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Debia conocer el opio, saber del opio, para dar mi
testimonio. .. Fuineg muchas pipas, hasta que
conocf{... No hay suefos, no hay 1msgenes, no hay
paroxismo... Hay un debilitamiento melédico, como
sl wna nota infinitamente suave se prolongaira en la
atmésfera... Un desvanecimiento, una oquedad dentro
de uno,.. Cualquier movimiento del codo, de la
nuca, cualquier sonido lejano de carruaje, un
bocinazo o un grito callejero, entran a formar
parte de un todo, de una reposante delicia...

FABLO NERUDA =

* Neruda, P.: Confieso que he vivido. Memorias.
Seix Barral, S5.A., México, 9a. edicidn, 1979.
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RESUMEN

EFECTOS DE TIPOD OPIACEQ PRODUCIDOS POR LA CICLOHEXIMIDA Y LA
BACITRACINA

Diversos estudios sugleren que los peptidos opisceos,
especialmente las encefalinas, actovan zomo neurctransmisores o
como neuromoduladores en el sistema nervioso central, y se ha
demostrado, en los sitios apropiados, la presencia de las
enzimas necesarias para su sintesis y biodegradacien. Se sabe
que las encefalinas son ipmediatamente hidrolizadas en sus
aminoscidos constituyentes por la accien de aminopeptidasas:
asimismo, gue los 1inhibidores de estas enzimas aumentan y
prolongan  los efectos de las encefalinas., El proptsito de este
trabajo  fue coneocer si1 un  grupo de antibisticos, capaces de
inhibir la sintesis proteica a través de divarsos macanismos,
producen en el ratdn efectos de tipo opraceo, En un primer grupo
de euperimentos, ratones macho, C-37-Blach, de 20 a 20 de
peso, fusron inyectados intraperitongalmente con morfine (3, 1o,
Iy 1wd mg/irg)  ciclohesnymida,  baciteacina, cloramfenicel,
anisomicina, puromicina  y dehldroenetina (37,5, 75, 150, Z00 y
600 mg/kg, 1p) ¥y la actividad locomotore espantinea fue
determinada, durante un periodo de &0 min, por medio de cajas de
actividad locomotora. En un seqgundo grupo de experimentos, en
los que se utilizaron ratones macho o hemhras Tacomic, de 20 a
30 g de peso, se determind el efecto antinonciceptivo de los
farmacas indicados por medio del procedimiento de la pinza

arterial, Los campuestos que mostraron propiedades
antinociceptivas en dicha prueba (morfina, cicluoheximida,
bacitracina) fueron sometidos a los procedimientos de plancha

caliente y estiramiento corporal inducido por acetilcolina. Cada
firmaco  fue probado a cuatro o cinco niveles de dosis y se
utilicaron 19 animales por cada dosis. En la Jdltima serie de
experimentos se determing la toxicidad aguda :intraoporitenzal de
la morfina, la cicloheiimida y la bacitractina en un grupo de
rataones Taconi: machas de 20 a IO g de peso. La Dhso y los
lmites de confianga 95 se calecularon por medio del
procedimiento de Litchfield y Wilcoxon., Se enconirsd que la
morfina y la cicloheximida aumentan, en foraa doais-dapendisnie,
la actividad locomotara del raltdn y que inhbien las respuestas
conductuales a los estimulns nociceptivos, En todos lus casos,
la potencia relativa de la cicloheximida fue considerablemente
inferior a la de 1la morfina. El patren de efectos de la
bacitracina fue diferente: disminuyd la actividad locomotora y
su efecto antinociceptivo fue muy discreto. Ninguno de los otros
firmacos probados aumentd la actividad locomotora o mostrd
efectos antinociceptivos, El pretratamiento con naloxona
antagon:za  claramente la hiperactividad, la analgesia y la
letalidad inducidos por la morfina y la cicloheximiday y sélo
discretanente la analgesia y la letalidad provocadas por la



bacitracina. Estos resultadeoz ravelan que 13 admipiztrocisdn
sistémica de cicloheximida produce efectos bioldgicos semejantes
a los de la wmorfina. Tales efectos pueden ser debidos a una
inhibicidn de las enrimas biodegradantes de las encefalinas, o
bien a una accidn directa sobre los receptores opisiceos. Ninguna
de estas dos posibles explicaciones scbre su mecanismo de accidén
pueden precisarse con base en los estudios que aqui se
teporten, En el caso de la bacitracina se puede suponer gue sus
efectos involucran al sistema encefalinsrgiceo, ya que se ha
reportado que esta substancia aumenta los niveles cerebrales de
encefalinasy sin embargo, sus efectos no son claramente
antagonizados por la nalosona y sdélo se presentan con dosis
neurotdicicas,




SUMMARY

OPIDID-LIKE EFFECTS PRODUCED BY CYCLOHEXIMIDE AND BACITRACINE

Several studies suggest that same opioid peptides, enkephalins
in particular. may function as either neutrotransmitters or
neuramodulators 1n  the central nervous system, and it has been
demanstrated the presence of the enzymes necessary for its
synthesis and brealdown, at appropriate sites. Enkephalins are
almost immediately hydrolvzed into their constituent amino acids
by the action of aminopeptidases. It has also been shown that some
aminopeptidase inhibitors increase and prolong the biological
effects of enkephalins, The purpose of this worlk was to determine
whether some antibiotics, which inhibit the protein syntesis by
different wmechanisms, induce opioid-lite effects in mice. In a
first group of experiments, male C57-Black mice, ranging in body
welght from 20 to I0 gy, were 1n)ected intraperitoneally with
morphaine (I, 1@, IO and 100 mg/lhg), cycluheximide, hacilracine,
chlaramphenicol, anisomvuin, puranicyn or dehidroemetine (37,9,

7S, 150,  Zov  oand &M mg/slg), and  the sponlaneous locomotor
activity was devermined, duwiing 0 min period, by means of
pholocell locunotor activity cages. In a second group of

experiments, male or femnale Taconic mice, weighing 2¢ to 39 g,
were used. Antinociceptive activity of the above mentioned drugs
was determined by the artery clip method, Compounds showing
antinociceptive activity 1n  this test (morphine, cycloheximide,
bacitracine) were further assessed in the hol plate and wrathing
inducred by acetyicholine procedures. Each drug was tested at four
or five dose levels on 10 amimals per each dose. In the last group
of esperiments, acute intraperitoneal toxicaty was
determined for morphine, cycloheximide and baciiracine in male
Taconic mice weighing 20 to 36 . LDwos and 93% confidence limits
wetre calculated by the method of Litchfield and Wilcoxon. 1t was
found that morphine and cycloheximide 1nduce a dose-dependent
increase  1n the locomotor activity of mice and that effectively
inhibits the behaviaral responses to nociceptive stimuli. In all
these actions cyoloheximide was considerably less potent than
morphineg. Raultracine possess a different pattern of effects:
reduce locomotor activity and ils antinociceptive affects were
evident only at neurotoxic doses. Neither increase i1n locomotor
activity nor antinociceptive effects were observed with other
drugs tested. Fretreatment with naloxone cleariy antagonized the
locomoter activity, analgesia and lethalily of morphine and
cyclohe:simide, and blocked somewnat the analgasia andg lethality
induced by bacitracine. These data indicate thal the systenic
administration of cyclohe:imide induces biological effec similar
to those of norphine, [t remeins to be stablished whether thens
effects are due to an inhibition of the gynlesis of
aminopeptidases or to a direct action on opioid receptors. In the




case of bacitracine, it is possible that the encephalinergic
system is involucrated in its biological effects since it has heen
reported  that this drug increase the brain levels of enkephalinsg
hawever, its effects are not clearly antagonized by naloxone and
are only induced at neurotoxic doses.
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1. INTRODUCCION

I.t. Antecedentes generales

El opi1o e5 probablemente uno de los medicamentos mas antiguo.
El conocimiento 1ni1cial del hombre acerca de los efectos psito
estimulantes del Eistema Nervioso LULentral, del producto que se
obtiene de las ci#psulas verdes de la adormidera (Papaver
sosniferus) esti: 1mplicito en los reqgistros sumerios de hace mas
de 6000 afos. Sug propledades medicinales y mitodos de recoleccion
estin descritos en las tablas midicas asirias (siglo VII a.C.) vy
en &l papiro de &bers, gue data de los afos 1509 a.c. Los escritous
de Homero permiten identificar gque los griegos usaban regularmente
el op1o desde el a0 900 de la misma <poca. Hipdcrates,
Dioscérides y BGaleno adoptaron y e:xtendieron el uso del opio y los
romanos aprendieron acerca de <1 durante la conquista del
HMediterrsneo. En el Medioevo, la difusion de!l conocimiento de opio
pasd del mundo #rabe a las cullburas pegrsica, china e india, En el
siglo XViIl, el opio ers ampliamente utilizado en Europa, donde se

le considerd como el remedio mis universal y efectiva (D1 Falma)

Como rtresultado del aislamiento de un alcaloide puro, efectuado
por  Sertiner en 1865 (Di Falma), y de la i1dentificacidn de otros
alcaloides en el opio, ademss de la morfina, se intensificaron las
investigaciones sobre la quimica y 1la farmacologla de estos
productos. Estas pesquisas tambisn fueron estimuladas paor el
reconocimiento  formal de 1los riesgos de su  uso y abuso. Los

avances en el campu de la quimica peecmitieron que. durante el



sltimo rcuartn de siglo Xlx,b se. profundizara el estuoio de la
malscula de la morfina y se  intensificara ia bu;qheda de wn
analgésico potente sin la capacidad ?E pvuauciﬁ deuéndencia,
busqueda que tambisn geners la metodologia atil para el anslisis

razonado de sus efectos bioldgicos.

Despuds de un lapsp de cdasi 1YW afos, aun cuande se han
observado avances significativos, no ha dido posible encontsrar un
analgesico con  las caracteristicas arriba anotadas. Sin embarqgo,
el conocimiento acumulado en este campo, gue constituye uno de los
nuclieas m#*s soslidos de infarmacidn farmacolegica, fue fundamento

para el descubriwiento de las endorfinas, hallaeazgo cuyos alcances

apenas ampiezan 4 vishunbrarse,

Los avances del conocimiento sobre el secanismo de accidn de
los fazrmacos y el ansiisis experimental del efecto de los opisceos
digron origen a la idea de gue sus acciones bioldgicas dependen de
la unidn a sitious espec!{ficos, localizados en la superficie o en
el interior de las c¢#lulas, y son consecuencia de las etapas
guimicas y/0 fisicas gue esa unidn desencadena. Esta hipstesis
estaha sustentada en las siguientes aoebservaciones generales

{Enyder, 1977}

1. Todos los opisceas agonistas muestran semejanzas bésicas en
su  arquitectura molecular, y sus caracteri{sticas fisico-quimicas
sugieren interacciones de baja ensrgia con un sitio receptor

geomdtrica y quimicamente complementario.

2. Algunas estructuras nparcsticas, como fa etarfina, son

ex tremardamente potentes y producen sus efectos,  en . animales,



en dosis del orden de microgramos. La accisn de dosis tan pequekas
sugiere si1empre que los efectos son mediados a través de

receptores por los que la sustancia tiene gran afinidad.

3. las acciones de los opisceos tienen un  alto grado de
estereoselectividad. Usualmente, salo el 1sdmero levo produce los
efectos caracter{sticos del grupo. Dicha estereoselectividad apoya

la idea de un receptor capa:'de distinguir al isomero correcto.

4. Alteraciones menores en la estructura molecular de los
-agonistas opidceos resultan en cambios profundos de la potencia
farmacolegica. De bhecho, sustituciones sencillas en ciertas
porciones de la molecula se traducen en compuestos con propiedades
antagenicas muy especificas. La accidn antagonica suele explicarse
por un fendmeno de competencia a nivel del sitio receptor

{farmacoloyico) .

La identificacien y caracterizacicon de los receptores opisceos
requiriy de esfuerzos extraordinariaos. E1 obsticulo principal
depend{a de que estos fiarmacos se unen a casi cualquier membrana
biolvgica en farma inespecifica, es decir la unidn no asociada a
un receptor, Despuss de numerosos intentos se pudo demostrar la

iistencia de sitios de union estereocespeci{fica. log eatudins mis

significativos fueron realizados simultineamente por tres grupos
independientes (Fert y Snyder, 1972a; Terenius, 19735 Simon y
cols, 18725, todos ellos se basaron en &l criterio de
estereoselectividad formulado por Goldstein y cols en 1971 (50),
De 1972 a 1975 se obtuvo informacion sobre las caracteristicas,

localizacien y distribucidn de esos receptores y se confirmd su



existencia en el hombre y en todos los vertebrades principalmente,
¥ en algunos invertehbrados. Con estos datos se postule la posible
existencia de un sistema gue cumpliera un papel fisiold&gico y, en
consecuencia, la presencia de una sustancia endsgena de naturaleza
tal que 1nteractuara con dicho receptor; la idea de un ligando
enddgeno  también fue apoyada en el hecho de que es posible
producir un estado de anqlgesia por estimelacidn eléctrica de
algunas partes del cerebro, particularmente de la regidn gris
periacueductal {(Reynolds, 1969). La busgueda de esa sustancia
enddgena se inicia con el an&lisis de las hormonas Yy
neurotransmisores conocitdos; sin embarao, Ningune de ellos cumplis
el reguisito de alta afinidad por el receptor. For ello, se

considers: que podrla tratarse de un elemento cerebral desconocido.

