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1 RESUMEN:

En el presente trabajo se ihvestigd la relacidon de
dopamina y de una met-encefalina (DALA)} en el niicleo acumbens con
respecto a la locomocién de la rata. Con DALA 5 y 1G ug obtuvimos
un efecto bifdsico sobre la actividad locomotora, caracterizado
por una supresidn de actividad al principic y un incremento poste-
rior. El inhibidor de encefalinasa a diferentes dosis (5, 10 y 20
ug), produjo incrementos fGnicos significativos a los 10, 50 y 40
min respectivamente. Adem3s no se observd un incremento sostenido
sobre la actividad locomotora. Al combinar este mismo inhibidor
con anfetamina obtuvimos un incremento de la actividad a los 10 y
20 min. En el caso de DALA 5 ug + anfetamina se observd un Ginico
efecto excitatoric sobre la actividad a la hora 30 min. Los datos
no permiten establecer una relacidn directa entre el sistema ence-~
falinérgico y dopamin@rgico sobre el control de la actividad loco~-
motora en el nficleo acumbens.



2 INTRODUCCION:

pesde que Hughes y Kosterlitz (1975) y Terenius vy
Wahlstrém (1975) reportaron simultdneamente la presencia de activi
dad opioide en cerebros de animales, se desencadena un gran inte-
rés por estas sustancias. Después se logra caracterizar y diferen-
ciar a dichos péptidos (Hughes y cols., 1975; Simantov y Snyder,
19763 Guillemin y cols., 1976) reportiandose la existencia de com-
puestos distintos encefalinas y endorfinas. A partir de entonces y
hasta la fecha, se han hecho diversos descubrimientos sobre los e-
fectos de dichas sustancias en el control de la percepcién del do-
lor (Cohen y cols., 1983), analgesia (Fanselow, 1985), estrés (Fan
selow y Sigmundi, 1985), en la disrupcidén de la respuesta sexual
{Pfaus y Gorzalka, 1986), en los mecanismos mediadores del refor-
zamiento (Goeders y cols., 1984), en aprendizaje v memoria {Kastin
y cols., 1976) y en la modulacidn de la respuesta locomotora
{Swerdlow y cols., 1986), ademds de otras conductas tanto normales
como en desdrdenes psiquidtricos del orden de la esquizofrenia

{Spector, 1980) y la depresidn (Berger y Barchas, 1983).

Sin embargo, a pesar de los grandes avances y de la amplia
gama de investigaciones que se han logrado, aln existen muchas du-
das y controversias sobre la manera precisa en gque estas sustan-
cias actan en el sistema nervioso. Este trabajo estd dirigido a
aclarar una de tantas incdgnitas. Por un lado, verificar si existe
una relacidon entre dopamina y encefalinas en el niicleo acumbens
con respecto al control de la actividad locomotora de la rata, Yy
en caso de que dicha interaccidn exista explicar el modo en que se
realiza.

Existen algunas evidencias qgue demuestran que los opidceos
afectan la actividad locomotora. Asi, por ejemplo, la morfina en



dosis altas deprime inicialmente la conducta motora para después
estimularla {Oka y Hosoya, 1977).

Péptidos opioides como la fB-endorfina causan inmobilidad y
rigidez muscular muy parecida a la catalepsia observada en la es-
gquizofrenia catatdénica {Bloom, 1983). Una de las observaciones mis
interesantes es gue tanto los efectos depresores como estimulantes
de la morfina sobre la actividad locomotriz se pueden antagonizar
ripidamente con naloxona (antagonista de opiaceos), lo cual nos su
giere gue ambos efectos estdn mediados por receptores opidceos
(Brady y Holtzman, 1981). Inyecciones directas de DALA en el Aarea
ventral tegmental & en el niiclec acumbens producen aumento en la
motilidad (Pert y Sivit, 1977). En contraste, Havemann y Kuschins
ky (1985) reportan gque al inyectar opidceos (DADL) en el nicleo a-
cumbens de ratas no hubo efecto estimulatorio sobre la locomocidn.
Sabemos que el niicleo acumbens y el drea ventral son importantes
para la integridad del sistema dopamin@rgico mesolimbico, el cual
tiene un papel importante en el control de la locomocidn.

Todos estos datos nos hacen suponer que la encefalina, de al
guna manera, afecta la neurotransmisidn dopaminérgica para produ-
cir algin tipo de cambio en la motilidad de la rata. Por tal moti-
vo, se pensd en la importancia de estudiar los efectos de DALAz—
metéencefalinamida {(péptido opioide sintético sustituto de la me-
tionina encefalina natural} sobre la actividad locomotora de la ra
ta después de la estimulacidn de encefalina y dopamina. Ademis se
investigaron los efectos de DALA sola & en combihacidn con anfeta-~
mina, gque es un inhibidor de la recapturacién de dopamina y tam-

bi&n provoca la liberacién de dicho neurotransmisor.

iii



CAPITULO 1: ENDORFINAS:
1.1 HISTORIA

Hasta muy recientemente, la mayor parte de lo que
se sabia acerca de los opidceos venia de relatos histdricos. Los @
pidceos son una de las drogas de abuso mds antiguamente utilizadas
entre los humanos. Evidencia de esto ha sido encontrada en el arte
asidtico de 400 A.C. y en las culturas egipcias, griegas y persas.
Se han encontrado evidencias del uso de opidceos de Egipte como un
gientos funerales, sugiri&ndonos que sus contenidos narcdticos se
consideraban comodidades para después de la muerte. Otra de sus a-

Plicaciones en ese tiempo fue la analgesia (Simon, 1982).

A principios del siglo XIX existia una poblacidén adicta al
opio muy significativa en India y China. Al mismo tiempo, en Euro-
pa los opifceos eran muy usados como tdnicos faciles de obtener y
baratos (Bayon, 198l).

Poco a poco, se fue tomando conciencia de los peligros de es
ta droga y a mediados del siglo XIX era bien conocido que la mor-
fina era el agente causante de los efectos mds notables del opio.
La euforia y la analgesia son dos de los efectos de los opiaceos,
pero también afectan la motivacidn, la respiracidn, el apetito, la
libido y el sueiic {Belles, 1982). La pregunta era que cbmo era po-
sible que una droga afectara tantos sistemas. Se observd que los g
pidceos alin en désis minimas eran capaces de tener efecto farmaco-
légico sobre el organismo. Esto hizo suponer gue debian existir re
ceptores para tales sustancias en el organismo. Snyder y Pert
{1973) demostraron la existencia de receptores especificos para
los opidceos en el sistema nervioso. Ante ésto, se tratd de encon-
trar aquel ligando endogeno gue debia unirse a los receptores en-
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contrados; este supuesto ligando debla poseer caracteristicas and-
logas a la morfina, pero debla estar presente en el cerebro de for
ma natural, ya que los alcaloides de opio no se producen ni se en~
cuentran en ningln tejido animal. Los primeros reportes de esta ag
tividad enddgena opioide surgieron simultdneamente de dos labora-
torios. John Hughes {1975) en el laboratoric de Hans Kosterlitz en
Escocia y Terenius y Wahlstrém (1975) en Suecia, reportaron la preg
sencia de actividad opioide en extractos acuosos de cerebros ani-
males. El grupo escocés de Hughes se dedicd a trabajar en bioensa-
yos in vitro, mientras que el grupo de Terenius usd la competencia
por el receptor opiaceo come criteric de la actividad opioide, Por
otroc lado, Goldstein y cols. (1974) reportaron la presencia de ac-
tividad opioide en extractos de la glandula pituitaria de bovinos.

El trabajo de purificacidn y caracterizacidn de factores o=
pioides alcanzd su cenit con el reporte de Hughes y cols. en di~
ciembre de 1975, en el cual caracterizaba a dos pentapéptidos que
pareclan ser los responsables de la actividad opicide presente en

los extractos del cerebro de cerdo.

