementan (Kshama y col. 1990). Nuestros

resultadoscomportamentaleshandemostradodeforma contundentequeel bloqueoopioide

duranteel períodopredesteproduceuna elevaciónde los nivelesde ansiedadmostrados

por los animalesen la edadadultaen lamencionadaprueba.No seencontraronvariaciones

en la tasade recambiode serotoninaen estriado(desciendentanto 5-HT como 5-HIAA¿l,

perose encontróunaelevaciónde esteparámetroen el hipotálamo,región másrelacionada

con el control de las emociones.Sin embargo.hay que considerarel hechode que los

nivelesdel metabolitoen el hipotálamo no se modificaronfrentea los encontradosen los

controles,mientrasque los de serotoninase redujeron.lo que haceque el significado de

estas variacionesno sea fácil de interpretar en cuanto a sus posibles repercusiones
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comportamentales.En este sentido,puedeserde interésmencionarque unaconsecuencia

de la exposicióna agentesestresantescomo el choqueeléctricoes la disminuciónde 5-HT

en distintas regionesdel encéfalo(entreellas el hipotálamo) y el choqueincontrolable

produciría reduccionesen la concentraciónde serotonina más eficazmenteque el

controlable(para revisión ver Anisman y Zacharko 1990). Ademásotros autoreshan

encontradoun descensoen la capacidadde síntesisde 5-HT en el hipocampode ratasratas

sometidasa estrésprenatal(Peters1986). Así, podríaespecularseque uno de los posibles

correlatos neuroquimicos de las situaciones de mayor emotividad podría ser una

disminución de las concentracionesde la serotoninaencefálica, lo que haríaque los

resultados comportamentalesencontradospor nosotros (aumento de la emotividad)

estuvieraen ciertaconsonanciacon los obtenidosen las regionesencefálicas,especialmente

en el hipotálamo.dondeestabajadasupone,además,un aumentode la tasade recambio.

Por otro lado, cabeseñalar,que el papel comportamentalde los distintosreceptoresde

serotoninano estádel todo aclarado.Así, en algunostrabajosse ha encontradoque los

antagonistasdel receptor5-HT2tienenefectosansiolíticos(Becker1986; Meert y Colpaert

1986), mientrasque en otros se sugiereuna acción ansiogénica(Kshama y col. 1990:

Pellow y col. 1987>. Además, se ha visto que uno de ellos, la ciproheptadina,parece

incrementar la tasa de recambio de la 5-HT (Golembioska-Nikitin y col, 1977V También

existecierta controversiasobreel receptor5-HTlA, puestoque, segúnel agonistade este

receptor(o puedeque incluso la vía de administración)que se emplee.se puedenobtener

efectos opuestos sobre el grado de ansiedad de los animales en el laberinto en cruz (Graeff

y col. 1990: Kshama y col. 1990: Wilkinson y Dourish 1991). Todo ello vienea señalar
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la complejidadde la función serotoninérgicaen la regulaciónde los nivelesde ansiedad

en las situacionesde conflicto parael animal, ya señaladaporotros autores(pararevisión

ver Wilkinson y Dourish 1991). Nuestrosresultadosvendríanaapoyar,al menosen parte,

esta visión al ser el sistema que permanece más alterado en la edad adulta por el

tratamiento,acompañadode aumentosde la ansiedaden el comportamientoen el laberinto

en cruz. Por otra parte, se sabeque las anfetaminas(fármacosinductoresde la liberación

de catecolaminas)incrementanla actividad locomotora en la rataadulta (por ejemplo:

Fukuda y col. 1977; Kelly y col. 1975; Kovács y De Wied 1978) y que las dosis de

anfetaminay haloperidol(antagonistade la dopamina)capacesde afectarla actividaden

el campoabierto incrementándolay reduciéndola,respectivamente)tienenun efecto sobre

motilidad general.sin otroscomponentesemocionales(Kovácsy De Wied 1978).Similares

decrementosen la actividadgeneralen campoabierto sehan observadoen ratasadultas

tratadasneonatalmentecon 6-ORDA (toxina anticatecolaminérgica)(Fukuday col. 1977)

y en la actividaden el tablerode agujerospor la inhibición de la síntesisde catecolaminas

en ratas adultas (Gil y col. 1992). Así, la ausenciade efecto del tratamientoen los

parámetrosmedidossobreel sistemadopaminérgicoen el cuerpoestriado,que presentan

una mayor relación con el control motor, junto con los resultadosde las tres pruebas

comportamentales(en las que no se detectaroncambiosen la actividadlocomotorageneral

como tal), estaríanen consonanciacon los datosencontradosporaquellosautores.Se ha

descrito una posible implicación del sistema dopaminérgicoen el grooming genital

inducido por oxitocina en ratas adultas. Dicha interacción parece producirse a nivel

extraestriatal.y. además,los cambiosen ese parámetrono se vieron acompañadosde
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modificacionesen el atusainientorostal (Dragoy col. 1986).Másaún, otrosautoresno han

encontradoefectossignificativos sobreel atusamientopor inyección de anfetaminao

haloperidol (Kovács y De Wied 1978). En nuestrotrabajo se observaroncambiosen el

atusamientorostral sin que aparecieranalteracionesparalelasen el sistemadopaminérgico

estriatal. Estos resultadosestánen la línea de los datos anteriormentemencionados,y

sugierenqueno existeunarelaciónentreel sistemadopaminérgicoestriataly la expresión

del atusamientorostral.

En conjunto, la bateríade pruebasutilizada nos ha permitido obtenerun cuadro

coherentey completode las alteracionescomportamentalescomoconsecuenciadel bloqueo

funcional transitorio del sistema opioide durante el desarrollo. Esto constituye un

importanteavanceen estalínea de investigación,ya quehastaahoralos datosdisponibles

se referían a aspectosmuy parcialesdel comportamiento.El hechode que los efectosde

los tratamientosneonatalescrónicoscon sustanciasopioidessobrela nocicepcióntengan

mayorduraciónque las alteracionesproducidasen el númerode receptores(pararevíslon

ver Bardoy col. 1983; Tempely col. 1988)han llevado ha proponerque la inerciade estos

efectossedebaa cambiosproducidosa nivel neuronalpresináptico(Bardo y col. 1983).

El hechode que nosotroshayamosencontradovariacionesen los nivelesde monoamínas

en el animal adulto, unido a diversoscambiosen parámetroscomportamentales(ver

apanadoIV.3 Estudios comportamentales:tratamientoCon naltrexona),podríaapoyaresta

hipótesis.
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La valoraciónde una seriede parámetrosde controlrelacionadoscon el desarrollo

ha supuestola aportacióna estetrabajode datoscomplementariosde indudableinteréspara

un estudiode estetipo en el que se empleaun tratamientofarmácológicoduranteedades

críticas (para revisión ver Zagon y McLaughlin 1990a). Así, los resultadosde las

valoracionesde ADN, proteínasy pesocerebelaresconfirmanque las edadestempranas

del desarrollopresentanunaespecialsensibilidadal tratamientocon antagonistasopioides.

en concordanciacon lo encontradoen otros apartadosde estamisma Tesisy por estudios

anteriores (Bardo y col. 1982, 1983; Tempel y col. 1988; Zadina y col. 1985). Sin

embargo,las conclusionesque sepuedenobtenerde nuestrosdatos, segúnlas cualesel

tratamientocon naltrexonapodríacausarun cienoadelantamientodel desarrolloneuralen

el cerebelo,estaríanen oposicióncon lo observadoen trabajosanteriores(pararevisiónver

Zagon y McLaughlin 1992). Hay que señalar,no obstante,que nuestrosefectosse han

encontrado fundamentalmenteen la primera semanapostnatal y los trabajos mas

comparablescon el nuestro sólo han estudiadolo que sucedea los 21 días. Además,

nuestrotratamientocon naltrexonaha tenido lugardurantela faseoscuradel ciclo diario.