El primer reporte sobre un material endidgeno capaz de imitar
los efecto farmacoldgicos de la morfina fue presentado en 1973a
por  John Hughes (&9), quien trabajaba en el laboratorio de Hans
Kosterlitsz en Aberdeen, Escocia. Fudo demostrar que un extracto
acuoso obtenido del cerebro del cerdo inhibe, al igual gue la
morfina, las contracciones del {leo de cobayo inducidas por
estimulacieon elsctrica, y que este efecto es revertido por la
naloxona. Casi simultineamente otros investigadnres repartaron que
un material soluble del cerebro de ratas y de bovinos era capaz de
impedir la unidn de la morfina al receptor opizceo (Terenius y
Wahlstrom, 1274), Ambos hallazqgos apoyaron la hipdtesis de una
sustancia con actividad "tipo morfinico” en el tejido cerebral. A
finales de 1975 el grupo de Hughes inform3d (46) gque el efecto

biolédgica del extracto deberia atribuirse a dos pentapfptidos que



tenfan la secuencia: TIR-GLI-BLI-FEN-MET y TIR-GLI-GLI-FEN-LEU,
sustancias a las gue denominaron encefalinas: encefalina-metionina
y encefalina-leucina., En el mismo artfculo se hize hincapig en el
hecho de que la secuencia de la metionina—-encefalina estaba
presente en el residuo 61-65 de la beta-lipotropina, hormona
hipofisiaria de naturaleza peptidica aislada por Li en 1964
(B87). Esta observacidn fundamental originé que en el cutrso de los
Ultimos afias se identificaran otros psptidos, de cadena més larga,

con propiedades opisceas.

E]l descubrimiento de las encefalinas propicid tanto numerosas
reconsideraciones conceptuales en varias 4reas del conocimiento,
como miltiples estudios que han ido ampliando la informacidn sobre
la actividad binlsgica de estas sustancias en el tejido neural. Si
bien los datos disponibles no son aun suficientes para determinar
su papel fisiolsgico, existe el consenso de una posible funcién
neurotransmisora o neuromoduladora en algunos sistemas,
particularmente en los relacionados con el dolor y las emociones.
As{mismo, se les implica en el fendmeno de farmacodependencia y en
algunas alteraciones patoldgicas. FPor otro lado, ya se han
sintetizado decenas de anilogos que tal vez pusdan encontrar

aplicacién terapsutica como analgé#sicos.



1.2, Los receptores opiaceos

Se acepta que los efectos terapsuticos y tOHicqs de muchos
farmacos son consecuencia de acciones sobre sitios de uniénien el
organismo. Por lo generai, las substancias quimicas ejercen sus
efectos porque interactuan con macromoldculas espec{ficas .y as{
alteran su actividad bioquimica y ffsica. Esta idea, que fle
propuesta en los albores -del si1glo XX (Langley, 190&; Ehrlich,
1913) y determind el concepto de receptor, Este concepto se ha
constituido en uno de los pilares para la 1nvestigaci1an cientifica

sobre los efectos y mecanismo de accien de los fasrmacos.

Aun cuando los  recentores para la maverfa de los farmacos no
estin identiticados, nadie Jduda gue la interaccion farmaco-celula
se efectua, en muchos casos, en sitios especfficos relacionados
con la accion de las substancias quimicas., Las relaciones tan
sutiles entre la estructura quimica y la actividad bioldgica, vy la
accion competitiva de productos anslogos, silo pueden  ser
explicadas en dichos términos, Se piensa gue los receptores, .como
los centros activos de una enzima, son grupos guimicos (carbouilo,

amino, sulihidrilo, fosfato, etc), espacialmente orientados en

paltrunes qgue son complementarios con las substancias quimicas con

que interaccionan (Goldstein y cols, 1974).

Actualmente ss= acepta qua, en general, el receptor es una
macromolicula conformada por sitios reconocibles por substancias
endosgenas wspecificas. La esterecespecificidad de tales sitios
esta determinada por. -fracciones de carbohidratos, lipidos'y

protefnas, La unidn de moleculas endogenas o ensyenas a este sitio



causa alteraciones o cambios: en las moléculas.del receptor, en su
microambiente o en ambos, lo cual 1nicia una cadena de eventos que
conduce a una respuesta biocldgica  {secrecidn o liberacidn de

substancias activas, despolarizacion, etc).

La unmidn del firmaco al receptor se lleva a cabo por fuerzas
reversibles de tipo idnico, y otras relativamente débiles, Fara
algunos farmacos estsn. involucradas uwniones mas firmes de tipo
covalente, en cuyo caso su efecto desaparece lentamente (Goldstein

y cols, 1974).

For ~otro ‘lado, “'la mayer parte de los receptores hasta ahora
caracterizaons  son o protelnas; esto quizs se debe a aque la
estructura oolipeptidica proves la diversidad v especificidad
necesarias de forma y de cargs. Los sitios de accion que regulan
las sefales quimicas enddgenas de neurotransmisores, autacoides,
haormonas, son los receptores farmacolegicos mejor caracterizados.
Otro tipo de protelnas que funcionan cama receptares
farmacologicos son las enzimas (las cuales pueden ser inhibidas, o
bien activadas, por su union & substancias exdgenas), las

proteinas de transporte y las proteinas estructurales.

Tradicionalmente se han utilizado dos procedimientos para
perfeccionar el conocimiento sobre receptores: a) el mftodo
directo gque se orienta a la identificacidn v caracterizacien de
los sitios de union. que constituye el mstodo mas precise; vy b)
el ms todo indirecto, que predomina en la anvestigacien
tarmacolsdgica, y que hace interencilas sobre las caracteristicas de
un receptor a partir de los efectos gue inducen los trmacos,

En este caso, la estrategia mis comun ha sido el estudio de la



-
[

relacidn estructura actividad, {Goldstein vy cols, 1974). Ambos
metodos han sido utilicados para la identificacidn Yy

caracterizaci1on de los receptores opisceos.

Desde 1965 se considerd formalmente la posibilidad de que los
opifceos produc{an suUS efectos porque se unfan a sitios
espec{ficos en el organismo (11). Con fundamento en los estudios
de rtrelacidn estructura actividad, Beckett y Casey propusieron que
el receptor opisceo debfa tener estructuras complementarias a la
de agonistas y antagonistas opixceos; es decir, una superficie
plana para interactuar con las umones hidrofebicas del grupo
arom&tico del opidceo, un sitio anidnico, que se une al cativnico
del narcédtico mediante uniones deébiles, y una cavidad donde se

acople el resto de la molzcula morfinica (11).

Fosteriormente, Smythies propusoc que el receptor opisceo
ests constituido por dos cadenas paralelas beta-peptidicas ligadas
a traves de uniones complementarias entre sus aminoscidos, las
cuales se uJnen a dos cadenas secundarias, constituyendo una
estructura plegadiza (148), Esta wmolécula puede tener dos
conformaciones espaciales, las que corresponden una a la upi1dén del
agonista y otra para el antagonista. En 1975, Loh reportd que un
cerebrdsido sulfatado (95) cumple los seFialamientos formulados por
Beckett y Casey (11) y se ha propuesto, que dicha molécula sea el

receptor morfinico o parte de £1.

Como se puede apreciar ambos modelos son muy diferentes y a la

techa no ests totalmente definida su estructura quimica



Como vé se menciond previamente, dichos sitios = fueron
identificados categsricamente en 1973 (Fert y Snyder; Tereniusg
Simon y cols). Ahora se sabe que los sitios de unidn
esterecespecificos para los opliceos se localizan en el SNC y en
Sistema Nervioso Ferif#rico, especialmente en el plexo mientérico
del intestino (Fert y Snyder, 1973a). Esta:n Tuertemente asociados
con la fraccidn membranal de los homogenados tisulares y parecen
estar mas concentrados en la fraccien celular sinaptosomal (Fert y
cols, 1974), lo que sugiere una localizacidn en la vecindad de las
sinapsis. Tal sitio de unidén es saturable y los agonistas y
Antagonistas se wwpen a =1 con un alto grado de atinidad. Las
constantes de disociacidn varfan de ©.025 nM para algunos
derivados ael tTentanil bhasta una afinidad bajga no detectable Dara’
los farmacos que poseen esctividad opioide minimna o nula. Dicho
gitio discrimina tici1lmente los estereoisdmeras, levorfanol y
dextrorfanc, que difieren varios tantos en la magnitud de su

afinidad (Fert y Snyder, 1977b; Simon y cols, 1273).

El pH ¢ptimo para que se efectue la unidn varfa de 6.5 a 8, y
la presencia de sales disminuye la unién, Tambié¢n se encontrd gue
el sodio, en concentraciones normales, disminuye la unidn de los
agonistas y aeumenta  la unidn de antagonistas. Se supone que el
sodio actua sobre algun sitio de la moldcula recentora, diferente
al sitio receptor del opiiceo, alterando su conformacion espacial
de tal manera que favorece la uniidn del antagonista. Este efecto
puede ser reproducido por el ion litio pero no par otros i1ones de
carga posttiva. For otro lado, 1a presencia de enzimas
proteciiticas inhihe claramente la unidn esterecespecifica, hecho
que  sugiere. la naturalsza. sproteica del sitio de unidn (Siman y

cols, 197.; Fasternak y Snyder, 1973a).



La evidencia més convincente para la presencia de receptores
opisceos se deriva de la correlacidn entre la afinidad por los
sitios de unian y la actividad bioldgica. De estos estudios
destacan los de Creese y Snyder (1975), gue estudiaron numerosos
agonistas y antagonistas en el ileo de cobayo y los de Stahl y
cols (1977), quienes relacionaron la afinidad con la potencia

analgégica de 26 estructuras opidceas.

Actualmente se acepta que la esteresespecificidad, la
saturabilidad y la elevada afinidad, ademis de la estrecha
carrelacisn entre la afinidad v la potencia farmacolégica de un
gran numero dJde agonistas 3y  antagonistas, dan wvalidez a la
hipétesis de que dichos sitios de unidn consbtituyen loz receptores

farmacolétgicos relevantes de las substancias opiiceas.

Con el uso de las tdcnices de wunidn al receptor y las de,
autorradiografia se ha encontrado que la distribucion de los
recaptores opisceos en el SNC es paralela a la via del dolor
paleoespinotal dmica (kuhar y cols, 1973). Tambisn se encuentra una
gran densidad de sitios de union en la am{gdala, cuerpo estriado e
hipotalamo, todas ellas partes del si1stema limbico v
tradicionalmente asociadas con la conducta emocional. En la médula
espinal los sitios de unidn se ubican en la substancia gelatinosa,
relacionada con la conduccion de la informacién sensorial relativa
al dolar. A nivel del tallo cerebral, la mayor concentracidn se
encuentra wn el nucleo solitario, gue parece estar relacionado con
el refleio tusigena, y en el srea postrema., gue contiene sitios
donde aparentemente actvan los opisceos para producir néusea y

viamito.
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for otro lado, previamente se habla considerado la existencia
de varias tipos de receptores (Martin, 1976) y fue en 1977 cuando
eata hipdatesis cobrd importancia, cuando Lord y cols encontraron
claras diferencias entre las acciones de la morfina y las
encefalinas sobre el ilec de cobayo y sobre los conductos
deferentes del ratdn (97). Estos investigadores olbservaron que la
mortina es mas efectiva que la teu-encefalina para inhibiv las
contracciones del ileo de cobayo provocadas elgctricamente y que
la patencia es 1nversa ean los conductas deferentes, Por tal
motive, concluyeron que dichos fSrmacos actuvan en ! ileo a
través de Jos receptores msu y a traves de otro tipo diferente de
receptores localizados en laos conductos deferentes, a los qué
denomiparaen delta. Este hallazgo fue vapidamente confirmadao poy
atros investigadores que emplearon las  técnicas de union al
raceptor (Chang Yy Cuatrecasas, 1979). A partir de estas informes
s ha postulado la existencia de receptores especificos para la
morfina (au), las encefalinas (delta) y la beta-endorfina
{epsilon}, la dinorfina (kappa) y la N-alilnormetazocina (sigma)y
ademds, de dos subtipos (mu, y sus) de receptores mu (Fasternak,
1986) . Estas receptores parecen mediar distintas acciones
biplégicas y sge han clasificado de acuerdo a su especificidad

farmacolsgica {(Fasternak y Woods, 19863 Fasternak, 1987). Los

ligandos genas  y enddgenos se unen a tales sitios en diversos
gtrados y el pradominio y la naturaleza de la combinacidn entre un
ligando particular y un receptor especifico determina el perfil
biolégico caracteristico. Cabe subrayar gue los sitios de fijacidan
o reconocimiento especitico se han ident:ificado por técnicas de

fijacidn de radioligandas (Fert y Snydee, 1973b: Simon y cols,

19733 Terenius, 19734 Creese y Snyder, 1975



Zhang y FPasternak, 1980), autorradiograficas (Quirion y cols,
1983) e inmunchistoquimicas (Elde vy cols, 19763 Watson y cols,

1982) .