Los pentapéptidos fueron identificados como Tyr-Gly-Gly-Phe-
Met y Tyr~Gly-Gly-Phe-Leu y fueron denominados metionina {met) y
leucina (leu), encefalinas respectivamente.

Las estructuras de las encefalinas fueron confirmadas por Si
mantov y Snyder (1976) que encontraron y desc¢ribieron péptidos c¢on
las mismas estructuras que se encontraban presentes en diferentes
proporciones en las diversas partes de cerebros de bovinos. En es-
te mismo afio, Roger Guillemin y su grupo (1976} encontraron en hi-
potdlamo e hipdfisis de oveja, otras sustancias que tenian efectos
parecidos a la morfina, a las cuales llamaron endorfinas clasifi-
candolas en: =-endorfina con 16 aminodcidos; B-endorfina compuesta
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por 31 aminodcidos y Y-endorfina formada por 17 aminodcidos; de eg
ta manera, se probaba que los receptores existentes en el cerebro
para la morfina eran los mismos receptores de las endorfinas y en-
cefalinas, y que la morfina se unia al receptor de opidceos enddge
nos debido a que la forma gue sus moléculas adoptan en el espacio
e8 muy semejante a la de las encefalinas y endorfinas, aungue su
estructura quimica es diferente.
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taba acompafiado por una sefial de peligro para las ratas. Si los
choques que se administraban a las ratas eran inevitables la anal-
gesia aumentaba; en contraste, con los choques de los que hablan
aprendido que podian escapar, ya que estos Gltimos no producian a-
nalgesia. Por otro lado, se observd que un chogue intermitente es
importante para demostrar una analgesia mediada por opidceos. Tal
como lo reportan Madden y cols. (1977), sus resultados indican
que un choque eléctrico extremadamente intenso (3.0 ma} prelongado
{30 min.} y discontinuo provocd un incremento de los niveles de o-
picides enddgenos, medidos con un ensayo radioactivo gue marca los
sitios donde se une la naloxona [antagonista de los opidceos) que
produjo analgesia en una prueba en gue se mide la latencia con gue
se retira la cola ante un estimulo caliente. Sin embargo, estos ap
tores reportan que el efecto desaparecid en el curso de 13 se-
siones de choques, conforme los animales se volvieron tolerantes a
sus propias endorfinas, asi mismo, se reportd también gue los ani-
males se volvieron hiperalgésicos.

Estos hallazgos son interesantes y nos hacen pensar en los
posibles efectos conductuales a largo plazo y en las fallas en la
adaptacidén derivadas del estré&s crdnico. Asi, podria ser facil con
cluir que el estrés crénico provoca disfunciones en el balance bip
quimico del organismo procduciendo hipersensibilidad al dolor y una
adaptacidn al mecanismo natural de inhibicidn del dolor. Tal como
Terenius y Widlhstrom {1975) reportaron que pacientes con dolor crd
nico carecen de niveles altos de endorfinas libres en liquido cefa
loraquideo. El1 problema aqui es, como lo sefialan Bolles y Fanse~
low (1982), que no esta muy claro en gué medida los pacientes con
dolor crdnico pueden ser caracterizados como victimas de estrés
cronico, © en que medida estos niveles de endorfinas tienen que
ver con una hipersensibilidad al dolor. Estas posibilidades ain

nos intrigan.
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CARITULO 2:; FUNCION DE LAS ENDORFINAS:
2.1 RELACION CON DOLOR, ESTRES Y ANALGESIA:

. Se decidid unir en un solo punto estré&s, analgesia y
dolor debido a que son tdpicos que se encuentran estrechamente u-
nidos entre sl y con las endorfinas; sin embargo se considera im-
portante puntualizar, gue no son las nicas funciones de las endor
finas, ya que estas influyen en conductas como; habitos de alimen-
tacidén, ingesta de liquidos. También se ha encontrado gque el es-
trés produce un nimero de reacciones que parecen ser mediadas por
opidceos. Algo que ha recibido mucha atencidn es el hecho de gue
el estrés puede inducir analgesia (Olson, Olson y Kastin, 1986).
El uso de choques eléctricos ha demostrado un decremento de la per
cepcidn del dolor en un nimero significativo de estudics y se cree
que dicha analgesia pudiera estar mediada por opidceos, debido a
gue los efectos se revierten con naltrexona, antagonista de opia-
ceos (Fanselow, 1985; Fanselow y Sigmundi, 1985; Hamm y Knisely
1985; Kameyama y cols., 1985; Levine y cols., 1985; Nabeshima vy
cols., 1985; Nabeshima, Matsunoc y Kameyama, 1985; Terman y cols.,
1985; Urea y Sarne, 1985; Whitehouse y cols., 1985; Belluzzi y
cols., 1976; Graf y cols., 1976; Szekely y cols., 1977). Sin embar
go, dicha analgesia solo se produce cuando los choques elé&ctricos
son intermitentes y no cuando el chogque es continuo (Fanselow y
Sigmundi, 1985; Terman y cols., 1985; Whitehouse y cols., 1985).
Por otro lado, Terman y cols. (1985) refieren que un minuto de cho
gue continuo o 20 min. de chogques intermitentes inducen analgesia
semejante a la de origen opiocide, pero 4 min. de chogue continuo
no reducen el dolor en absoluto (Terman y cols., 1985), indicando
gue el efecto es una interaccidn entre la duracidn y la constancia
del choque (continuc o intermitente). Fanselow y Sigmundi (1985}
reportan gue naltrexcna (antagonista de los opidceos) incrementd
la analgesia producida por un selo chogque, pero idnicamente si es-
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TABLA 2: DISTRIBUCION DE B-ENDORFINA INMUHOREACTIVA EN CEREBRO E
HIPOFISIS DE RATA.

ng/q de tejido
A-ENDORFINA

Hipofisis (completa) 269.1
Adenohipdfisis 128.1
Heurcohipdbfisis y pars intermedia 1500,1

Cerebro {completo} 108
Hipotdlamo 490
Septunm 234
Cerebro medio 207
Médula y Puente E 179
Fstriado . No se encontrd

Globo pdlido
Hipocampo
Corteza cerebral
Cerebelo

(Fuente: Rossier y Bloom, 1983).

Finalmente., pero no en tltimo lugar, se considera importante pun-
tualizar qgue Wise y Bozarth (1984) refiere haber encontrado ni-
veles altos de met-encefalinas, neurotensina y sustancia P. En tan
to que, Graybiel y cols. (1983) sostienen que existen conecciones
encefalinérgicas eferentes gue van del estriado hacia el globo pa-
lido y conecciones aferentes dopaminérgicas probablemente subtala-
moestriales que van de las neuronas B7 de niicleo de raph& hacia
grupos de cé&lulas A8, A9 y Al0 nigroestriales y tegmentoestriales.
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la linea media dorsal del tdlamo al tallo cerebral. Estas fibras
se extienden luego hacia el locus cueruleus y el nicleo parabra-
quial, llegande en direccidn caudal hasta el tracto solitario. Es-
te largo trayecto, parece formar parte, por su localizacidén, del
sistema limbico, relacionado con las experiencias emocionales; sin
embargo, alin se desconoce el papel gue juegan estas sustancias en
estos lugares, Asi mismo, se encuentran extensivas arborizaciones
de fibras de f-endorfina en otros nucleos especificos comeo son,
los niicleos paraventricular, ventromedial y dorsomedial del hipo-
tilamo, el niicleo paraventricular del tdlamo, la amigdala medial,
septum y el nicleo ventral de la estria terminal,

Finalmente, algunos estudios realizados indican que la dinor
fina y o{~neoendorfina se distribuyen en los circuitos magnocelula-

res de la hipdbfisis posterior y en el hipocampo.
A continuacidn se muestra una segunda tabla tomada de Rossier

y Bloom (1983) en la cual se muestran distribuciones de B-endorfi-
na inmunoreactiva en el cerebro e hipdfisis de rata.