mientrasque en los estudiospreviosseadministróen la fase lumínica. Puestoque se sabe

que existen variacionesimportantesen el contenidode opioidesy sus receptoresen el

encéfaloentre unafase y otra (Giardinoy col. 1990: Trentini y col. 1991),nuestrosdatos

podrían ser una indicación de que, debido a dichas modificacionesen el sistema, el

bloqueoopioide tendría unasconsecuenciasdistintas sobrelos parámetrosde desarrollo

neurobiológicodependiendode la etapadel ciclo circadianoen que el tratamientotenga

lugar.
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La menor tasa de crecimientocorporal encontradaen la etapapresdesteteestá

básicamenteen sintonía con hallazgos anterioressobre los efectos de la naltrexona

administradade forma intermitentesobreel desarrollosomático(Zagon y McLaughlin

1984). Sin embargo,en nuestrocaso -y a diferenciade aquellosautores- nosotrosno

descartamosla existenciade un efectodepresordel comportamientoalimentario,que ya

ha sido descrito anteriormenteparaotro antagonistaopioide en ratasneonatales(Sewell

1980). Esta interpretación se vería también apoyadapor el hecho de que el efecto

encontradoen estetrabajoes pequeño(y menor al descritopor aquellosautores),por lo

que seríamenosprobableque fueraconsecuenciade una interferenciadel tratamientocon

los mecanismosgeneralesde que regulanel crecimientosomático.Por otra parte,parece

bastanteclaro que. posteriormenteduranteel desarrollopostdestete,el pesoligeramente

mayor de los animalestratadosse podríadebera una mayor ingestade comiday bebida.

lo que sugeriríala idea de un cambio en el comportamientoalimentado.Estos útimos

resultadosestaríanen concordanciacon el conocidopapeldel sistemaopioideen el control

de la ingestaen ratasadultas(Giargino y col. 1990; Levine y col. 1985: Morley y col.

1983) y podrían ser consecuencia de un tono opioide modificado (posiblemente aumentado)

de forma permanente-al menosen lo que se refiere al control de estafunción- en los

animalesadultostratadosneonatalmentecon naltrexona.Sepodríaespecular.además,que

estaingestaincrementadapudieraserotra manifestacióncomportamentalmásdel mayor

nivel de ansiedadmostradopor los animalestratadosen el laberintoen cruz o de mayor

emotividaden el campoabierto.En apoyo de estaideaestañanlas evidenciasencontradas

de que el estréspuede aumentarel consumoalimentario tanto en animalescomo en los
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sereshumanos(Gray 1971a,1991; Kavaliersy Hirst 1987; Morley 1991; Tazi y col. 1985,

1986, 1987),asícomo que otros autoreshayanpostuladouna acciónpotenciadorade los

opioidesen la inducciónde la ingestapor estrés(pararevisión ver Kavaliersy E-lirst 1987;

Morley 1991). Más aún, en relación con nuestrosresultadosneuroquímicos,se ha

postuladotambiénel incrementodel consumode comidapodríaserdebidoa unaalteración

de la transmisión serotoninérgica(Leibowitz 1990), y se ha asociadoun aumentode la

ingestaa pautasde tipo ansiosoy emotivo por administraciónde un agonistadel receptor

5-HT lA (Bohusy col. 1991).

Nuestrosresultadostanto a nivel bioquímicocomocomportamentalapoyanla idea

ya sugeridapor otrosautores(Bardo y col. 1982, 1983; Simnathsinghji1985;Tempely col.

1988: Zadina y col. 1985)y por nosotrosmismosbasándonosen otrosresultadosde este

trabajo, de que parecenexistir períodoscríticos duranteel desarrollodel sistemaopioide

endógeno.De hecho,nuestrosdatosindicanque el bloqueofuncional subcrónicode dicho

sistemaduranteel períodopredesteteproduceefectosa largo plazotanto sobreel sistema

serotoninérgicocomo sobreel comportamiento.Estosresultadosdemuestran,además,que

el SOEestáimplicadoen los mecanismosneuroendocrinosque subyacenal establecimiento

de las respuestasadaptativasdel animal adulto ante diversas situacionesde estrés

ambiental.