Se ha considerado que los receptores oplaceos estan
involucrados en el control de numerasos sistemas fisioldgicos: sin
embarga, el anilisis de sus propiedades y funciones es en extremo
diff{cil, ya que la multiplicidad de 1los mismos tiene la
complicacion adicional de gque varios de ellos pueden coexistir en
el mismo tejido (Leslie y cols, 1980; tord y cols, 1277) y aun en
una misma cilula (Egan y North, 1981; Werz y Mac Donald, 1983).
Ademss, de los numerosos peplidos identificados ninguno de EllD;
actua solamente a través de un receptor; de hecho, sus efectos
resultantes dependen de su 1nteraccisn simultanea, en mayor o
menor  grado, con diversos tipos de receptores opisceos. Los
siguientes parrafos pretenden resumir las funciones mas
directamente relacionadas con los S tipos de receptores opisceos

descritos hasta la fecha.

1. Receptores w®u. La analgesia a nivel supraespinal, as{ como
los efectos euforizantes y la depresion respiratoria, que son
tipicamente considerados como efectos agonistas, parecen depender
de los receptores mu (Pasternak y cols, 198@; Bodnar y cols, 1987;
Ward y Takemori, 1983), Estos receptores que se encuentran en
mayor concentracidn en la amigdala, hipotalamo, talamo, nucleo
caudado y Srea gris periacueductal (Goodman y cols, 198%), son
especialmente susceptibles a la mayoria de los opiszceos conocidos
y a los pdptidos opioides. Ademas, esta poblacidn de

receptores parece estar constituida par diversas variantes.



es comin v de alta afinidad para la

mqyfiha',y:paya'las encefalinas; y el mus que es selectivo para la
moffiﬁad {113, Los receptores ®u,, que se encuentran en
concentraciones mas elevadas en el m'ea gris periacueductual,
tslamo medio, cuerpo estriado, coliculo superior y rafe mediano
{Moskowitz y Goodman, 1985), parecen estar mas relacionados con la
analgesia supraespinal, la liberaciun de prolactina, la ingesta de
alimento, el recambio de acetilcolina en el cerebro y la
catalepsia (Fasternak y cols, 1989; Ling y Pasternak, 1983). Los
sitios ®ue, que tambicn se encuentran en altas concentraciones en
el plexo nervioso intestinal, parecen mediar la depresién
respiratoria, el recambio de dopamina cerebral, el transito
gastruinteétinal y los efectos cardiovasculares (Gintzier vy

Pasternak, 1983; Wood y Fasternak, 1983; Ling y cols, 1985).

2. Receptores delta, Esta variedad de receptores, que tiene
predileccign por las encefalinas, parece participar en la
analgesia espinal, en el recambio cerebral de dopamina y en la
tiberacidn de la hormona de crecimiento. Se les localiza en mayor
concentracién en las léminas II y IV de la corteza, en la
am{gdala, nucleo accumbens, tubdrculo olfatorio y ndcleoc del

puente (Goodman y cols, 1980).

3. Receptores kappa. Basado en la caracterizacidén farmacolégica
de .la ketociclazocina en &l perro espinal crénico, Martin propuso
la existencia de receptores espec{ficos a esta substancia y los
denoming kappa (Martin, 1976). Los estudios posteriores
confirmaron la presencia de este sitio de unidn (Hutchinsen y

cols, 1975; Oka y cols, 1981: Sherman y Herz, 1981) y se encontrd



que  la dinorfina, un péptido opioide (Goldstein y cols, 1979}, es
ey ligando natural {Chavhin y cols, 1982). Estos receptores
parecen m»s directamente relacionados con la analgesia espinal, la
inbibicisn de la liberacion de hormona antidiurgtica y la sedacicdn
{(Pasternak, 1986). Su concentracisn en diversas areas varia
significativamente de una especie a otra, siendo considerablemente

m&4s altas en el cerebro de cobayo y mis bajas en la rata.

4, Receptores sigma. Estos receptores, en general poco
estudiados, son activados por la N—alilnurmetazocxnaV(Martiﬁ,,;
19746) y se postula que tienen relacion con Jos efectos disforicas
Y alucigensgenos de los opidceos (Gilbeet y Martin, 19765
Holtaman, 1982 : Shanon, 1983). La presencia de este éipo de

receptoras es aun motivo de controversia (lukin y Zukin, 1981).

5. heceptores epsilon. TambiEn se ha considerado la posible
enistencia de receptores especificos para la beta-endorfina
(Schultz y cols, 1979 y 1981) y ciertos estudios parecen confirmar

esta posibilidad (Johnson y cols, 1982).



1.3 Los peptidos opiaceos

Ya se habfa mencionado que el art{culo de Hughes y cols. (1975a)
enfatizaba que la secuencia met-encefalina estaba presente en la
estructura de 1la beta-lipotropina (residuos 6&1-65), hormona
peptidica de 91 aminoscidos que habia sido aislada de la glandula
pituitaria por Li en 1964 taé). Esta observacidn llams
poderosamente la atencicen de_las investigadores interesados en los
peptidos gque se forman en la hipofisis y en el hipotslamo, y
pronto se postulsd a la beta-lipotropina como posible precursora de
la met-encefalina y de 1la beta-melanotropina, hormona cuya
presencia ya se habfa identificado en la estructura de. la

beta~lipotropina,

En 1976 PBradbury y cols reportaron el aislamiento de dos
peptidos de cadena larga (1B). Su secuencia indicaba que ellos
podr{an ser derivados de la beta-lipotropina. Uno de ellos. que se
aisld de la hipdfisis del cerdo. estaba constituide por 31
aminoacidos y se le asignd provisionalmente el nombie de fragmento
C de la beta-lipotropina (Eradbury vy cols, 1976). Este fragmento,
que posteritormente recibid el nombre de beta-endorfina (Fig. 1),
tambien se encontra en la hipafisis de otros mamiferos (Li y
Chung, 197&), y del hombre (Chretien y cols.. 19763 Li v cols.

1976) .

El  otro péptido encontrado en la pituitaria del cerdo, que
estaba constituido por 27 residuos, se le designd como fragmento
c’ de beta—-lipotropina: el .cual carece de los 4 residuos
terminales del fragmento C, pero esta presente en la misma

cantidad.



PDF ‘;u ;a{slamiento en la pituitarma, se postuld que la
actiyidqérbiélogica de los fragmentos C y C° se lleva a cabo en la
périfeﬁia y-.no en el SNC. Sin embargo, con la identificacien de
i§s~;en:efaliﬁas fue claro que el peptapsptido con metionina
?orreépénde a la secuencia de amino3cidos presente en la
,terﬁinacxdn NHz del fragmento C de la lipotropina; esto sugirid
que el propio fragmento podria tener propiedades analgésicasy esta
bnsibilldad se confirmd experimentalmente y se encontrd que el
fragmento C es un analgfsico muy potente (Loh y cols, 19768) y que

estaba presente en el cerebro,

Ademss de las encefalinas y de los fragmentos C y C° de la
lipotropina, se alslaron otros psptidos con secuencias que
corvespondan a la porcion C~terminal de la beta-lipotrapina, los
cuales tienen ogrados diversos de actividad oplacea. Con la
excepcion de la leu-enceralina, se pensd que esta serle de
peptidos (endortinas y encetfalinas) tenf{an un origen comun y por
ello se les identific® como la "familia” de los péptidos opiscens.
Sin embargo, estudios posteriores sefalaron que las encefalinas no
s&  originan de la lipotropina. Se ha demostrado que la secuencia
de cinco aminoscidos de la leu-encefalina esti presente en el N
terminal de dos pentidos opioides descubiertos posteriormenie: la
al fa-neo-endorfina y la dinorfina (Goldstein y cols, 1981) .,
Actualmente se sabe que la leu-encefalina y 1a met-encefalina se

torman de precursores distintos.

Ahora se acepla que la beta-endorfina, la mas abundante de tas
endorfinas, se sintetiza como parte de una molécula precursora mas

larga: pro-opiometanocortina (POMCY, que tambisn contiene la



“1

secuencia completa de las hormonas adrenocoktxcafrﬁf%:affACTH),
estimulante alfa-melanoc{tica : (alfa—NSH); ‘ ; égtimufénte
beta-melanoci{tica (beta-MSH) y betalipatrqpina‘(bééa;L?H)‘(N51ns y
cols, 19773 ARubenstein 'y cols, 1978; ChineVy cglé,’fq79). Esta
molécula precursora  tamhign tiene el potencial de generar otras
endorfinas, los fragmentos alfa (secuencia 61-78) y gamsa
(secuencia ol-77) (Fig. 1}, Las caracteristicas de 1la FONC
permiten considerarla como ‘“prohormona" capaz de generar dichos
piptidos en algunos si1tios anatemicos. Asl, se acepta que la
peta~lipotropina es 1la “prohormona"” de 1la beta-endorfina. Aun
cuando la beta-lipotropina parece tener su proplo espectro de
actividad . biolwugica, no se ha establecido su papel fisiolagico.
For otro lado, el camino biosintetico delineada arriba representa
ta wnica via por ja cual la nipotfisis produce ACTH., Por ello. la
s{ntesis de ACTH v de beta-endorfina patrecen estanr
indisolublemante unidas en la hipofisis. Cada vez aque esta

glandula secreta ALTH, tambidn secreta heta-endorfina.

El procesamiento diferencial de la POMC parece ocurrinr en los
diferentes teyidos. Tal procesamiento puede incluis la
inactivacidn metabolica de los péptidos generados  por el
precursaor. For ejemplo, aun cuando en la hipofisis no se
metaboliza 1la ACTH, en el hipotalamo se convierte en alfa-MSH; de
la misma manera, la beta-MSH se genera en el lobulo intermedio de
las especies inferiores. £l hombre carece de este ldbulo, por lo
que se ha postulado gque dicha hormona se produce en algunas
c¢lulas dispersas de la propta pituitaria. Las cexlulas de la
pituitaria segtregan beta-endorfina, beta-litropina y ACTH. En

otras celulas, los  productos que finalmente se secretan astan
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datermxnadcé'vppr‘ el . batrdn de dgsdohlamiento de -la molécula

Y

precursora

nor:la ’méquinqﬁ a, enztmétita, de la c=lula,

Finalmente, "’ cabe _subraya} l'que'”lds peptidos. opisceos que se
generan: par- el fracﬁlonamxento de  la POMC interactuan con los

receptores au, sigea, kappa'y epsilon.

Ya sey hab{a sefialado que actualmente se acepta que la
met-encefalina 'y - la leu-encetfalina provienen de precursores
difaerentes a las endorfinas; tales precursores fueron denominados
proencefalina A y proencefalina B, que tambisn generan otros

peéptidos de cadena larga.

Inicialmente se reportd gue en las glindulas suprarrenales de
los bovinos las encefalinas se sintetizan a partir de la
proencefaiina A (parte de una prote{na con peso molecular de
SO o, En la Fia., 2 se aprecia que en la estirructura de la
pro-encefalina A existen 4 reéplicas de met-encefalina y una de
leu—encefalina, las cuales tienen, a ambus lados, pares de
aminoscidos basicos que se supone son los sities principales de
fraccironamiento de la molicula (Lewis y Stern, 1982); la misma
secuencila se ha observado en el hombre (Comb y cols, 1982) y en la
rata (Yoshikawa v col, 1984). El fraccionamiento de esta molscula
genera unad gran variedad de péptidos de cadena larga que contienen
encefalina (Hollg, 1984). Algunos de estos fragmentos tienen
actividad opioide (pgptido-F, amidorfina, peptido-E). FPor otro
lado, se tiene clerta evidencia de que la proencefalina A cerebral
es 1dentica a la que se encuentra en la medula suprarrenal (Liston
y cols, 1983). En el cerebro los péptidos de alto peso molecular

que contienen encefalina se localizan en  forma  Dredgominante  en
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PROENCEFALINA A

L)
e » * »
HH H 1HHI HH: IH IHH
PEPTIDO F PEPTIDO E
H———m H HH~————— IH
AMIDORF INA BAM - 18
H==m——m | NHz HH—~m—=— 1
MET-ENC MERGL. LEU-ENC
H HH HH-NHaz H HH
METORFAMIDA MERF
Figura. 2. Representacidén esquematica de la

secuencia de la formacién de algunos peptidos a

partir de la proencefalina A. En la linea superiaor,
»*

# = METIONINA-ENCEFALINA; * = LEU-ENCEFALINA

1: Principio y fin de una fraccion
BAM-18: Péptido 18

MERGL: Mets—-Arge-Glis,~Leug-encefalina
HERF: Mets—Arg.-Fensr-encetalina



8l  nocleo suprasptico, mientras o que & neurunipofisis canfiéne
basicamente encefalinas libres, lo que ihdica gque, prubabléﬁehte,
la preoencetalina A es biodegradeda totalmente a lo lérédfdel eie

hipotalsmo~neurchipafisis (Liston y csols, 1964).

El oatro precurser, la proencefalina B (prodinorfina’, contiene
tres secuencias de leu~encefalina (Fig. 3) que estin flanqueadas
par pares de aminoscidos basicos {Lis-Argl. Se considera que s1
epstos pares son indicativos de puntos de rompimiento, la molécula
poderia dar lugar a tres péptidos de cadena larga: ia
}eta~neoendorfina {Minamino y cols 1981), la diporfina A
(Goldstein y cols, 1981 y la leumorfina (Makao y cols, 1983)., Sin
embargu, se han  epcontrado numerosos peptidos derivados de la
proencefalina B, 1o que seficla un proceso metabslico mucho més
complejo (Hollt, 1984). Los psptidos derivadas de la proencefalina

B son abundantes en 2l ldébulo neural de la hipofisis, en el cuerpo

estriado y en el cerebro medio (Cone y cols, 1982).