-9~



TABLA 1: DISTRIBUCION DE MET-ENCEFALINA Y LEU-ENCEFALINA
INMUNOREACTIVA EN CEREBRO E HIPOFISIS DE RATA.

ng/ de tejido

MET-ENCEFALINA LEU-ENCEFALINA
Estriado (completo) 600 100
Globo palido 1750 350
Caudado y Putamen 250 50
Hipotalamo 450 80
Tidlamo 400 60
Puente d Protuberancia Anular 350 40
Hipocamnpo 200 20
Corteza Cerebral 140 15
Hipdfisis (completa) 760 60
Pars nervosa 1900 600

(Fuente: Rossier y Bloom, 1983).

Por otro lade, la f-endorfina se localiza en el lébulo inter
nedio del hipotdlamo y en las células corticotrofas del lébulo an-
terior. Algo muy interesante es que aqul se libera en situaciones
de tensidn junto con la hormona corticotrdfica, lo cual nos podria
‘indicar Gue una vez en la sangre, las endorfinas pudieran actuar
como analgésicos, componentes de la reaccidn aguda a la tensidn.
La fN-endorfina también se distribuye en el niicleo arcuato, en la
base del hipotdlamo. De ahi se extiende hacia la porcidon frontal
del encé&falo, drea anterior hipotaldmica-predptica y a través de

-8-



1.3 DISTRIBUCION:

Antes que nada quisiéramos aclarar que esta re-
visidn no pretende ser exhaustiva, sino {nicamente una revisidn
muy general. Para una revisidn mé&s amplia se sugiere consultar la
bibliografia correspondiente.

Para poder conocer la distribucidn de las endorfinas en teji
do nervioso central y periférico, se utilizan complicadas técnicas
de separacidn quimica por medio de gelatinas, radioinmuncensayos y
localizacidn inmunocitoguimica. Por medic de estas técnicas se ha
visto gue las encefalinas se¢ encuentran pricticamente en todo el
sistema nervioso central, principalmente en globo palido (relacio-
nado con sistemas programadores del movimiento), nicleo central de
la amigdala (forma parte de los sistemas que controlan la conducta
emocional), cerebro medio y médula espinal, particularmente en las
astas dorsales donde parecen modular el paso de impulsos dolorosos
provenientes de los nervios sensitivos. Se encuentra también ence-
falina en sustancia nigra, locus coeruleus y el niGcleo de raphé.
En ratas, changos y gatos se ha encontrado un circuito encefalinér
gico que se extiende de los nicleos paraventricular y supradptico
al lobulo neural. Se ha propuesto otro circuito gue va del niicleo
caudado y putamen a globo palido. Ademds, existe encefalina en el
sistema nervioso periférico, incluyendo a la retina y en las c&lu-
las cromafines de la médula adrenal. A continuacidn mostraremos
una tabla de Rossier y Bloom{1983) en la cual se muestran concen-
traciones de met-encefalina y leu-encefalina inmunoreactiva en el
cerebro e hip&fisis de rata.



nos interesan las {ltimas,

Una de las primeras diferencias es que tienen diferentes pre
cursores. Las endorfinas provienen de una proteina gue contiene
una cadena de 264 aminocdcidos, llamada pro-opio-melano-cortina, la
cual contiene cadenas de la fi~lipotrofina, de la corticotrofina y
de las tres hormonas melanotrofas:xX , By ¥ .

Las encefalinas por su parte estin contenidas en otra protei
na llamada proencefalina formada por 2319 aminodcidos y localizada
en las células cromafines de la mé&dula adrenal, sistema nervioso
central & intestino, que a su vez contiene las cadenas de aminoa-
cidos de la dinarfina, of.-neo-endorfina, del heptapéptido adrenal-
cerebral y del péptido triptico adrenal, ademéds de la metilencefa-

lira (Bayon, 1981).

Algunas diferencias entre las endorfinas y encefalinas son
su localizacidén en el sistema nervioso y su periodo de actividad
al ser inyectadas. Las encefalinas tienen una vida activa extrema-
damente corta, sdlo algunos minutos; mientras que las -endorfinas

son estables durante varias horas (Baydn, 1981).
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1) PEPTIDOS DE LA SERIE PRO-OPIO-MELANO-CORTINA:
A) Péptidos Opioides:
a) B-endorfina
b) #A-endorfina
c) ¥ ~endorfina

B) No-opicides:
a) ¥MSH ( ¥melanotrofina)
b) B MSH (B melanotrofina)
c) ¥ MsH (¥melanotrofina,)

2) PEPTIDOS DERIVADOS DE LA PRO-ENCEFALINA:
A) Encefalinas
a) Met 5. encefalina

b} Leu 5. encefalina

5 7

c) Met “~ ArgG - Phe '~ encefalina
3) PEPTIDOS DERIVADOS GE LA PRO-DINORFINA:
Encefalinas alargadas:
a) Dinorfina
b) A-neo-endorfina
c) B-neo-endorfina

4) OTROS:
a) Kiotorfina
b) Demorfina
c) Casei-morfina (Se c¢onsidera exorfina, porque se
extrae de la caseina de la le-
che).

Para los fines de esta tesis es importante mencionar algunas
diferencias entre las endorfinas y encefalinas, ya que a nosotros



1.2 CLASIFICACION

Antes de hablar de clasificacidn de las endorfinas se
considera conveniente hacer un comentario acerca de la nomenclatu-
ra. Con el descubrimiento de las endorfinas hubo mucha confusidn a
cerca del nombre que se emplearia para referirnos a estas sustan-
cias. Hughes y Kosterlitz (1975) lliamaron a sus factores activos
encefalinas. Goldstein (1974) se refirid a su sustancia como pépti
do opioide hipofisiario y los laboratorios de Terenius y Snyder ha
blaron de factores parecidos a la morfina. Asi conforme aumentaba
el nimero de péptidos encontrados era mids y mds preocupante el he-
cho de la confusidén en la nomenclatura. De tal forma que, en un en
cuentro en Virginia (1975) de la INRC (International Narcotics
Research Conference) Eric J. Simon sugirid el nombre de endorfinas
como término genérico para los opioides enddgenos. Entonces, el
té@rmino encefalinas se aplicd Gnicamente a los dos pentapéptidos
aislados y caracterizados por Hughes y Kosterlitz (1975).

Se han encontrado hasta ahora mas de una docena de "endorfi-
nas" y parece que la lista continfia en incremento. Para fines prac
ticos, se menciona, a continuacidn, 1la clasificacidn gque Bloom
{1983) realizé de la “super familia de las endorfinas". Dentro de
esta cla;ificacién caen todos los péptidos enddgenos cuyas secuen-
cias incluyen al menos una cadena de aminodcidos de la met-encefa-
lina & de la leu-~encefalina y que comparten algunas acciones comu-
nes en los receptores opidceos. Se distinguen tres ramas principal
mente:
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Por otro lado, Urca, Segev y Sarme (1985) encuentran gque la
analgesia también se puede producir por estimulacidn eléctrica &
por inyecciones de opifceos directamente en la sustancia gris pe-
riacueductal, Otra variable implicada es la edad de los sujetos,
esto lo indica en un estudio gerontoldgico realizado por Hamm y
Knisely (1985) donde apoyan la idea de que hay un declive en el
sistema opidceo endégeno relacionado con el aumento de la edad; ya
que al medir la cantidad de analgesia, notaron un decremento con-
forme aumentaba la edad. Existen otros estudios donde se aplicaron
choques eléctricos a ratas y estas disminuyeron su actividad loco-
motora. Estos investigadores piensan que esta conducta estd media-
da por opidceos por lo menos en parte, ya gue dicha respuesta se
inhibia con antagonistas opidceos como la naloxona {Fanselow,1985;
Kameyama y cols., 1985; Nabeshima y cols., 1985; Nabeshima, Mat-
suno y Kameyama, 1985) y porque el efecto era similar al de la mor
fina,

Una manera de estresar ratas era, primero, introducir al anj
mal a un compartimento donde se le administraban choques eléctri-
cos, sacar a &se y meter a otro en el mismo compartimento. Asi,
con el simple hecho de que el animal percibiera el olor de la rata
que habia recibido los choques eléctricos, ésta se estresaba
{Fanselow y Sigmundi, 1985), y esta respuesta se potenciaba con
naltrexona (antagonista de los opidceos), indicando una posible ba

se opioide de la respuesta al estrés.