Porúltimo, convienehacerhincapiéen el interéspotencialque desdeun punto de

vistaclínico podríantenernuestrosresultados.Concretamenteen relación a las posibles
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repercusionesde alteracionespsicológicas o tratamientosfarmacológicosque puedan

modificar la funcionalidaddel sistemaopioide duranteel período neonatalo postnatal

temprano.



VI. CON(TUSIONES
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Los resultadosobtenidosen el presentetrabajonos permitenllegar a las siguientes

conclusiones:

1.- Las edades postnatales tempranas, y en concreto, las dos primeras semanas

de vida, son crucialespara el desarrollo de los receptoresji opioides

valoradosen el encéfaloentero.Además,esduranteesteperíodocuandoel

receptorp parecesermássensibleal efectodel aislamientosexual.

2.- Aunqueno parecehaberunacorrelaciónmarcadaentrelos efectossobrelos

receptoresji y la nocicepción,el aislamientosexual pareceafectarmás

acusadamentea la percepciónde los estímulos térmicos frente a los

mecánicos.

3.- Tantoel aislamientosexualcomoel bloqueoagudoe irreversiblepor la 13-

funaltrexarninadel receptorduranteel período neonatalpuedenproducir,

individualmente,alteracionesel sobredesarrollode los receptoresji y el

contenido de proteínas encefálicos, así como sobre la percepciónde los

estímulos nociceptivos térmicos. En ningún caso presentan efectos

claramente sinérgicos, aunque sus acciones pueden llegar a compensarse

entre sí.
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4,- La administraciónde la 13-funaltrexaminaal nacimiento(pero no a los 7

días de edad) produce una depresión del contenido de las proteínas de

membranaencefálicasuna semanamástarde,lo que sugiereque el usode

estecompuestoen los recién nacidos produciría efectosque no parecen

directamenterelacionadoscon su capacidadde antagonizarel receptorji.

5.- El bloqueo funcional de los receptoresopioldespor naltrexonadurante

períodoscríticos del desarrolloproduceimportantesmodificacionesen los

sistemasdopaminérgicoy serotoninérgicocentrales,que dependende la

regiónencefálicaestudiaday cuyasconsecuenciassemanifiestantambién

sobredichos sistemasen el adulto.

6.- El sistemadopaminérgicoen el cuerpoestriadoparecesermás sensibleal

bloqueoopioidedurantelas dosprimerassemanaspostnatales,mientrasque

el sistemaserotoninérgico,segúnlo observadoen las regionesestudiadas

(cuerpoestriado,mesencéfaloe hipotálamo)comienzaa mostraralteraciones

debidasal tratamientodesdeel día 14 y éstascontinúanapareciendohasta

la edadadulta,

7.- El tratamiento subcrónicocon naltrexonadurante el período predestete

incrementalos nivelesde ansiedad/emotividady disminuye las tendencias

exploratoriasen los animales adultos, sin que, aparentementese vea
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modificadasu actividad locomotora.

8.- Así, se podría afirmar que, duranteel período neonatal, los opioides

desempeñanun papel determinanteen el desarrollode los mecanismos

neuroendocrinosque subyacen a las pautas de ansiedad/emotividady

exploraciónen el adulto.

9.- La adaptaciónde las condicionesde la pruebanociceptivade inmersiónde

la cola en agua caliente para los animales neonatosresulta ser una

modificaciónde granutilidad queconfiereuna mayoreficaciaa estaprueba

en la valoración de los efectosde los distintos tratamientosduranteel

desarrollo,al tiempoquepermite satisfacermejorlas consideracioneséticas

relativasa la experimentaciónanimal.

10.- La bateríade medidasempleadaparael seguimientode las accionesde la

naltrexona sobre diversos parámetros del desarrollo somático y

neurobiológicopostnatal parece ser adecuadapara detectar incluso los

efectosde pequeñamagnituddebidosa estefármaco, por lo que podría

representarun modelo válido en estecampoparael control de las posibles

alteracionescolateralesproducidaspor los compuestosde tipo opioide.
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