Finalmente, conviene seralar que & partir de la identificacion
de ligandos enddgenos para el receptor oplacea, se presentd el
problema de nomenclatura gue deber{a asignarse a este grupo de
substancias. For 1o antes expuesto, Yy por razones histéricas,

conviene precisar los siguientes t£rminos:

a. Encetalinas., Teérminag aplicado a los dos pentapéptidas
incialmente dJdescubiertos y cuyo sighnificadeo gs "en el cerebra".
At tuslimente, 5510 suele aptlicarse & los dos praoductos
caracterizadas, por Hughes y cols en 1975 (set-encefalina y

len-encevalinas .
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Figwra 2. Representacisn  esquemitica de la
secuencia de la formacisn  de algunos péptidos a
partir de la proencefalina B. En todos los casos,

-*

# = LD -ENCERAL THA,
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b. Endorfinas. Termino propuesto por Si1mon en 1975
(International Harcotics HResearch Conference’, que implica la
contraccisn de endo (en el interior) y morfina, para designar a
todos los opiroides endagenos. En algunus artfculos este termino se
aplica sclo a los piaptidos o= cadena larga (alfa, beta, y

gamma-endorfinas).

Algunos autores han propuesto que a todas las substancias
endogenas con  efectos opliceos se les describa como endorfinas.
Tambinn se han considerado otras denominaciones genspbicas:
peEptidos opioides, op1 Eeos endugenas., optoldes endigenos,
endopioides, etc. En este trabajo estos tsrminos sersn utilizados
como snenimos vy harin referencia a todas las substancias
endsgonas  con efectos biolegicos semejantes a los conocidos para
los op1iceos, capaces de activar los receptores opisceos. La Fig.
4 aescribe la constitucion gquimica de algunos de los peptidos

oploiwdes relevantes.
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Figura 4, Secuencia de aminoscidos en algunos
de los péptidos opinides relevantes.



1.4, Localizacion anatosica, sintesis,

liberacion y metaboliseo de los peptidos opiaceos.

Ya e habfa mencionado que las endorfinas y las encefalinas
provienen de precursores distintos y que difieren también en

cuanto a su localizacidn en el organismo.

l.as endorfinas estin presentes En‘ls hipofisis y'en el cerebtro.
Los tejidos mas ricos en beta-endorfina son los lobulos anterior e
intermedio de la hipéfisis (Kachaturian y cols, 1985%a), de donde
se libera, simultineamente con la harmona adrenocorticotrédfica, en
}espues%a a varilas formas de estres. Dentro del cerebro. las
neurnnas con  mayor concentracien de este peéptido se localizan en
el poicleo arcuato hipotslamico, al que por varios afos se
considerd como la fuente wnica de endorfinas cerebrales (Felletier
y cols, 19B80). A partir del nucleo arcuato, las neuronas
endorfinsrgicas tienen largas proyecciones gue se aittienden hacia
al area anterior predptica del hipot#&lamo v a lo largo de la
parte dorsal de la linea media del tslamo hacia el tallo cerebral.
Estas fibras se extienden hacia el locus coerufeus y el noclea
parabraguial y alcanzan el nucleo del tracto solitario Bloom,
1983). Mzs recientemente, se han identificado cuerpos neuronales
que contienen beta-endortina en el nUcleo caudado del tracto
solitario y en el nocleo comisural (Schwartzeberq y cols, 1983;
Kachaturian y cols; 198%b); sin embargo, la relevancia de este

grupo celular es desconocida.

Las neuronas que contienen encefalinas tienen una distribucion
mas  amplia en el SNC y en el periférico. A nivel central las

concentraciones m#s elevados se  localizan, en ese orden, en el



globo. pslidoy  'nicleo central gris, nucleo accusbens, hipotalamo
medio, amlgdafé; puente, medula espinal y caudado-putasen
(Kobayashi y cols, 1978). De lo anterior. cabe destacar, de manera
camparativa, su mayor concentracion en el globo paslido (5 a 19
veces) en relacisn a otras sreas; asimismo, que en todas las ronas
estudiadas predomina claramente la met-encefalina sobre la
leu~encefalina (3 a 8 veces). Otras sreas del CNS que contienen
encefalinas son: talamo, sréa septal, hipotalamo lateral, cerebro
medio, corteza cerebral, hipocampo y #rea predptica (hobayashi y
cols, 1978). A nivel periférico, las encefalinas se localizan en
las cé¢lulas cramafines de la médula suprarrenal y en el plexo

mientérico del intestino delgado.

Numerosos estudios se han orientado al anslisis de los
mecanismes de sintesis, almacenamientn, liberacidn y degradacisn
de los péptidos opiocides, especialmente sobre las encefalinas, a

las que se les ha considerado como neurotransmisores.

la sintesis de peptidos neuronales puede, tedricamente,
llevarse a cabo por dos mecanismos: a) mediante la participacidén
de sintetasas; y b) los convencionales en la sintesis de proteinas
ribosomales, para la formacidn de una proharmona, la cuwal! por
medio de proteclisis es degradada a piptidos especificos antes de
su  liberaci®n (Gainer y cols, 198%5). Esta hipstesis descansa,
fundamentalmente, en el conocimiento de los mecanismos
biosintsticos gue ocurren para otros peptidos enddgenos (insulina,
ACTH, vdsopresina, oxitocina). Sin embargo, los mecanismos
enzimaticos para la conversion de precursores protéicos a

peEptidos S0ON, en general, poco conocidos. Se considera que ta



conversidon puede efectuarse con la participacidn de endopeptidasas
(parecidas a la tripsina) y exopeptidasas (parecidas & la
carboxipeptidasa-E), Dicha conversidén parece ocurrir en los
granulos de la terminacién nerviosa durante el transporte axonal.
Este proceso de conversion parece ser extremadamente lento. En la
médula espinal, utilizando aminoacidos radicactivos, el proceso de
conversidén de precursores a encefalinas toma aproximadamente & hs
{Rossier y cols, 1980)., En 1984, Rayeon y cols, utilizando
colchicina y citochalasina, que afectan, respectivamente, la
micropolarizacidn de microtabulos y amicrofilamentos, encontraron
que la disgregacién de los primeros, pero no de laos segundos,
proguce en la neuronas encefalingrgicas acumulacisdn de encefalinas
en los cuerpos celulares y disminucidn de su contenido en las
terminaciones nerviosas como consecuencla de la‘lntevvupc10n de su
transporte axonal. CDn_estos datos concliuyen que las encefalinas
pudieran ser transportadas a las terminales nerviosas por un
mecanismo semejante al gque moviliza neuro-hormonas y vesfculas

sinspticas (9),

La manera en que se liberan los peéptidos opisceos de las fibras
nerviosas es poco conocida. Los estudios iniciales indicaron que
in wvitro la liberacisn de encefalinas es calcio dependiente y
puede estimularse por concentraciones altas de potasio y por el
depolarizante veratridina (Iversen y cols, 197B; Baydn y cols,
19783 Henderson y c¢ols, 1978), al igual que ocurre para otros

neurotransmisores. Tambien se observd que la liberac

es
proporcional a la cantidad presente en los almacenes tisulares

{Baysn y cols, 1978). Ramabadrin y Jacob, basados en la



hipevaigesla inducida por naloxona, postulan la existencia de una
liberacien sostenida, basal, responsable de un estado de analgesia
constante (127); asimismo, sugieren que la estimulacidn eléctrica
de . la  substancia gris periacueductual, que produce analgesia en
los animales (Akil y cols, 1976 y 1978) y en el hombre (Adams,
1976), implica la liberacion de peptidos opisdceos; fendmeno que
tambi4n ocurre como consecuencia de la acupuntura (Fomeranz y
cols, 1976; Sjolund y Erickson, 1976) y la electroacupuntura
(Terenius, 1976 y 1578). En todos estos casos, la analgesia es, al
menos parcialmente, blogueada por la naloxona. Con el empleo de la
teécnica de perfusion-remocion en diversas Areas del SNC se hé
encontrado que in vivo la liberacicn de encefalinas es
considerablemente menor que In vitro, lo gue indica un recambip
muy lento; asimismo, que el scido gamma-aminobuti{rico inhibe la
liberacidén de encefalinas en el globo pé&lido (Baydn y Sordo,
1985, lo que implica la posibilidad de que su liberacisn sea

regulada por otros neurotransmisores.

FPor otro lado, se observd que los efectos hioldgicos de las
encefalinas son de corta duracidén. De hecho son inactivas por via
sistémica y cuando se aplican directamente en el cerebro la
duracidén (X <+ D.S.) de su efecto analoésico vari{a de 9* 1.8 min
(met-ecefalina) a 12+ 2.1 min (leu-encefalina). Desde 1978 se
encontrmd que, a un pH fisioldgico, la biodegradacisn de las
encefalinas ocurte ripidamente, por la accidn de enzimas presentes
en los sobrenadantes de tejidos como el cerebro, el higado, el
riFfon y el plasma (Craves y tols, 19783 Malfroy y cols, 1978; Meek

y cols, 1977).



33

Lak‘ accion biodegradante se atribuydé al efecto de una
aminopeptidasa soluble, la cual, en un primer paso, remueve el
residuo N-terminal de la tirosina, en la uwnidn Tir-Gli, esencial
para la actividad biolégica, dando lugar a un tetrapsptido
inactivo (Gli-Gli-Fen-Met o Gli-Gli-Fen-Leu). Los elementos
biodegradantes de las encefalinas se asociaron con todas las
fracciones subcelulares, especialmente en el sobrenadante, en las
membranas sinaptosomales y las fracciones nuclear y mitocondrial,
Tambi¢n se les encontrs en la fraccion soluble de los homogenados
del 1ileo de cobayo y en las células cultivadas de neuraoblastoma
(Hambrook y cols, 19767 Meek y cols, 1977). For otro lado, se
observd que estas enzimas son inhibidas, in vitro, por algunos
metales pesados (In y Cd), por la administracidn de blogueadores
de grupos sulfhidrilos y por algunos antibidticos. Asi, se ha
demostrado que la bacitracina (16 mcg/ml) impide la biodegradacidn
de encefalinas en los homogenados de cerebro (Miller y cols,
1977). Esta accidn protectora de la degradacidn también se ha
reportado para la putomicina (Miller y cols, 19773 Simantov y
Snyder, 197&8; Meek y cols, 1977; Hambrook y cols, 197%), 1a cual

inhibe la actividad de la arilamidasa cerebral.

Tambidn se propuso la participacion de encefalinasas en los
procesos de bindegradacion, Se postuld que la encefalinasa A
rompe a las encefalinas en la unidn Gli-Fen (Malfroy y cols, 19783
Gorenstein Y Snyder, 197%); mientras que la encefalinasa B lo hace
en la unidn Gli-6li. Estas enzimas son i1nhibidas por los productos
de la biotransformacién y por sustancias como la d-fentlalanina

(Della Bella y cols, 1979, bacitracina (Simnons y Ritzman,



1980), captopril (Stine .. y .. cols, 1981), tiorfan (Roques y cols,
1980)  y Bestatxna {Carenzi "y - cols, 1981). Estos inhibidores,
administrados por via intracerebroventricular, aumentan la
actividad analgésica de la met-encefalina exsgena (Ehrenpreis,
1985). De hechao, la d-fenilalanina potencia el efecto de la

met-encefalina administrada por via sistémica (Ehrenpreis, 1989).

Actualmente se acepta la existencia potencial de ¢tres
mecanismos para la biodegradacisn de las encefalinas, los cuales
parecen reqular la concentracisn de estos pentapeptidos en la
vecindad de los receptores al ser responsables de la degradacidn
de las encefalinas exdgenas: 1) el rompimiento de la unién Tir-Gli
por accidn de las aminopeptidasas solubles (Schnebl: y cols, 19794
Sullivan y cols, 19785 Traficante y cols, 1980); 2) el rompimiento
de la unisn Gli1-Fen o en la Bl1i-Gli por las
dipeptidilcarboxipeptidasas o encefalinasas A vy .B (Almenoff y
cols, 1981; Malfroy y cols, 197%; Sullivan y cols, 1978} Benuck y
Marks, 1980); 3) el rompimiento de la unidvn Gli-Fen por la enzima
convertidora de angiotensina, awn cuando esta Enz;ma na-pare:e
tener una participacidn significativa (Fatey y cols, 19815
Schwart: y cols, 1981). For otro lado, se ha sugerido que la
aminopeptidasa soluble degrada a las encefalinas en el interior de
las c¥lulas, mientras que la encefalinasa A inactiva a
las encefalinas liberadas localmente o presentes en la circulacién
(Hersh, 1982). Mass recientemente, De la Kaume confirms que la
encefalinasa A y las aminopeptidasas desempefran un papel critico

en la inactivacion de las encefalinas enddgenas (32).