En ileum aislado de ratas crdnicamente inmobilizadas, nalo-
xona produjo contracciones tdnicas que se antagonizaban con met-
encefalina & dinorfina (Nieber y cols., 1985), sugiriéndonos una
mediacidn del estrés que induce respuestas gastrointestinales. Adn
un confinamiento tan corto como 2 min. incrementd la inmunoreacti-

vidad a B-endorfina, con una adrenalectomia potenciando la respues
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ta (DeSouza y VanLoon, 1985), indicando esto, upa activacién del
sistema opioide aflin con el estrés mds minimo. Por otro lado, el
forzar a las ratas a nadar en agua tibia, puvede también inducir
respuestas mediadas por opidceos. Dicho nado produce analgesia
(Galina y Kastin, 1985; Girardot y Holloway, 1985) e inmobilidad
(Galina y Kastin, 1985; Girardot y Holloway, 1985).

Antagonistas de los opiiceos como la naloxona (Kavaliers vy
Hirst, 1985; Teskey y Kavaliers, 1985) redujeron el nimero de mor-
didas en peleas de ratones comparadas con un grupo control., Indi-
cando nuevamente, algin papel para los opidceos y sus antagonistas
en el control de la conducta de pelea. Raab, Seizinger y Herz
(1985) usaron como sujetos experimentales una especie de roedores,
parecida a los ratones, proveniente de las regiones desérticas de
Asia y Africa. Llamada "Mongolian Gerbils" & Gerbils de Mongolia.
A estos ratones se les inducia estrés de una manera peculiar, ya
que cuando dichos ratones se peleaban, entonces se les forzaba a
vivir juntos como factor estresante. Se encontrd que la f-endor-
fina y met-encefalina se incrementd en los animales perdedores; es
pecificamente en la amigdala. Esto es una evidencia bioguimica
mds del papel que juegan los péptidos opioides en la victoria y el
fracaso.

El aislamiento, se ha usado como factor estreSante en algu~
nos experimentos. Ratas aisladas de sus madres O hermanos a Jlos 6
dias de edad, mostraron analgesia reversible con naloxona, anta-
gonista de los opifceos. Sin embargo, la naloxona, sola no tuvo e
fecto, indicandonos que los opidceos no operan posiblemente a esta
edad tan temprana (Spear y cols., 1985).

Cuando las crias de ratas fueron separadas del nido, produ-

jeron gran nimero de vocalizacicnes & gritos de sufrimiento. Ratas
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pre-tratadas con naloxona incrementaron significativamente el nime
ro de vécalizaciones de sufrimiento (Kehoe y Blass, 1985; Robin-
son, D'Udine y Olivero, 1985) y ratas pre-tratadas con morfina ca-
si las eliminaron {Kehoe y Blass, 1985). Sin embargo, la adminis-
tracidn de anticuerpos de f-endorfina intracerebroventricularmente
no tuvo efecto.

Asi, los investigadores observaron que las crias decrementa-
ban sus gritos de sufrimiento. Esto sucedia cuando se les daba le-
che, sacarosa & naltrexona (Blass, Fitzgerald y Hehoe, 1985). Sugi
riendo nuevamente que dichas vocalizaciones est8n mediadas por o-
pioides, Asi mismo, el aislamiento social de ratas adultas redujo
los niveles de met-encefalina en el hipotdlamo y el estriado e in-
crementd los niveles de A-endorfina en la amigdala e hipotdlamo
(Raab, Seizinger y Herz, 1985), indicando un rol de Llos opiaceos
en estas situaciones. De la misma manera, el nimero de receptores
en la corteza frontal, estriado, hipocampo y sustancia gris peria-
cueductal decrecié con el aislamiento de las ratas. Sugiri&ndonos
que Qn ambiente estresante puede modificar el funcionamiento opia-
ceo (Petkov y cols., 1985}.

El estrés neonatal aparentemente influencia el desarrollo
del sistema opioide endGgeno, ya que la analgesia gque induce la
morfina se redujo en ratas adultas que habian sido expuestas a ma-
nejo temprano, Ademds de esto, si la madre aislada de sus crias
era expuesta a crias estresadas que no eran las propias y luego se
le devolvian las suyas, la madre alteraba su conducta maternal y
sus crias en la adultez mostraban una menor respuesta analgésica
(Gonz&lez y cols., 1985).

En otro estudio, ratas expuestas a etanol en las dos Gltimas
semanas de gestacidén decrementaron su analgesia inducida por es-
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trés en la adultez (Nelson y cols., 1985). Sugiriendo que 1la ex-
periencia temprana altera el desarrollo del sistema opioide y sus
subsecuentes respuestas al estrés.

Algunos trabajos apoyan que ain estresores muy leves pueden
activar el sistema opioide (Lester y cols., 1985), la presentacidn
de un gato & de un estimule novedoso a ratas produjo analgesia re-
versible con naltrexona. Indicando esto una mediacidn opiocide de
la respuesta, Asi también, ratas que no podian controlar el sumi-
nistro de comida 6 con un suministro sin ninguna sefal, tuvieron
analgesia. Asi como aquellas ratas con una polidipsia inducida por

un programa en el cual su botella de agua era retirada.

El descubrimiento de un sistema opioide enddgeno (Frederick-
son y Geary, 1982; Hughes, Smith y Kosterlitz, 1975} en el humano,
nos permitid hipotetizar que habia una relacidn primaria de este
sistema en la adaptacidn a eventos estresantes de la vida (Frede-
rickson y Geary, 1982; Cohen y cols., 1983). Uno de los estresores
mds intensamente estudiados ha sido la cirugia en humanos. Se ha
encontrado que hay incrementos marcados en ﬂ—endorf%ng del plasma
en pacientes sometidos a amputaciones & lamparotomias . explorato-
rias cuando no se administran opidceos {morfina) en el manejo hos-
pitalario de estos pacientes. De tal manera que Cohen y colegas
(1983) nos seflalan que los niveles elevados de f-endorfina se po-
drian considerar como un marcador bioldgico de la respuesta humana
al estrés. La relacidn entre los niveles de B-endorfina en plasma
y el.umbral al dolor pueden ser una manifestacidn del fendmeno de
analgesia inducida por estrés. Los niveles de B-endorfina en plas-
ma circulante no se han implicado directamente en analgesia. Sin
embargo, estos niveles pueden reflejar una respuesta del sistema
nervioso central gque involucre al sistema opioide enddgeno. De tal
forma que se propone a los opidceos como moduladores del dolor
{Naber y cols., 1981).
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Por (ltimo, las endorfinas tienen una potente actividad anal
gésica en una gran variedad de procedimientos y en varias especies
incluyendo a los humanos. Sin embargo, la modulacidn de mecanismos
del doleor en el organismo puede no ser la funcidén primaria de las
endorfinas, ya que la potencia de dichas endorfinas para producir
otros cambios conductuales es mayor que su potencia analgésica
(Cohen y cols., 1983).

Come es evidente, los opidceos se han involucrado en gran nid
mero de estudios sobre el estrés y la analgesia inducida por &l.
La importancia fisioldgica de la posible liberacidn de opioides en
situaciones de estrés, induciendo analgesia como consecuencia, pa-
rece estar bien establecida.
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2.2 APRENDIZAJE Y MEMORIA

Una actividad estudiada frecuentemente con respecto a
su posible mediacidn opidcea es el condicionamiento operante, es
decir, el hecho de presionar la palanca de la caja de Skinner. Con
respecto a esto, DALA (D—alaz- mets-encefalinamida) en el area ven
tral tegmental incrementa la tasa de respuesta para el programa de
intervalo fijo (Kelley y cols., 1985), pero inyecciones sistémicas
de morfina decrementan la tasa de respuesta en conejillos de in-
dias (France y Woods, 1985).

Kastin y cols., (1976) administraron met-encefalina intrape-
ritonealmente (80 mg/kg} y encontraron que facilitaba la habilidad
de las ratas para recorrer un laberinto complejo, donde se les re-
forzaba con comida. En contraste, ratas tratadas con morfina reco-
rrian el laberinto mas lentamente y exhibian un nimero mayor de e-
rrores que el grupo control, gue fue tratade Gnicamente con vehi-
culo. Ademds, ratas tratadas con un andlogo de las encefalinas, D-
Phed- Met -encefalina, provocd gque las ratas recorrieran el labe-
rinto significativamente mejor que las ratas del grupo control.
Por otro lado, Moerschbaecher y cols. (1985), reportan que varios
agonistas opidceos incrementaron el nimero de errores en situacio-
nes de aprendizaje, donde los monos eran reforzados con comida.
Asi mismo, Bostock y Gallaguer (1985) encuentran en su estudio gue
después de aplicar B-endorfina en el septum, hay una interferencia
tanto de la adquisicidon como de la retencidn de tareas que tienen
gue ver con el condicionamiento operante y el uso de comida como
reforzador.

Por tanto, después de analizar estos estudios podriamos aven
turarnos a decir que los péptidos opioides como la met-encefalina
intraperitoneal y la DALA intracerebral tienden a afectar positi-
vamente el aprendizaje de tareas. En contraste con la fA-endorfina
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y morfina que presentan la tendencia a retardar el aprendizaje y a

aumentar el nimero de errores en estas mismas tareas.

Los antagonistas, por otro lado, suprimieron la respuesta de
palanqueo en conejillos de indias (France y Woods, 1%85) y la pre-
sidn de la palanca en monos ardilla (Warren y Morse, 1985) y ratas
(DeRosset y Holtzman, 1985; Watson y cols., 1985). También France
y Woods (1985) reportan que con antagonistas se revirtieron los e-
fectos inhibitorios de morfina, mas de lo que se potenciaron. La
forma cuaternaria de naltrexona tuvo los mismos efectos supresores
que la forma terciaria, pero dosis diarias produjeron un incremen-
to de la sensibilidad para la forma terciaria, pero no para la cua
ternaria, indicando que solamente la repeticidn del efecto fue cep
tral (Watson y cols. 1985). La tasa de respuesta por tanto, estd
modulada por péptidos cpioides, pero adn queda por determinarse si
el mecanismo involucra la actividad muscular per se, el reforza-

miento & algin otro procesoc (Olson, Olson y Kastin, 1986).

Los efectos de los opidceos en el aprendizaje humano & en ha
bilidades cognoscitivas se han estudiado poco, con resultados in-
consistentes (Olson, Olson y Kastin, 1986). La naloxcna ayudd en
la ejecucidn de tareas cognoscitivas de pacientes c¢on Alzheimer,
incluyendo una facilitacidn de la memoria, sugiriendo esto, un pro
bable papel del sistema opidceo en este desorden {Zager y Black,
1985), Este mismo antagonista, (naloxona) no mejord ni deteriord
la ejecucidn de tareas cognositivas (como sumas y restas) de pa-
cientes deprimidos. Una variable importante de este estudio fue
que los sujetos habian recibido terapia electroconvulsiva antes
del experimento (Nasrallah y cols., 1985). En general, se necesi-
ta hacer mds investigacidn en humanos antes de llegar a cualquier
conclusidn.
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Por otra parte, algunos investigadores sostienen que las en-
dorfinas estin involucradas en la memoria, particularmente, condug
tas aversivas motivadas instrumentalmente. Por ejemple, si damos
B -endorfina por corto tiempo, después de un entrenamiento de pre-
vencidn pasiva. Durante el periodo de consolidacién de la memoria,
se observa un decremento en la ejecucidén en las pruebas subsecuen-
tes (Martinez y Rigter, 1980). Por otro lado, Gallagher y Kapp
(1978) encuentran gue un agonista opidceo levorfanol tuvo un efec-
to similar cuando se administré directamente en la amigdala. Lo
mismo sucede con met-encefalina (Introini y cols., 1985; Z2hang vy
cols., 1985), Leu-encefalina (Introini y cols., 1985; Izquierdo vy
cols,, 1980), morfina (Introini y cols., 1985; Zhang y cols. 1985;
Izquierdo, 1979), DADL y dermorfina (Castellanc y Pavone, 1985) vy
B-endorfina (Introini y cols., 1985; Izquierdo y Dias, 1985; Iz2-
quierdo y cols., 1985; Izquierdo y cols., 1980) todos dados segui~
do de un entrenamiente de escape, decrementaron la ejecucidn en
las sesiones de prueba posteriores. En los estudios de Izquierdo y
McGaugh, (1985) e Izquierdo y cols. en el mismo afio, el efecto de
f~endorfina se encontrd Gnicamente a las seis horas después de la
prueba en algunos de los casos; & bien fue facilitatorio (Izquier-
do y Dias, 1985) si el péptido se inyectaba antes de la prueba mds
que después del entrenamiento. En general, a pesar de que varia-
bles especificas de los diferentes estudios influencian el efecto
de péptidos opidceos sobre la memoria, los hallazgos de las inves-
tigaciones en su mayoria indican que los opioides interfieren con
la memoria {Bolles y Fanselow, 1982).

Naloxona y antagonistas opidceos administrados después del
entrenamiento de prevencidn activa, facilita la tarea y sobre todo
la ejecucién en las sesiones de prueba (Gallagher y Kapp, 1978; Iz
quierdo, 1979; Messing y cols., 1979; Del Cerro y Borrel, 1985)}.
Asi mismo, Flood y cols. (1985) tuvieron estos resultados con po-
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llos y ratones usando naloxona intracerebral. Por otra parte Galla
gher y cols. (1985) encuentran lo mismo Yy explican que esto es de-
pendiente de gue la funcién norepinefrinica est& intacta (Introini
y McGaugh, 1985; Introini y cols,, 1985; Izquierdo y cols., 1985).
Con respecto a esto, Opotowsky-Gulack y cols. (1985) explican que
los antagonistas opidceos en su estudio produjeron una respuesta
de inmobilidad adguirida en ratones. Zhang y cols. (1985) reportan
que naloxona ayudd a una mejor consolidacidn de la memoria en sus
sujetos experimentales, Pese a estos resultados tan consistentes,
Castellano y Pavone (1985) reportan gue naloxona no tuvoe efecto
cuando usaron (0.3 ug intracerebralmente) al efectuar una curva dg
sis-respuesta, lo cual no es sorprendente. Izquierds y McGaugh,
{1985) aplicaron naloxona antes de la sesién de prueba y vieron
gue no se observaba ningin efecto, ni se mejoraba, ni tampoco se
deterioraba la memoria; a diferencia de cuando se administraba deg
pués del ensayo de entrenamiento. Indicando que este efecto es pro
bablemente sobre la consolidacidon de la memoria mds que en la re-
cuperacidn de ésta.