Los mecanismos de biodegradacién de las enduriinas scii menos
conocidos. Son activas por via sistémica (Loh y cols, 1976) y sus
efectos se prolongan por varias horas cuando se aplican par via
intracerebroventricular (Hambrook y cols, 1976: Mitler y cols,
1979). Las endorfinas parecen ser degradadas por enzimas presentes
en las membranas sinaptosomales, ya gue la incubacisn en rebanadas
del cuerpo estriado de rata di lugar a la formacioén, dependiente
del pH, de alfa-endorfinas, gamma—-endorfinas, met-encefalina y
tirosina libre. La presencia de bacitracina en el medio no afecta
la 'vida media de beta-endorfina, pero si aumenta la concentracidn
de gamma-endortina y reduce la tirosina libre, aes decir, la
bacitracina parece proteger a la gamma-endorfina de la accien de

las aminopeptidasas,

Finalmente, es posible gque la recaptuwra, &l igual gque en el
caso de otros neurotransmisores, sea otro de 1os mecanismos
fisiolégicos para la terminaci1én de la actividad de los peptidos

opisceos.
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1.5 Participacion en funciones fisiologicas y efectos

farasacologicos de los peptidos opiaceos.

ﬁnmn ya se sefale los opiiceos producen sus efectos bioldgleos
mas significativos sobre el SNC Y sobre el tracto
gastrointestinal., £En tales sistemas sus acclones son muy variadas
e incluyen analgesia, depresicon respiratoria, somnolencia, cambios
en el estado de snimo. nsusea, vomito, disminucidén de la motilidad
gastrointestinal y . alteraciones significativas en el
funcionamiento del sistema nervioso autenomo y del endscrina.
Tales efectns son consecuencia de 1nteracciones con sitios de
unian  esteroespec{ficaos y saturaples localizados en tas cflulas
nerviosas. S atiniaad opor  tales receptores se correlaciopa
razonablemente con  $u  potencia biologica, especialmente con la

analgesia.

Tambign se habla sedalado que los receptores opilaceos parecen
ser el sitio de accidn particular de los ligandos enddgenos, y
desde el descubrimiznto de estos productos se considerd que las
substancias enogenas morfinicas producen sus efectos porque
mimetizan las acciones de dichos ligandos. Un gramn numero de
estudios se ha orientado a la dentificacion de los sistemas
fisiolégicaos regulados, parcial o totalmente, por los péptidos

enddgenns y & la caracterizacisn de sus efectos bioldgicos.

Los resultados de los estudios realizados durante los ultimos
dier afos relacionan a los psptidos oplsceos con los mecantzmos
que regulan diversas funcianes vitales (Tabla 1). Ademis de los

"
esfuerzos por esclarecer su  participacisan  en los fenomenos de
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TABLA 1

ALGUNDS SISTEMAS FISIOLOGICOS Y ALTERACIONES PATOLOGICAS EN 1.0S
QUE SE CONSIDERA QUE LOS SISTEMAS ENDORFINERGICOS ESTAN

INVOLUCRADOS.,
DOULOKR SISTEMA INMUNE
RESFIRACION TENSION EMOCIONAL
TEMPERATURA MOTILIDAR GASTROINTESTINAL
"REPRODUCC ION ENVEJECIMIENTO
CONDUCTA SEXUAL ESQUIZOFRENIA
CONSUMO DE AGUA Y ALIMENTO DEFRESION FSIQUICA
APRENDIZAJE v MEMORIA CONVULSIONES
LIBERACION DE HORMONAS DEPENDENCIA

HIFOTALAMO-HIFOF 1S5 1ARIAS

CONDUCTA SOCIAL OBESIDAD
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dolar .y -analgesia, desfacan aquellas qu§ pretenden determinar
el grado de participacién de los sistemas
endorfingrgicos y encefalinérgicos en las respuestas a la
tensidvn emocional, especialmente la analgesia inducida por ésta
{Kameyama y cols, 1985; Appelbaum y Holtzman, 198%), en los
procesos de aprendicaje y memoria {(Ballagher y cols, 19853 Zhang
y cols, 1987y, en los fendémenos de toletancia y dependencia
{Jhamandas, 1985, Weissman vy Zamir, 1987), entre otros. En la
“ltima revisién de Olson (1989) se concluye que si bien durante
los daltimos akos ha habido avances considerables en la
comprensinn de los procesus fisiolégicos supuestamente
controlados o regulados por los péptidos endogenos, los
resultados no son consistentes y Que, en ocasiones, son tan
contradictoring que no se Justifican en este momento las

generalizaciones ni las respuestas definitivas (110,

For su relacid¥n con el objetivo de este trabajo so®lo se
analizarsn los datos més significativos sobre el efecto

analgésico y locomotor de los opioides endigenos.

Considerango que la analgesia es el efecto mias importante de
la morfina, muchos de los estudios iniciales con los peéptidos
opioides intentaron establecer sus propiedades analgésicas. La
presencia de receptores opisceos y de piptidos opioides en
estructuras relacionadas con las vias de dolor también dieron
fundamento a esta posibilidad. Fronto se reportd que tanto las
encefalinas como las endorfinas producen analgesia en los
animales de laboratorio cuando se depositan en los ventriculos

cerebrales. Se encontré que el efecto antinociceptivo de las
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encefalinas es cunsxderableﬁente inferior al ﬁe la morfina
¥ sd accinn relativamente transitoria (Belluzi y cﬁls, 19764
Buscher y cols, 1976, lo " cual tue explicado por la ripida
biotransformacidn de estos peptidos (Chang y cols, 1976). En
contraste, se encontrd que la beta-endorfina tiene propiedades
analgfsicas muy potentes en diversos modelos experimentales y
que, de hecho, es considerablemente mss potente que la morfina
(Wei y cols, 1977). La analgesia producida por estos peptidos es
répidamente revertida pot la naloxona. Tambi#n se encontrd que
los anslogos modificados de las encefalinas, protegidos contra
la biodegradacidn, son tan potentes como la beta-endorfina (Wei
y cols, 1%977). Los estudios sistematicos, utilisando varlPs
modelos experimentales Yy la via 1intracerebroventricular,
permitieron establecer su patencia analgésica relativa (Wei y
cols, 1977; Romer y cols, 1977; Frigeri1 y cols, 1978). La tabla

11 resume los resultados de esos estudios.

TABLA 11

FOTENCIA ANALGESICA DE {0S FEFTIDOS OFIACEDS

0P IACED POTENCIA COMFARADA CON LA MORFINA
MORF INA 1

BETA-ENDORF INA 1Ho=100

MET-ENCEFALINA <0.1

LEU~-ENCEFALINA <9.1

ANALOGOS DE LAS - 41=> 191
ENCEFALINAS R
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Es importante mencionar que los efectos analgtsicos de. los
peptidos opi sceos, que S8 etectuan a tr#veé de
diversos recepgores, usualmente se acompa#an de- otros
efectos; de ellos conviene mencxonar; hiperactividad, catatonia,
sacudidas v sigho de Straub, los -cuales también Qon
antagonizados por la naloxona (Bloom y cols, 1976; Jacguet y

Marks, 197467 Tseng y cols, 1979).

Far otro lado, la morfina y sus congéneres producen efectos
..diversos saobre la conducta, los cuales varfan de acuerdo a la
dosis, vla de administracion y especie abservada. En general, la-
actividad glabal, medide a través de la actividad locomotora,
aumenta con dosis pequeras y disminuye con dosis elevadas. Su
propiedad ue aumentar la actividad locomotora es muy
caracceristica en los ratones y desde 1963 la medicion de
dicha actividad constituye una de las estrategias mis
importantes y sencillas para el estudio de los efectos opiéceos
(Schuster y cols, 1967). En esta especie animal su efecto es
aparenta con dosis de 10 mg/kq ¥y las dosis elevadas (100 mg/kg)
producen un aumento del orden de 10 a 13 veces sobre la
actividad basal (Rethy vy cols, {971);, tal incramento implica
que estos animales, bajo el efecto de la morfina, mantienen un
desplazamiento continuo Yy acelerado, de tipo anfetaminico, que
persiste, con lag dosis altas, por mas de 2 he. Esta
hiperactividad, aun cuando menos i1ntensa, tambisn se observa en
ratas (Balima y Amit, 178%) y su efecto es mss bien bifisico en

otras especies animales (Schnur, 1983).
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El efecto locomotor de los opisceos se ha utilizado
comparativamente para el estudio age los peptidos endsgenos; se
ha observado que el efecto de las encefalinas depende del sitio
de aplicacisn. Cuando se administran en el area ventral
tegmental o0 en el nucleo accumubens producen aumento de ila
actividad locomatora {Lalivas, 19853 Kalivas y [Dronson,
11985). En caontraste, producen sedaci1on e hipoactividad cuando se
depositan por via intracerebroventricular. En ntras sreas pueden
producir hipoactividad seguida de hiperactividad (Havemann y

“Kusechinsky, 1985).

For via sist¥mica, la beta~-endorfina produce la
hipermotilidad caracteristica de la morfina (Yehuda y Sheletf,
1985); sin embargae, por via intracerebroventricular produce
sedaci1on o catalepsia (Itho y Katsuura, 1983; Nistico y cols,
1985). El efecto de otros péptidos opisceos es muy variable y

pueden producir aumento o disminucidn de la locomocidn.

Finalmente, es importante subrayar que el efecto locomotor de
la morfina es revertido por los antagonistas opisdceocs (Corrigall
y cols, 19Bbi; sin embargd, este antagonismo no s consistente
y existen resul tados muy contradictorios (Willis, 1987;
<avaliers e Innes, 1987). De la misma manera, se ha observado
que los antagonistas opliceos pueden o no revertir los efectos
de los peptidos endégenos (Friederich y cols, 1987; Ford y cols,

1786) .,



I. & Plante nto del problema, hipotesis de trabajo y

objetivos del estudio

La . informacién acumulada demuestra claramente la presencia de
péhtidas. opioides en el Sistema Nervioso Central y Feriférico de
‘las - mamiferas. Dichas substancias forman parte de un sistema muy
complejo y se les considera relacionadas con diversas funciones
orgénicas -y con algunos estados patolsgicos. Sin embargo, la
evigencia disponible no es totalmente categorica y se continoan

los estudios que pretenden desentrafar su significado biolégico.

Numerosos reportes sugleren que los peptidos opicides,
espec{ficamente las encefalinas, actlan como neurotransmisores.
Como tales, siguen un proceso de sintesis, almacenamento,
liberacion y degradacidn., En relacién a la wltima etapa, en el
cerebro se ha demostrado la ezistencia de sistemas muy eficaces de
bioinactivacisn que determinan gue sus efectos sean de auy corta
duracisn. La bioinactivacién pareca depender de enzimas
especificas y se na demostrado que diversos f4&rmacos son capaces
de inhibir la actividad enzimatica y prolongar la actividao

biclegica de las encefalinas,

Los estudios iniciales sobre la existencia de tarmacos capaces
de 1nhibir in vitro los sistemas enzimiaticos que degradan las
encefalinas did origen a la idea de buscar substancias quimicas
que en modelos f§n vive produjeran los mismos efectos. En una
sarie de euperimentos preliminares, llevados a c¢abo en el

Dapartamento de Farmacologia, se observd que la cicloheximida, un



antibidtico que inhibe = la sintesis proteica, produce efectos de
tipo opioide en . el raton; nbéérva;xon que dio origen a este

prayecto.

El anterss creciente por este tipo de innibidores no sslo
depende de ia 1mportacia ae esclarecerylas vias de transformacidén
de los ligandos enddgenos, tambisn ests determinado por la
busqueda de fiarmacos capaces de elevar los niveles de endorfinas
en el cerebro y producir un efecto analgesico intenso vy
prolonyado. Tales substancias pueden convertirse en un nuevo tipo
de analgédeicos v de psicotropicos. Por tode 1o anterior, se
plantearon los objetivos e hipotesis de trabajo que dieron lugar a

esta tesis.

a. Objetivos

t.os objetivos principales de estas investigaciones fueron:

1. Determinar s1 una serie de antibiéticos, capaces de innibir la
sintesis proteica a travss de diferentes mecanismaos, producen en
1os roedores efectos de tipo opisceo.

2. 8i tal es el caso, determinar si la nalozona, un antagonista de

farmacos opliceos, es capaz de prevenir o de revertir los efectos

observados.

b. Hipotesis

La informaclan disponible sobre el tema permite suponer:

1. Que algunos 1inhibidores de la s{ntesis proteica, al dismipuir
la tormacién 4 actividad de las entimas encargadas de la
biodegradacisdn de las encefalinas, producen efectos biolooicos de

tipo op1iceo.
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2. 5i los efectos bioldgicos inducidos - por  tales substancias
tienen una base Opi3cea, pueden ser prevenidos o revertidos por

las antagonistas de los narcdticos:



I1. METODOS Y RESULTADOS

1. Susceptibilidad de tres cepas de ratones al efecto locomotor de

l1a morfina.

1.1 Métodos

El primer grupo de exp55imentos fud diserado con el proposito
ﬁe determinar cual de las cepas de ratén dispomibles en el
Bioterio de la Facultad de ledicina @s mas susceptible al efecto
Jocomator de la morfina. La actividad locomotora de los ratones se
registrd mediante el sistema electronico de cuantificacisn de
actividad locomotora (SECAL) disefado y construido en el
Departamento de Farmacologia#*. Este equipo consta de tres ruedos
de it cm de dismetro, cada uno tiene cuatro sistemas
1ndependientes de fotoceldas conectadas a contagares digitales
para el registro automftico del numero de interrunciones del ha:
de luz. Tal dispositivo esta 1instalado en el interior de una
camara obscura, soncamortiguada, provista de ventana

unidireccional.

Se utilizaron ratones macho, adultos, de 24 a 30 g de peso de
las cepas Taconic, CD-1 y C-57-black, mantenidos en condiciones
ambientales de luz-obscuridad 12/12 h., con acceso libre al agua y
alimente hasta el momento de los experimentos, los cuales se
llevaron a cabe entre las 8:00 y las 14:00 hrs. En cada caso, los
animales se diztribuyeron al azar en § subgrupos y la morfina se

administre en dosis de 35, 10, 30 y 162 mgrs/kg por via subcutanea.

+ Ing. lus &eltran del Rio
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Se wutilizaron. 5. ¢ .6  animales por dosis y los grupos testigos
recibieron solucién salina. En todos los casos el volumen
adminigtrado ftu¢ de O.1ml/ivg de pesoa. Inmediatamente despucs de
la inyeccisén, los animales se colocaron individualmente en el
SECAL y la actividad locomotora se registréd continuamente durante

3D min, obteniendo cuentas parciales cada 2 min.

1.2 Resultados

Las Figs. 5, &6 y 7 muestran el curso temporal del efecto de la
mortina sobre la actividad locomotora de las 3 cepas de ratién
estudiadas., Fara las cepas Taconic y €-57-Black la dosis minima
reaugrida para alterar la actividad locomotora fus de 19 mg/kgs eA
contraste, en la cepa CD-! el ncremento en la activaidad
locomotora Twé  aparente con dosis de 3% mgskg. En todos los
casos el aumento de la actividad locomotora tuvo relacidn con la
dosis admunistrada y el efecto fué aumentando progresivamente a lo
largo del wperimentn, excepto los ratones C-S7-Black que
recibieron la dosis alta de mortina (100 ma/kg), en cuyo caso el
efecto maximo se registrd a los 19 min despuis de la inyeccidn

(Fig. 7).

En los tres casos se determing el numero de cuentas totales
para los 20 minutos de registro. €&n las Figs. 5, & y 7 puede

apreciarse claramente gue el aumento de la actividad locomotora

total es dependiente de la dosis de morfina., El anialisis
estadi{stico (pueba t de Student) reveld aumento significativo
(P, 05) de la actividad locomotora, en relaci1dn al grupo

testigo, con las dosis de 10,0, 30.8  y 194,90 mg/kg de

morfina en las cepas Tacomic y C-57-HBlack, y con las dosis de Ju.w



y 100.0 mg/kg en Jos animales de la cepa CD-1. Con los mismos
datos se construyeron las curvas dosis-efecto que se muestran en
la Fig. B, En esta figura puede apreciarse que con todas las dosis
probadas el efecta de la marfina es mayor en los ratunés
C~57-Blacksy asi mismo, Que la curva dosis-efecto obtenida en esta
cepa de ratones estd desplazada a la izquierda, de 3 a § veces de

las cepas CD-1 y tacon:ic, respectivamente.

Estos resultados determinaron la seleccisn de los ratones

C-57-Black para los experimentos ulteriores.
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Figura 5. Efecto de la morfina sobre la
actividad locomotora de ratones de la ceoa Tacon:ic.
A, fursoc temporal del efecto; B. 2fecto sabre la
actividad locomotora total tsesiones de 30 min). En
ambas  grsficast actividad lpcomotora de las
ratones contral aue vecibieion  soluzion 33iine:
efacto de la aaministraciaon de @arrina €n dpsts de
3.0 (8, 16,0 (@ Toln (@) y 1oo.o M marky, s.C.
Cada punto mapresenta la nanla de o askerminaciones
y 188 ll1eas vervtzailes 1a gesviacion tioo.
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Figura 6. Efecto de la wmorTina sobre la
actividad locomotora de ratones de la cepa CD-1. A,
curso temporal del efecto; B, efecto sabre la
actividad locomotora tatal (sesiones de 36 min). En
ambas oraficas: Q. actividad locomotora de los
ratones control aue recibieron solucidn salinag el
eftectn de la admimistracion de morfina en dosis de
3.0 (@), 16,0 (&) SO.0 (@) y 109,09 9N my/kg, 5.C.
Cada punto representa la media de 6 determinaciones
v 14z ineas verticalas la desviacisn tiwo,




ui
o

f A
e Vk‘ Pyehes -

it i
g ! i . N ]
H ! 5
. N
[ * "]

. iR

Figura 7. Efecto de la morfina sobre la
activiogad locomotora de ratones de la cepa
C-8%7-Black. A, curso temporal del eftecto; &, efecto
sobre la actividad locomotora total isesiones de 3
mint. En ambas graricas: 0, actividad locomotora dae
los ratones control gque recibieron solucion salinas
el efecio oe la goministracudn de morTina en dostis
de 3.9 @), 19,9 (A 300 (@) v 1009 () mg/kg,
SeCs Cada punto representa la media de &
determinaciones y las 1 lneas verticales ta
GESEVIAT 14N L1PO.
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Figura 8. Relacisdn dosis-efecto de la maorfina
sobre la actividad locomotora de ratones de la cepa
C-57-Black (o), CD~1 (@) y Taconmic (A), En cada
caso se muestra la lf{nea de regresion estimada,
cada punto representa la media de 6 determinaciones
y las Ilineas verticales los errores tipo. Las
abscisas muestran las dosis empleadas de morfinag

las oardenadas, el total de cuentas en sesiones de
38 min,



2. Efecto de diversos farsacos sobre la actividad locomotora del

ratin. Influencia del pretratamiento con naloxona.

2.1 Métodos

Se utilizaron ratones macho, adultos, de 20 a 3¢ ¢ de peso, de
la cepa C-57-Black, mantenidos en las condiciones que se 1ndican

en la seccion anterior.

En un primer grupo de experimentos se determind el efecto sobre
la actividad locomotora, medida como se describe previamente, de
los siguientes TArmacos: cicloheximida, bacitracina,
clorantenicol, anisaomicina, puromicina y dehidroemetinas los
cuales se administraron por via 1.0. a S niveles de dosis (37.5,
7S, 1560, 00 v ol mg/kg), utilizando 19 animales por dosis. Los
ani1males contral recibieran solucidn salina (testigos para
bacitracina, anisomicina, puromicina, ‘dehidroemetxna) Q
carboximetilcelulosa al 9.2% (grupos testigps para cicloheximida y
cloranfenicoly. En todos los casos el volumen de administracicn
fud de 9.1 ml por 1¢ g de peso. Los animales se introdujeron al
SECAL inmediatamente despuss de la administracion v la actividad

locomotora se registro durante 30 min.

En la segunda serie de experimentos un grupo de ratones fue
inyectado por via subcutsnea con nalowona (1 mg/kg, S.c.) 1S min
antes de la administracion de morfina (3.1 a 100 mg/kg, i.p.).
Otro grupo de animales tracibid el antaconista de narceticos (1o
mg/kg, s.c.) 1S min antes de la administracisn intraperitoneal de
cicloheximida (37.5 a 3I00 mg/kg) o0 de bacitracina (I7.35 a &00

mg/kg). Los animales control rocibiaron el venicula



correspandiente (0.1 ml/10 g de peso). Un min deapuss de la
inyeccidn correspondiaente, los animales fueron colocados en SECAL

y se registro la actividad locomotora durante 39 min.

2.2, Resultados

En la Tabla II!I puede observarse que solo la cicloheximida
aumento. significativamente la actividad locomotora total agel
ratén. El efecto fus aparenté con las dosts de 37.5 mgs/kg y maxaimo
con la dosis de 300 ma/kgsy  sin embargo, su efecto maximo fus
Elaramente inferior al producido por la morfina. For otro lado, la
bacitracina disminuyd claramente la actividad locomotora con todas
las dosis probadas. En el caso de la anisomicina, la puromicina y
la dehidroemtina la disminucinn de la actividad locomotora fug muy
marcada, particularmente con las dosis de 159 a 309 mg/kg, las
cuales producen efectos toxicos muy severos en el ratosn. En la
misma tabla puede observarse que el cloranfenicol no modifico la

actividad locomotora.
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. p<B.05 (SSlo se consideraronios aumentos de la actividad
locomatora y no su disminucisn) |

La figura % auealra el Luprs=o  temporal del efecio de la
cicloheximda subre leo actividel locomotora del  ratdn. Fuede
observarse que ¢l siecto motor tue  anmediato (2 a & min),
particularmente con tas  dosus dra: (150 v 30w ongokg), mantuvo
relacion con le dusia admint sbrada, 5 dJecling proares. sanente y en
farma ragular o« la largo de la -esi1on, El andlisis wstad{stico
trevelo urt anmento signiticatsva (p 0% de le actividad
locomotora  con la dwusis de °5%5, b0 v & ma/va. En la figura 149
se ubserva que ja disminucion de la actividad locomotora producida
por la bacitracinag fud inmedieta, que guardd cieria relacidn con
la dotiis, ¥ que s@ mantuvo a Lo largo de las 50 a de registro.
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Figura 9. Etecho de la cicloheaimida soove fa
activy locomatoi e  de  ratones CG-57-Black. . #,
curss  tenporal del efecto; B, -efecto sobre la
witividad locomotora total (sesiongs de 30 min). bn
ambas  orificas: U, actividad locomotora ue los
ratones  contrel que recibieron metilocelulosa ol
2% 2l afecto de la administracien de  la
ciclohe:rimida en dosis e 3.5 (83, 75.0 (M, 150.0
By Zunlw (O mp/kg, s.o. Cada punto representa
la med) de & determinaciones y “las  1ineas -
vaertical Ia desviacion tipo,
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Figura 10, £fecto de la bacitracina sobre la
activiaad locomotora de ratones C-57-Black. A,
zurso  temporal del efecto: B, afecto sobre la
activadad locomotora total i1sesiones ae 3o min’. En
ambas graficas: 0, actividaa Jocomosora de los
ratones control aque recibieron metilcelulosa al
10203 el efecte de la administracidn de la
bacitracina en dasis de 37,5 (1, 75.0 (&), 50,0
300,90 Wy 3.9 U mgrkg, s.c. Cada punto
representa la media de o determinaciones y las
tineas verticales la desviacion tipo.
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Estos resultados demuesziran que,
la

raton;  asimisme, que para este

aproximadamente 60 veces menos potente gue la morfina (Fig.

fFor otro lado,
{1 mg/kg) impidio el auméntn de
morfina (Fig. 12). De hecho, 1la

animales gue recibieron naloxona mas

10 mg/kg) fué ligeramente inferior

£1 antagonista de narcoticos (10 mg/kg)

el aumento en ia actividad
cicloheximida (Fig. 12). Ademas,
alteraciones en la actividad

bacitracina.

de los farmacos propados,

efecto,

locomotora

sdlo

cicloheximida es capaz de aumentar la actividad locomotora del

la cicioheximida es

1.

se encontrd que e! pretratamiento con naloxona

la activadad locomotora de la
actividad locomotora de los
morfina en dosis bajas (3.1 y
a la de los animales control.
tambisn 1nhibid claramente
la

producida por

la naloxona no modificd las

locomotora producidos por
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Figura 11, Relacion dosis-efecto de 1la
morfina (o) y de la cicloheximida (e) sobre la
actividad locomotora de ratones de la cepa

C-57-Black. En cada caso se muestra la linea de
regresidvn  estimada, cada punto representa la media
de & determinaciones vy las lineas verticales los
errores  tipo., Las abscisas muestran las dosis
empleadas de morfina y de cicloheximidag lag
ordenadas, el total de cuentas en sesiones de Id
min,
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Figura 2. Efecto del pretratamiento con
naloxona sobre el efecto locomotor praoducido por la
morfina (A) y la cicloheximida (B) en el ratsn. En
cada caso se muestra la lfnea de reqresidn estimada
en los animales pretratados con solucidn salina
(e y &) o con nalosona (0O ¥y A) 15 min antes de
la administracion de morfina o de cicloneximida.
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3. Actividad antinociceptiva en el raton. Intfluencia del

pretratasiento con naloxona.

3.1 Metodos

a. Finza arterial

Se utilizaron ratanes machaos, de la cepa Taconic, de 20 a 30 g
de pPasO, mantenidos en condiciones ambientalaes constantes
{luz~ohecuridad 12:12, 22’. 1 °C) durante una semana, can libre
accese  al agua y alimento, Los experimentos se llevaron a cabo de
las 16 a las 20 hs., Se utilizé el métado de Hattner (57),
moditicado gpor Bianchi y Frapceschini (14). Se aplicd la pinza
arterial a 1 cm de la base de la cola de ios ratongs y wdlo fueron
selecciaonades aquellos cuya respuesta (mordisquen de 1a pinza)l
gcurrid  en un  lapso de 10 seg despuds de su aglicacidn. En este
estudio se caonsidersd efecto antinociceptivo cuando no se ohservd

mordisqueo de la pinza en e lapso de 10 segy a partir de su

aplicacivdn,

En  una primer serie de experimentos se determing el efecto de
la morfina (9.1, 0.3, 1.9y 3.1 wmg/kyg), cicloheximida,
cloranfenicol, anigomicina. puromicina, dehidroemetina Yy
bacitracina (I7.5, 75.9, 150,90, 3I00.0 y &00.0 mg/kg). Excepto an
e] raso de la bacitracina (5 animales por dosis), se utilizaron 19
animales por cada una de las dosis sefaladaas. Los firmacos en
estudio <] el vehfcule correspondiente (6.1 al/10 g) se
administraron por vi{a subcut&nea y el efacto antinociceptivo se
determine a los 1S, 30, &0 y 90 min despuss de la inyetcisn . Los
animales control recibieron solucisn salirna o carborimetilceiulasa

al  0.2%, Para cadga furmaco se establecis el curso temporal del



al

efecto antinociceptivo y 1la DEme fué calculada por el método de

Litchfield y Wilcoxon (94) en el momento del efecto msximo.