En general, podemos decir que los hallazgos en cuanto a a-
prendizaje y memoria son bastante consistentes. Apuntando en el
sentido de que péptidos opioides interfieren de alguna forma con
el aprendizaje y la consolidacidn de la memoria y que estos efec-
tos se revierten con antagonistas (naloxona y naltrexona) en la ma
yoria de los estudios.
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2,3 CONDUCTA SEXUAL

burante siglos los opidceos han sido un refugio para
el dolor y el estrés & nerviosismo; se ha mencionado su uso como a
nalgésicos, ansioliticos y narcdticos. Asi mismo, se han usado {ni
camente por placer y para incrementar la creatividad artistica.
Una caracteristica comiin de la experiencia con esta droga ha sido
una breve pero intensa euforia seguida de un periodo prolongado de
relajacidon, sedacidn y sensacidén de bienestar (Mirin y cols.,
1980). A lo largo de la historia los usuarios de opidceos han des
crito estos efectos en términos sexuales, usualmente equiparindo-
los con el organe sexual. En contraste con estas descripciones de
una euforia parecida al orgasmo con administracidén opidcea aguda,
el uso prolongado de opidceos se asocia generalmente con un dete-
rioro incidioso de la funcidn sexual. El uso prolongado de opia-
ceos en hombres adictos estd asociado con la eliminacidén de sue-
fios sexuales, eyaculacidn retardada, decremento del volumen eyacu-
latorio, anorgasmia, impotencia y en algunos casos infertilidad.
De la misma manera, el uso prolongado de opidceos en mujeres adic-
tas estd asociado con la eliminacién de suefios sexuales, ameno-
rrea, anorgamia y en algunos casos infertilidad. Eventualmente, mu
jeres y hombres adictes experimentan una severa disminucidn en la
capacidad para responder sexualmente, una especie de falta de moti
vacidn sexual, lo que Jones y Jones (1977) explicaban como un reem
plazo de opidcecs por sexo. Esta motivacién sexval se restaura gra
dualmente por medio de una abstinencia de la droga © bien con un
tratamiento de antagonistas opidceos (Greenberg, 1984).

A continuacidn se muestra una tabla tomada de Pfaus y Gor-
zalka (1986) en la que se resumen de una manera elegante los efec-
tos de drogas opidces sobre la conducta sexual bajo diferentes

condiciones de administracidn,
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EFECTOS DE OPIACEOQS EN

LA CONDUCTA_ SEXUAL HUMANA

CONDICION DE

CONDICION DE

DROGA ADMINISTRACION LOS SUJETOS EFECTO OBSERVACIONES REFERENCIAS
HOMBRES:
Agonista Opid Cronica ? Pérdida del deseo Ashworth 1914
ceo. Laudanum gsexual, pérdida de Coltman 1890
(Tintura de o la capacidad para Guerra 1974
pio). mantener y lograr Happel 1892
ereccidn. Anorgas- Jones 1700
mia. Pace 1892
Passower 1893
Wholey 1912
Heroina Crénica Adicto Herolna Pérdida deseo se- Bloom y Butcher
xual, pérdida ca- 1970
pacidad para man- Cushman 1972
tener y lograr e- De Leon y Wexler
reccidn, anorgasmia. 1973
Greenberg 1984
Jones y Jones
1977 Mathis 1970
Smith y cols.,
1982
Sujetos en abs- Pérdida deseo scxual Jones y Jones
tinencia de He- pérdida de capacidad 1977
roina lograr y mantener e- Larner 1967
reccién. Anorgasmia.
Metadona Crénica Adicto Herolna Incremento capacidad Cushman 1972

Abstinencia He-
roina

para mantener y lo-
grar ereccidén.

Pérdida deseo sexual
Interferencia con e-

jecucidn sexual.

Hanbury y cols.,
1977. Jones y
Jones 1977

Espejo y cols.,
1973. Garbutt y
Goldstein 1972

Fuente: Pfaus y Gorzalka (1986)
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CONTINUACION

CONDICION DE

CONDICION DE

DHOGA ADMINISTAACION LOS SUJETOS EFECTO OBSERVACIONES REFERENCIAS

INHIBIDOR DE

ENCEFALINAS:

Captopril Cronica Pacientes con - Pérdida de la 1i- Sicuteri y ceols.

migrafia y do- bida, 1983
lores de cabe-~
za

ANTAGONISTAS

OPIACECS:

Naloxona Aguda Pacientes ao 0 U~10 mg IV; Mastur- Goldstein y Hans

adictos bacidn, sujeto Gni- teen 1977
Co.
Aguda Pacientes no + 20 mg IV; Mastur~ Graber y cols.,
adictes bacidn, incremento 1984
de la latencia de
eyaculacidén; incre-
mento del nim, de
contracciones anales
durante la eyacula-
cién.
Adictos heroina + Reaparicion de la Hollister 1975
libido; erecciones
espontaneas del pe-
ne.

Naltrexona Aguda No~adictas + 50 mg $0O; ereccio- Mendelson y
nes espontineas del cols., 1979
pene.

MUJERES:

AGONISTAS

OPIACEQS:

#terolna Adictos Heroina - Pérdida de la li- Jones y Jones

Cronica

bido, anorgasmia,

mencrrea, anovala-

cidn.

1977. Wielund y
cola,, 1970
Noirot 1902

Fuente: Pfaus y Gorzalka

{1986)

22457



CONTINUACION

CONDICION DE

CONDICION DE

DROGA ADMINISTRACION LOS SUJETOS EFECTO OBSERVACIONES REFERENCIAS
Metadona Crénica Adictos Heroina + Aumento libido. Re- Wallach y cels.,
duccidn de la dis- 1969
funcidén menstrual Wieland y cols.,
(amenorrea y falta 1870
de ovulacién).
Abstinencia He- - pérdida de la 1i~ Garbutt y Golda-
roina bido. tein 1972
ANTAGONISTAS
OPIACEQS:
Naloxona Aguda No-adictos + 0.4-2.0 mg IV; Mas- Gillman y Lich-

No-adictos

turbacién; incre-
mento del placer
durante el orgasmo.

2.0 mg, IV; Mastur-
bacidn: falta de mo~
tivacién, decremen-

to del placer duran-

te el orgasmo.

tigfeld 1983

Gillman y Lich-
tigfeld 1983

Fuente: Pfaus y Gorzalka (1986)
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Como pudimos ver en los dates resumidos en las tablas, en
cuanto a la categorizacidn de los efectos de varios agonistas y an
tagonistas opidceos sobre patrones de conducta sexual, se ha encon
trado que agonistas opidceos como morfina, heroina, metadona, DALA
(D—alaz- mecs— encefalinamida) v B-endorfina producen una inhibi-
cidn confiable y especifica de la conducta sexual a dosis en las
que no produce una disrupcidén de la conducta motora. Sin embargo,
se han encontrado los mismos resultados para los efectos de anta-
gonistas opidceos como naloxona y naltrexona. Esto ha hecho difi-
cil asignar un rol al sistema opidceo endbgeno durante la conducta
copulatoria. Sin embargo, evidencias preliminares nos muestran gue
hay una relacidn entre la actividad incrementada del sistema opioi
de enddgeno y una inhibicidén & disrupcidn de los patrones de con-
ducta copulatoria, similar a el efecto de agonistas opidceos admi-
nistrados exSgenamente. Ademds, la estimulacidn sexual preduce a-
nalgesia en humanos y en animales de laboratorio. El uso prolonga-
do de opidceos parece producir una disrupcidn a largo plazo de 1la
motivacidn y actividad sexual en humanos. Esta motivacidén sexual
se restaura gradualmente, por medio de la abstinencia de la droga,
& bien con un tratamiento de antagonistas opidceos.

A pesar de todo, nos resultaria dificil llegar a una conclu-
sidn, ya gque como en muchas dreas del estudio de opidceos, los re-
sultados de las investigaciones no son contundentes y tampoco lo
son en cuanto al area sexual ya que existen teorias, pero faltaria
atin mas investigacidn para poder llegar 2 afirmar algo en concre=-
to.

-26-



CAPITULO 3. ENDORFINAS Y PSICOPATOLOGIA:
3.1 TRASTORNOS AFECTIVOS

Desde el descubrimiento de las endorfinas, los estu-
dios e investigaciones tanto en animales como en humanes se han in
tensificado. Una de las razones ha sido la hipdtesis de que en el
humano pudieran existir algunas condiciones patoldgicas que invo-

lucren un sistema endorfinérgico fuera de balance (Terenius, 1982}

Algunas investigaciones de B-endorfina en desdrdenes afecti-
vos han utilizado un disefio simple-ciego con dosis de 1.8 y 9 mg
de B-endorfina en pacientes deprimidos, de tal manera gue los re-
sultados han sido favorables, ya gue se ha descrito una mejoria de
la depresidén. Sin embargo, el efecto ha tenido muy poca duracidn y
desaparece durante las primeras horas después de la inyeccidn (Ber

ger y Barchas, 1983).

Por otro lado, Pickar, Naber y cols., (1982) observaron que
en pacientes deprimidos la actividad opioide en liguido cefalorra-
quideo se relacionaba significativamente con la excrecidn excesiva
de cortisol. Un desorden de la excrecidn de cortisol en la orina
es un hallazgo importante, ya gue esto apoya una relacidn entre el
eje hipotaldmico-pituitario-adrenal y ¢l sistema opioide; pero po-
siblemente, esto sucede (nicamente bajo condiciones de estrés y de
sorden, sin embargo, no sabemos si este hallazgo se relacicna con
factores causales O es un epifendomeno de la depresion.

Berger y Barchas (1983) citan una serie de experimentos lle-
vados a cabo en diferentes ciudades., Asi los suizos Angst y cols.
trataron 6 pacientes deprimidas hospitalizadas, dichas pacientes
tuvieron una sintomatologia estable durante B dias. Cada paciente
recibid 1.0 mg de B-endorfina en una dosis {inica inyectada por via
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intravenosa lentamente por 5 mins. Cuatro de las pacientes tenian
depresién bipolar, mientras que dos pacientes tenian depresidén uni
polar. A todos se les retiraron los antidepresivos los Gltimos 3
dias antes de la investigacidn. En 3 de las 6 pacientes se observd
un cambie a hipomania & mania durante 5 después del estudio. En un
caso, una paciente bipolar, el cambio parece haber sido inducido
por privacidn de suefio provocada por la supresidén del sedante hip-
ndtico que usaba aptes del estudio y no al tratamiento. BEsta pa-

ciente exhibid hipomania disfdérica por pocos dias despu@s remitid.

En el segundo caso una paciente depresiva unipolar desarro-
116 una hipomania en la tarde después de la inyeccidn de fB-endorfi
na, seguido esto por una recaida a la depresion anterior. La terce
ra paciente tenia una depresidn bipolar, cambid a un episodio ma-
niaco un dia después del estudio., Este episodio maniaco fue severo
y requirid tratamiento con haloperidol por varias semanas. En geng
ral, Angst y cols. (1983) concluyeron que el cambio a la hipomania
& mania observado es interesante, pero no debe sobreinterpretarse,
ya gue estos autores creen que factores como falta de suefio la no-
che anterior al experimento, suspensidn de medicamentos y el es-
trés provocado por el estudio pudieron haber provocado cambios en
el estado psiquidtrico.

En otro estudio citado por Berger y Barchas (1983), Gerner y
cols. hicieron un estudio doble ciego con placebe y una infusidn
de B-endorfina que fue dada a 10 pacientes deprimidos. La condi-
cidn de estos pacientes fue descrita como significativamente mejor
de 2 a 4 horas después de la infusién de B-endorfina cuando se com
pard con el grupo placebo. Los investigadores describen un efecto
tipico de la B-endorfina, en el gque hay un decremento del retar-
do psicomotor, incremento de la integracidn social y menor conteni
do depresivo en sus conversaciones, estos efectos positivos dismi-
nuyeron durante el dia siquiente a la infusién. Concluyen que nin-
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gin paciente mostrd mejoria a largo plazo.

Por otra parte, Pickar y cols. dieron de 4 a 15 mg de f-en-
dorfina a 4 pacientes deprimidos en un estudio doble ciego con pla
cebo. A uno de los pacientes se le dieron 10 mg de B-endorfina, 5
mg de metadona y placebo. Este paciente mostrd estimulacidn de pro
lactina y decremento de cortisol en respuesta a la f-endorfina vy
metadona, pero no la respuesta placebo. Sin embargo, el efecto de
la B-endorfina en la prolactina y el cortisol fue menos prolongado
que la respuesta a la metadona. Al comparar los estudios, los re-
sultados finales del placebo y la f-endorfina indicarcon que la 8-
endorfina no causa cambios conductuales significativos en pacien-
tes deprimidos., En esta investigacidn en contraposicidn a la ante-
rior, no se encontrd ni siquiera una mejoria transitoria.

Terenius (1982) investigd las anormalidades en la homedsta-
sis de endorfinas en el liquido cefalorraquideo y encontrd que en
la depresidn hubo casos donde los niveles eran muy altos y otros
muy bajos, aungue el primer caso era predominante.

Hasta el momento, hemos hablado extensamente de la f-endorfi
na, pero que hay acerca de los antagonistas opidceos. En un estu-
dio piloto Terenius y cols., (1977) aplicaron inyecciones malti-
ples de naloxocna en 5 pacientes con depresidn enddgena, los resul-
tados indican que dos de los pacientes empeoraron despu@s del tra-
tamiento. Lo cual es predictible si asociamos la depresidn con ni-
veles altos de endorfinas. Sin embargo, esto es solamente una hipd
tesis, ya que requeririamos de estudios con mayor nimero de suje-

tos y de mayor profundidad.
En general, después de esta revisidn podemos observar gque

los efectos de la B8-endorfina en pacientes deprimidos no han sido

consistentes, pero al parecer, hay evidencia de efectos positives
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al aplicar una dosis Gnica.

Los resultados nos intrigan y una interpretacidn de &stos no
es facil. Los niveles observados pueden ser al principio de la en-
fermedad, pero pueden ser también un fendmeno secundario debido al
mal funcionamiento de otros sistemas. Sin embargo, podria ser posi
ble que ciertos aspectos de los cambios patoldgicos del humor &
del contenido del pensamiento, caracteristicos de la depresidn pue
dan estar mediadas por cambios en la homedstasis de las endorfi-
nas.

En vista de estos datos contradictorios ha habido un decre-
mento en el inter@s por el estudio de las endorfinas y los trastor
nos afectivos por lo cual es dificil encontrar referencias recien-
tes.
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3.2 ESQUIZOFRENIA

La esquizofrenia, una de las enfermedades mas desor-
ganizantes, desintegrantes y crénicas, representa una entidad no-
solégica a la cual se han atribuido infinidad de factores etiold-

gicos.

Entre estos factores tenemos la suposicidn de que la esquizo
frenia tiene su raiz en una compleja interaccidn entre neurotrans-
miscres, el medio psicosociocultural, factores hereditarios, post-

natales y perinatales y factores patofisioldgicos, entre otros.

Asi, desde los tiempos de Kraepelin y Bleuler, (1986), esta
misteriosa enfermedad ha inquietado tanto a clinicos como investi-
gadores. Desde hace algunas décadas se ha intentado buscar algin
componente bioldgico de esta enfermedad. Un primer intento para
explicar la esquizofrenia se hizo en 1963 por Carlsson y Lind-
gvist's. Estos autores proponian que posiblemente existia un aumen
to en la actividad dopaminérgica cerebral.

Kaplan, Freedman y cols. (1980) resumen los estudios de casi
una década. Estos autores hablan de gran cantidad de neurotransmi-
sores implicados entre los factores que podrian jugar alglin papel
en esta enfermedad. Sin embargc, para efectos de esta tesis se pro
ponen tres hipdtesis alternativas acerca de la relacidn entre Dopa
mina y Esquizofrenia:

1) Pudiera existir mayor cantidad de dopamina presente en

las sinapsis del sistema dopaminérgico.