En una segunda serie de experimentos, los ratones,
seleccionados como arriba se 1indica, fueron pretratados con i
mu/kg, de naloxona via s.c., 15 min antes de la administracisn de
morfina (6,1 a 2.1 mg/kg))y o com 10 mg/kg , via s.c., del
antagonista de narceticos {5 min antes de !a inyeccisn de
cicloheximida o bacitracina (37.5 a 690.0 mg/kg). El efecto
antinociceptivo, medidoc como arriba se indica, se determind a los
15, 30, &0 y 99 min despuds de la administracion de los farmacos

en estudio.

b. Flancha caliente

Se siguid el procedimiento descrito por Woolfe y McDonald
(167), empleando un aparato marca Socrel, modelo DS35, constituido
por una placa metslica conectada a una resistencia eléctrica, un
segundero digital con interruptor de pedal y un cilindro
transparente de 1B cm de didmetro y 25 cm de altura. La
temperatura de la plancha se fijo a S5 °C y se considers como
respuesta nociceptiva el lamido de la cara plantar de cualquiera
de las patas dentro de un lapso de los 20 seqg inmediatos a la
colocacidén del animal sobre la plancha. Los experimentos se
llevaron a caba entre las 14 y las 20 hs y los animales fueron

utilizados en una sola ocasién.

En este estudio tambidn se utilizaron ratones macho., de la cepa

Taconic, con las caracterf{sticas descritas y mantenidos en las
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condiciones ambientales denticas. Grupas de 19 ratones fueron
inyectados por via subcutinea con morfina 3.1, 18.9, 31,0
y 100 mg/kg), cicloheximida, bacitracina (37,5, 75.4% y 15,0
mg)y, o los vehiculos correspondientes, y la respuesta al estimulo
nociceptivo se determind en cada uno de laos animales a los 15, 30,
60 y 9 min despu2?s de la inveccidn, En los casos en los gque la
respuesta nociceptiva no se presentd en el lapso de 20 seq, los
animales permanecieron sobre la plancha caliente hasta que
mostraron la respuesta establecida (lamido de las patas). La DEse
fué calculada como antes se indicay para este calculo sélo se

constders la prasencia o ne de respuesta en el lapso de 20 seq.

c. Estiramiento corporal inducido por acetilcolina

Esta prueba se realizd mediante el procedimiento descrito por
Collier y cols. (25). Se utilizaron ratones hembra, adultos, de 15
a 25 g de peso, de la cepa Tacounic, mantenidos en las condiciones
ambientales descritas. Al igual gque en las pruebas anteriores, los
experimentos e6e llevaron a cabo de las 16 a las 20 hs. Los
+ 4rmacos en estudio, o el vehiculo correspondiente, se
administraron por via subcutanea 20 min antes de la inyeccidén
intraperitoneal de acetilcolina (4 mg/kg). Inmediatamente despuss.
los ratones fueron colocados en el interior de un cilindro de
cristal transparente (25 cm de diametro x 10 cm de altura) y se
determing la presencia de estiramientos corporales, en un lapso de

3 man, en respuesta a la administracion de acetilcolina,

En un primer grupo de experimentos se estudio el efecto de la
morfina V.1, 9,31, 1.0, 3.1 y 10 mg/kqg), cicloheximida,

bacitracina, puromicing, cloranfenicol, anigEomiIC1Ing v
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dehidroemetina (37.5, 75, 159, 300 y &0 mg/kg) sobre el
estiramiento corporal inducido por la acetilcolina, utilizando 19

animales por dosis.

En @l segundo grupo de experimentos los animales fueron
pretratados con naloxona {1 mg/kg, w.c. 15 min antes de la
administracidn de morfinay o con 10 mg/kg, s.c., del antagonista
{135 min antes de la admlni-t;aciOn de cicloheximida o bacitracina,

a las dosis antes indicadas.

Finalmente, y con el propésito de determinar la especificidad
del efecto antinociceptivo en la prueba de estiramiento corporal,
8@ explord la capacidad de los férmacos en estudio para producir
incoordinacién muecular. Se utilizd un cilindro giratorio de 2.5
cm de disametro y una velocidad de 10 rpm (marca Ugo Basile,
acelerating rotarod 7650), La morfina (0.3, 0.31, 1.6, 3.1 y 19.0
mg/kg)y la bacitracina y la cicloheximida (37.3, 75, 199, 300 y
600 mg/kg), o los vehiculos correspondientes, ‘fueron administrados
por via subcutsnea y los animales se colocaron individualmente
sobre el cilindro 20 min después de la inyeccidén. Durante los
primeros 10 seg la velocidad inicial fué¢ de 2 rpm, e
inmediatamente después se cambiéd a 19 rpm. Se emplearon 10
animales por dosis y se determind @l numero de animales incapaces
de permanecer sobre el cilindro por un perfodo de 120 seg.
Mediante la prueba de Litchfield y Wilcoxon (34) se calculé la

DEme para producir incoordinacison muscular,
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3.2 Resultados

Sdélo la morfina y la cicloheximida mostraron actividad
antinociceptiva en los ¢tres modelos experimentales de dalor
utilizados en este estudin. El efecto de la morfina fué aparente a
los 15 min y méximo a los 320 min, para después declinar
progresivamente, excepto con la dosis altas (10.9 my/kg), cuyo
efecto maximo s» mantuvo durante los 99 min de! experimento (Fig.
13). Cabe subrayar gque con las dosis mas elevadas (3.1 y 19.9
mg/kg) se presents el efecto antinociceptivo en el 100% de los
animales tratados. En el caso de la cicloheximida, el efecto
antinociceptivo fu: aparente a los 15 min y m&imo, para la
mayorfa de las dosis, a los &0 min y declino, excepto para la
dosis alta (bﬂo_mg/kg), a los 99 min (Fig. 14). Con la dosis mas
alta (600 wmg/kg) solo se logrs efecto en el 75% de los animales
tratados. Con ambos farmacos, la magnitud y la duracisn del efecto

guarda relacion con la dosis administrada (Figs. 13 y 14)

La Tabla IV describe la DEme de la mortina y de la
cicloheximida en los 3 modelos experimentales empleados. Como
puede observarse, la cicloheximida es de 63 (plancha caliente) a
450 (pinza arterial) veces menps potente que la morfina para
bloquear la respuesta conductual a estimulos nociceptivos. Es
pertinente resaltar que el efecto antinociceptivo de la morfina se
logra en dosis substancialmente inferiores (4.18 veces) a aguellas
que producen incoordinacidén muscular (Tabla V). En contraste, el
efecto de la cicloheximida ocurre con dosi1s que producen

alteraciones de la coordinacion muscular (Tabla Vi,



TABLA IV

ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE LA MORFINA, CICLOHEXIMIDA Y
BACITRACINA :

DEso y limites de confianza 95 (mg/kq, via s.c.)

FARMACO PINZA PLACA ESTIRAMIENTO

ARTERIAL - CALIENTE CORFORAL.
MORF INA SRR - B .3 5,98
©.1-8.5) ~ (0.7-2.6) < (0.35-2.76)
CICLOHEXIMIDA 112,50 §82.0 L 159.6
(75-168) 7 (56.6=118.9) . (99.74-260, 48)
BACITRACINA 240, . S 212,09

{120~480) o .. (158.8-294.4)

—=: No mastrs actividad
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Figura 132, Curso temporal del efecto
antinociceptivo de 1la morfina en la prueba de la
pinza arterial. Los rtesultados obtenidos en los
animales control (@) se comparan con aquellos que
recibieron marfina por via subcutanea en dosis de
6.1 (@), .31 ©O), 1,9 (B, Z.1 (&) y 10.6 (&
mg/kn. La ordenada se#ala la magnitud del efecto
antinociceptivo, expresado en procentaie de
animales sin respuesta a la aplicacicn de la pinza
arterialj la abscisa, &l tiempo en min despuss de
la administracidn.
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Figura 14, Curso temparal del efecto

antinociceptivo de la cicloheximida en la prueba de
la pinza arterial. Los resultados obtenidos en los
animales control (@) se comparan con aguellos que
recibieran cicloheximida a las dosis de %7.5 (@),
75.9 (0), 150.0 (&), 3I900,0 (&) y &9HH (B) mg/kg,
s.Cc. Fara ver otros detalles ver la figura 9.
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TABLA V

DEsa DE LA MORFINA Y DE LA CICLOHEXIMIDA EN LAS PRUEBAS DE
ESTIRAMIENTO CORFORAL Y CILINDRO GIRATORIO

ESTIRAMIENTD

CORFORAL  (A)

CILINDRO COCIENTE
GIRATORIO (B) B/A

FARMACD DEmo ¥ LCom
(ng/kg, s.c.?

DEme y LCosm
(mg/kg, s.C.)

MORF INA 0.98

4.1 4.18
(1.79-9.34)

CICLOHEXIMIDA 157. 66 99,0 0.56
(99.74-260, 48) (48-180, 00)

lLa bacitracina mostrs cxeréa actividad antineciceptiva’'en las
pruebas de la pinza arterial y del estiramiento corporal inducido
por acetilcolina. Con las dosis altas (309 y 400 mg/kg) su efecto
maximo ocurrid en 15 min y declino hasta prscticamente desaparecer
a los 99 min. Con las dosis bajas se i1nstald lentamente. En ambas
pruebas, fu¢ considerablemente (214 a F69 veces) menas activo que

la morfina (Tabla IV).

Ninguno de los otros firmacos probados (cloranfenicol,
anisomicina, puramicina, dehidroemetina) mastré actividad

antinociceptiva.

Finalmente, la naloxana, en dosis de { y 16 mg/kg, antagonizd
claramente el efecto antinociceptivo de 1a morfina y de la
cicloheximida en 1los tres modelos experimentales (Tabla VD).
Tambi<n antagonizd, en dosis de 10 mg/kg, los efectas
antinociceptivas de la bacitracina en los modelos de la pinza

arterial v del estiramiento corporal i1nducido por acetilcolina.



TABLA VI

ACTIVIDAD ANTINOCICEFTIVA DE LOS FARMACDS EN ESTUDIO (A). INFLUENCIA DEL
PRETRATAMIENTDO CON NALOXONA (B)+

DEme y limites de confianza 95 (mg/kg, via s.c.)

FINZA ARTERIAL PLACA CALIENTE ESTIRAMIENTO
’ - CORPORAL -
FARMACOS A B A - AL B

MORF INA ©.25 8.4 [0 WO TRRNERR S PN S - 13- S SIS 00 - IO
(9.1-0.5) (2,8-20.8)  (0.6-2.6) - ARNE-207) 5 (0.9-7.9)

CICLO- 112.5 2609 82.0 Cov30R s 1S8.6 2660

HEXIMIDA  (75-168) (56.6-118.9) (99, 7-260,4)
BACITRA~  240.0 >600 - + 212.0 Y600
CINA (120-480) (152.8-294,4)

*
n

Pretratamiento, 1 mg/kg (para morfina) o 10 mg/kq (para
cicloheximida y bacitracina)

+ = No se efectud la prueba de antagonismo, porque no mostré actividad
(=)
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4. Toxicidad Aguda

4.1 Métodos

Se wutilizaron ratones macho, de la cepa Taconic, adultos de 20
a 3% g de peso. En un primer grupo de experimentos los animales
fueron inyectados intraperitoneaimente con morfina (S50-409 mg/kg),
cicloheximida (37.5-1200 mg/kq), bacitracina (37.5-800 mg/kg) ©
naloxona (3-1000 mg/kq). Se utilizaron 19 animales por dosis.
inmediatamente despuss de la administracion los animales fueron
colocados en sus jaulas, con libre aceceso al agua y alimento. La
DLme se calcul® como antes se indica, tomando los resultados

observados al término de un perfodo de 24 hs de observacisn.

En un segundo grupo de experimentos los  animales fueron
pretratados 15 min antes con naloxona en dosis de ! mg/kg, s.c.
antes de la inyeccisn i.p. de morfina (56-400 mg), o de 19 mg/kg,
s.c. antes de la administracidn de cicloheximida (37.5-1200 mg/kg)
o bacitracina (37.5-800 mg/kg). La letalidad se calculs, como

arriba se indica, al término de un perfodo de 24 hs,

4.2 Resultados

Considerando las muertes ocurridas dentro del perfodo de 24 hs,
la morfina y la naloxona fueron moderadamente mas toxicas que la
cicloheximida y 1a bacitracina (Tabla VII). Por otro lado, el
pretratanienta con naloxona disminuyd claramente la letalidad

aguda de morfina, bacitracina y cicloheximida.
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TABLA VI1
TOXICIDAD AGUDA DE LOS FARMACOS EN ESTUDIO (A). INFLUENCIA DEL

PRETRATAMIENTO CON NALOXONA (E).

Dime ¥ limites de confianza 99% (mg/kg, i.p.)

FARMACO -
A B
MORF INA 188.9 (146,2-242.9) >400
CICLOHEXIMIDA ©840.9 (744-911.4) >1000
BACITRACINA 565.0 (396-405) >800

NALOXONA 299,48 (166-505)
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S. Farmacos empleados.

Las substancias empleadas fueron sulfato de acetilcolina,
cicloheiimida, bacitracina, anisomicina y puromicina (Sigma),
dehidrnemetina (Roche) , clorhidrato de naloxona (Endo) ¥y
clorhidrato de morfina (Merck). Todas las substancias fueron
disueltas en solucion salina, excepto la cicloheximida vy el
cloranfenicol que fueron suspendidas en carboximetilcelulosa al

8$.2%. Todas las dosis se expresan en terminos de la sal.



I111. DISCUSION

Desde los estudios iniciales «on los dos pentapéptidaé
descubiertos por Hughes (66) se encontré que sus efectos
analgesicos son de wmuy corta duracidén (Belluzi y cols, 197&),

» hecho Qque serald la posibilidad de una répida biodegradacion
arganica. Pronto se observd gque las encefalinas son r&pidamente
hidrolizadas en sus aminadcidos constituyentes cuando se les ponia
en contacto con el tejido cersebral, ya sea por inyeccién local o
in vitro con extractos cetebrales {(Barclay y Phillips, 1978; Vogel
y Altstein, 1979). Las aminopdptidasas fueron las primsrag enzimas
hidrolizantes de encefalinas en ser identificadas, su accion
libera cantidades importantes de tirosina. Estas enzimas parecen
ser metaloenzimas y son altamente sensibles al efecto inhibidor de
fa bestatina, un producto de origen bacteriann (Barclay y
Phillips, 1989). La puromicina, antibiotico que inhibe la sintesis
proteica y la bacitracina tambi$n inhiben las aminaopeptidasas
hidrolizantes de encefalinas (Knight y Klee, 1978; Malfroy y cols,
3979; Hudgin y cels, 19813 Hui y cols, 1981), adn cuando, en

general, son menos potentes que la bestatina.

El sequnda sistema enzimatico biodegradante esté consituido por
las dipeptidilcarbonipeptidasas o encefalinasas, detectado
inicialmente en las membranas celulares (180). Las encefalinasas
actian sobre la unidn Gli-Fen o Bli~Gli y se le localiza en
diversas partes del SNC y en una gran variedad de tejidos
periféricos. Estas enzimas son inhibidas débilmente por el
captopril (Erdos y coals, 1978 y en forma muy signiticativa por el

tiorfan {(Roques y cols, 1984).
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Un tercer sistema #nzimatico descansa en la accién de la enzima
convertidora de angiotensina, que cataliza 1la formacién del
octapéptido angiotensina 11 a partir del decapéptido
angiotensina L. Se ancontro que esta enzima
(peptidildipeptidasa) hidroliza las encetalinas al nivel de la
unidn Bli-Fen (40)3 esta accidn es claramente inhibida por

compuestos comc el captopril.

Ehrenpreis y cols fueron los primeros en reportar que los
inhitidores de la bivodegradacién de las encefalinas producen
analgesia (I6). Este grupo demostrd que la administracién de dasisg
elevadas de D-fenilalanina, bacitracina, puromicina, bestatina y
captopril produce analgesia en el ratén, la cual se caracteriza
por una instalacidn lenta y que alcanza su maximo en
aproximadamente 2 dfas (37). Este efecto guarda cierta relacidn
con la acumulacidn cerebral de encefalinas y es revertido por la
accisn de la naloxona. El  tiorfan tambign tiens propiedades
antinociceptivas y es antagonizado por la naloxona (Rogues y cols,
1982). En un estudio muy bien disefado, Herman y cols (61)
demostraron que la administracion intracersbravantricular de
puremicina, en dosis de 150-400 mcg, produce  analgesia
dosis~dependiente en ratones, paralela a un incremento en la
concentraciden de encefalinas en el cuerpa estriado, gque es abolida
par la paloxona. Tambidén encontraron que la bacitracina (10~59
meg, ICV) produce analgesia dosis-dependiente y aumenta la
concentracidn estratial de encefalinas; sin embarga, el efecto de
la bacitracina na fue antagonizado por la naloxona, For ello

concluyeraon que el efecto de este antibidtico es inespecifico.
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Los resultados de los estudios que agquil se reportan sefalan que
la cicloheximida y la bacitracina, administradas por via
parenteral, producen algunos efectos conductuales de tipo opisceo.
Se pudo demostrar que la cicloheximida .produce un incremento
dosis-dependiente de la actividad locomotora del ratén., El efecto
fue aparente con dosis de 37.95 mg/kg y maximo con 200 mg/kg. La
hiperactividad provocada por la cicloheximida fue evitada con la
administracién previa de naloxona (10 mg/kg). Cabe subrayar que
las dosis requeridas de cicloheximida son considerablemente mas
altas que las de morfinaj; asimismo, que el efecto micimo producida
por - la moerfina es claramente mayor que el inducido por la

cicloheximida.

La cicloheximida, al igual que la morfina, mostrd propiedades
antinociceptivas en los tres modelos experimentales. En el caso de
la morfina el efecto maximo se observd a los 1S min y con las
dosis intermedias y altas (3.1 y 10 mg/kg) produjo analgesia en
todos 1los animales probados. Su efecto antinociceptivo de la
gicloheximida se instalé lentamente y fue maximo a los &9 min. Aun
con las dosis mis altas no se logrd el efecto en todos los
animales probados. El anslisis cuantitativo reveld que la
cicloheximida es de &3 a 450 veces menos potente que la morfina.
La naloxana fue capaz de prevenir tanto los efectaos

antinociceptivos de la morfina come de la cicloheximida.

El patron de efectos producido por la bacitracina fue
diferente. Disminuyd significativamente la actividad locomotara,
efecto que no fue prevenido por la naloxona, y solo fue activa

en los modelos de la pinza arterial y del estiramiento corporal



producido por la a:etilcolina;‘sg‘qttiyidad'ancfnpgiégpgjva:fqej‘
menor que la observada con cicloheximida y fuezantggnhizadé porla

naloxona.

Estos hallazgos sugieren que el efecto analgesico de  la
cicloheximida y de la bacitracina, el cual se instala de manetra
gradual, puede deberse a su capacidad de interactuar con los
sistemas eaencetfalind¢rgicos. Se ha reportado que la bacitracina
inhibe la actividad de las aminopeptidasas cerebrales (Hudgin y
cols, 19B1); asimismo, que produce analgesia en ratones (Simmons y
Ritzman, 1989) y en ratas (Fatthy y cols, 1977) cuando se
administra por via intracerebroventricular (ICV), efecto que es-
revertido por la naloxona (Fatthy y cols, 1977). Sin embargo, no
produce analgesia (Finsky y cols, 1980) o produce hiperalgesia
(Girault y cols, 1980) cuando se deposita en otras regiones del
SNC. En 1982, Sikand y Havlicek demostrarcn que la bacitracina (52
meg)  por via ICV aumenta un 27% las concentraciones cerebrales de
bata-endorfina en la rata e induce analgesia de corta duracisn,
efecto que fue totalmente blogueado por la nalokona (1 mg/kg)
{143), Los estudios de Herman y cols (1985) confirmaron que la
bacitracina, por via ICV, produce analgesia dosis-dependiente y
aumenta la concentracion estriatal de encefalinasy sin embargo,
tal efecto no es antagonizado por naloxona. En este trabajo se
cbservd que el efecto analggsico de la bacitracina es
relativamente dsbil. Con base a los resultados descritos, se puede
pensar que en el efecto analgéesico de la bacitracina participa el
sistema encefalinsrgico, ya que la analgesia es antagonizada por
la naloxona y otros autores han demostrado que el antibistico

aumenta los niveles de encetfalinas,



Sin . embargo, tal mecanismo no parece ser especifico, ya que
sdlo- se presanta con dosis que producen efectos neurotduicos

sevaros y el antagonismo por la naloxona no es consistente.

El patrén de efectos producido por la cicloheximida es tipico
‘de los farmacos que inhiben las enzimas biodegradantes., Se sabe
que este antibidtico inhibe la formacisn de las cadenas peptidicas
en las bacterias por accién sobre la peptidil transferasa. La
revision de la literatura no nos permitid identificar repartes
acerca de los efectos de este antibiotico sobre las enzimas
}esponsahles de la biodegradacidn de los péptidos opiicens. For
ello, es probable gue los resultados de este estudio constituyan
una cantribucion en este campo. Los efectos producidos por la
cicloheximida pueden tener otra explicacidn: una accidn directa
sobre los receptores opiscens. la cual &s menos probable, dada la
relativa lentitud, en gue se instala el efecto analg#sico. Ninguna
de estos dos posibles explicaciones sobre el mecanismo por 21 cual
la cicloheximida produce efectos de tipo opiiceo puede precisarse

con base en las investigaciones gue aqui se reportan.

Es importante destacar la ausencia de efectos locomotores y
antinociceptivos de lbs otros antibidticos, capaces de inhibir la
sintesis proteica, incluidos en este estudio. La anisomicina, que
impide la reaccien de transferencia del aminocacil-tRNA a los
ribosomas (Grol lman, 1947) el cloramfenicol, que se une
especificamente a la unidad ribosomal 59S e impide la tranferencia
de aminoscides y., por ende, el crecimientoc de las cadenas
peptidicas, praobablemente por ‘accidn directa sobre la peptidil

transferasa (Festha, 1971): la dehidroemetina, que bloguea en
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forma irreversible la sintesis proteica al inhibir el
desplazamiento del ribosoma a los largo del DNA mensajeroj y la
puromicina, que inhibe 1la arilamidasa cerebral (Marks y cols,
1968), Por otro lado, ya se habfa que mencionado que In vitro la
degradacidn de encefalinas es inhibida eficazmente por la
puromicina (Barclay y col, 1980) y la bacitracina (Miller y cols,
1977y, al inbhibir la actividad de las aminopeptidasas (Herman,
1985). Cuando se administran por via ICY ambas substancias tambien
impiden la biodegradacién de las encefalinas, cuya acumulacién
produce efectos opidceos, especialmente analgesia (Herman, 19835).
En el presente trabajo ambos farmacos se admistraron por via
intraperitoneal y la ausencia de efectos con la puromicina puede
explicarse por la dificultad de este fiarmaco para atravesar la
barrera hematoencefalica. De hecho, Ehrenpreis logrd demostrar
efectos analgésicos con la administracidén sistémica de puromicina
utilizando ratones muy jdvenes (2 a 3 semanas), cuya barrera no

esta totalmente desarrollada (37).

Estos datos parecen indicar que la capacidad de inhibir las
endopeptidasas y las encefalinasas es independiente .de. las-
acciones relativas a la inhibicidn de la sintesis proteica, como
ya han sugerido otros autores (Vogel y Altstein, 197%9). En favor
de esta posibilidad tambi¢n esta el hecho de que la cicloheximida
y la puromicina impiden la sintesis proteica, la primera por
bloquear la elongacidn de la cadena peptidica e inmovilizar a los
polisomas ¥y la segunda, anslogo del aminoacil RNA-t, separa la’
cadena en desarrollo del camplejo

peptidil-RNAt—-mensajero-ribosoma, formindose peptidil puruml:ina;r
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mientras qﬁe la bacitracina inhibe la sintesis del peptidoglicano
por. .la inhibicidn de la desfosforilacién del lipidio-pirofosfato,
adeﬁés forma un comple)o con el ion magnasio y el pirofosfato
‘ng—isuprenil, complejo responsable de la inhibicién de 1la
sintesis de la pared celular (Fratt), Otro dateo que apoya esta

hipdtesis de la accién opiocide de la bacitracina y de 1la

cicloheximida por un mecanismo de accién diferente a la
1nhibicicn de la sintesis de pared celular o de }la sintesis
proteica, respectivamente, es la modificacion de la toxicidad

aguda por la administracidén previa de naloxona, al igual que

ocurre con la morfina,
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1V. CONCLUSIONES

1. fLa cicloneximida, al igual que la morfina, praduce un
incremeto dosis~degendientes de la activigdad locomotora del ratdn
&2 inhibae, tambisn en forma dosis~dependiente, la respuesta
conductual a tres tipos distintos de estimulos nociceptivos. En
todos 1os casos, los efectos se instalareon de manera gradual y
au patencia relativa es claramenée inferior a la observada con

el opilicea.

-

2. El pretratamienta con naloxona, un antagonista de narcéticos,
evita la hiperactividad, la analgesia y la letalidad producidas

por la cicloheximida y la morfing,

3.  Estes resultadaes revelan gue la cicloheximiga produce en el
ratén efectos de tipo opisceo, los cuales parecen consecuencta
de una inhibicidn de las enzimas biodegradantes de las
encefalinas. Sin embargo, no se ha reportado esta accidn para la
.cicloheximida y los estudias que aqui se reportan no exploraron

esta posibilidad.

4, El patron de efectos de la bacitracina es diferente,
Disminuye la actividad locomotora del ratén v su actividad
analgésica as muy discreta. Ambus evTectos parecen estar
trelacionados con el sistems encefalingrgico, ya que se ha
reportada gue este antibidtico aumenta los niveles carebrales de
encefalinas, %in embargo, sus efectons no son consistentemente
antagonizados por tla naloxona v sola se presentan con dosis

neuragtanicas.
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