2) Los receptores post-sindpticos presentan hipersensibili-

dad a dopamina.

3

Existe un desequilibrio entre las interacciones entre 3
neurotransmisores; acetilcolina, dopamina y GABA (&cido
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gamma-aminobutirico), debido a un desorden de la accidn
excitatoria e inhibitoria de dopamina y GABA,

La evidencia para estas tres hipdtesis, en general, se deri-~
va de experimentos farmacoldgicos con anfetaminas y drogas antipsi
cdticas. En estos experimentos se ha intentado bloquear preferen-
temente receptores dopaminérgicos, de tal forma que, se cree que
este bloguec de los receptores dopamin&rgicos en el drea del meso-~
limbico es el responsable de las propiedades antipsicSticas de es-
tas drogas. Asi el postulado de un aumento en la dopamina en ter-
minales nerviosas, se puede explicar por un decremento en la con-
versidn de dopamina a norepinefrina por una enzima, si hay una dig
minucidn de esta enzima, entonces vamos a tener un aumento de do-

pamina.

Wise y Stein (1973) midieron la actividad de esta enzima (do
pamina - B-hidroxilasa) en el diencéfalo e hipocampo de pacientes
esquizofrénicos después de tres horas de muertos. Encontraron que
la actividad de la enzima era baja, lo cual, indicaria que podria
existir dopamina en gran cantidad: sin embargo, estos experimentos
no pudieron ser confirmados por Wyatt y cols. (1875).

Asi también, agentes que aumentan las cantidades de cateco-
laminas en el cerebro incrementan los sintomas psicdticos. La L-do
pa, precursor de dopamina, norepinefrina y epinefrina provoca és-
to. Sin embargo, la exacerbacién de los sintomas psicdéticos no es
especifica de la esquizofrenia, ya que, los sintomas empeoran tam-
bién en maniacos, deprimidos y esquizofrénicos (Murphy, 1972).

Otra aproximacidn para probar la primera hipdtesis es medir

los metabolitos de dopamina en liquido cefaloraguideo de pacientes
esquizofrénicos. Uno de los metabolitos es el 4&cido homovanilico
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(HVA)} que sale del espacio subaracnoideo. La probenacida es una
sustancia que provoca que el Acido homovanilico no escape del 1i-
guide cerebroespinal, para de esta forma cuantificar el metaboli-
to. Bowers (1974) encontrd que los niveles de HVA en liquido cere-
broespinal eran significativamente mas bajos en pacientes esquizo-
frénicos no medicados que en pacientes con psicosis afectiva. Los
niveles mis bajos de HVA se encontraron en esquizofrénicos con muy
mal prondsticeo. Estos resultados no confirman el hecho de que se
libere un exceso de DA (dopamina) y que esta se use en las sinap-
sis de los cerebros de pacientes esquizofrénicos. Bowers (1974) di
ce que estos resultados se pueden interpretar como los receptores
de DA no son sensibles a pequefias cantidades de DA. Sin embargo,
el problema de &stos es que los niveles de HVA reflejan un nimero
de variables que no se han controlado en estos estudios y que muy
posiblemente el hecho de tomar en cuenta un solo factor, tenga muy

poco que ver con la patogénesis de la esquizofrenia en si.

Por otro lado, Spector (1980) dice que si los opiodes enddge
nos estdn implicados en la enfermedad mental, puede deberse a una
alteracidn del receptor opidceo, ya gue puede haber una serie de
cambios en el nimero de receptores debido a alteraciones en la ta-
sa de sintesis y degradacidn; también se podria especular que, las
células que contienen receptores opiaceos los pierdan. Es sabido
que las neuronas se pueden destruir con quimicos, 6-Hidroxidopami-
na y dcido kainico, asi que es posible que algunas enfermedades dg
generativas sean el resultado de errores metabdlicos gue a su vez
son resultado de una acumulacidn de sustancias neurotdxicas para
los receptores opioides, de tal manera que, en la esquizofrenia
los receptores post-sindpticos pudieran presentar una hipersensibi

lidad a DA, debido a algiin desorden receptor.

Existe informacién que apoya una tolerancia del receptor pa-
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ra llevar a cabo la respuesta y evidencia de que, aunque el recep-
tor opidceo sea especifico, éste modifique de tal forma, que se
lleven a cabo reacciones cruzadas entre otros péptidos cerebrales

y el receptor {Spector, 1980},

La tercera hipdtesis se explicaria con base en, que el sis-
tema nigroestriado y la DA interactiia con otros tres nuerotransmi-
sores por lo menos {acetilcolina, GABA y glutamato). Se sugiere
gue hay un trastorno de la regulacidn entre estas tres sustancias
presente en la esquizofrenia {Janmowsky y cols. 19713).

En general se considera que el concepto de un desorden en la
regulacidn de varias sustancias en su interaccidn es mis satisfac-
torio gue el concepto de incrementos y decrementos de una sola sug
tancia; sin embargo, el papel de las catecolaminas y sus productos
y otros supuestos neurotransmisores en la esquizofrenia queda afn

sin respuesta.

En la bisqueda por resolver este complejo problema, los in=-
vestigadores han intentado encontrar una relacidn entre las endor-
finas y los desOrdenes psicopatoldgicos, en particular, la esqui-

zofrenia.

En general., los hallazgos encontrados hacen suponer que exig
te un mal funcionamiento del sistema endorfinérgico, debido proba-
blemente, a un exceso de actividad. Se ha encontrada, por ejemplo,
que un gran nimero de pacientes esquizofrénicos tiene aumentado el
nivel de endorfinas en el liguido cerebroespinal [Terenius y cols.
1976; Lindstrom y cols., 1980). En estos estudios se encontrd que
pacientes esgquizofrénicos agudos tuvieron un marcado aumento del
nivel de endorfinas, mientras que, los esquizofrénicos crodnicos,
s8lo tuvieron un nivel por encima de lo normal. Asi mismo, Pickar
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y cols., 1982, encontraron gue un exceso de actividad opioide con~
tribuye muy especificamente con la esquizofrenia y la sintomatolo-
gia maniaca. El tratamiento con neurolépticos disminuye significa-
tivamente el nivel de endorfinas en esquizofrénicos agudos. Sin em
bargo, cabe hacer notar que esta actividad anormal de los opid-~
ceos no es exclusiva de los pacientes esquizofrénicos, ya gue tam-
bi&n se ha encontrado un aumento de los niveles de endorfinas en
la psicosis maniaco-depresiva, particularmente en su fase manlaca
{Terenius y cols., 1976; Lindstrom y cols., 1978; Naber y cols.,
1981).

A pesar de que los niveles de endorfinas son muy altos en al
gunos casos, también existen casos donde los niveles tienden a la
normalidad 6 a niveles subnormales. Ciertamente, no hay correla-
cidn abscluta entre los niveles de endorfinas encontrados en liqui
do cefaloraquideo y la esquizofrenia. Wagemaker y Cade (1977) re-
portaron que tratamientos repetidos con hemodidlisis incrementan
los sintomas esquizofrénicos. Se cree gue el efecto terapefitico de
pende del procedimiento de diadlisis, ya que cuando se detiene tem-
poralmente, se observa una mejoria y el efecto terapeiitico se
reinstala reasumiendo la dialisis. Los autores (Wagemaker y Cade,
1977) especulan que la hemodidlisis remueve una sustancia del to-
rrente sanguineo y gue esta sustancia no la eliminan normalmente
los rifiones. También se ha reportado el aislamiento, en grandes
cantidades, de un componente parecido a las endorfinas encontrado
en los pacientes tratados por Wagemaker. La sustancia ha sido iden
tificada tentativamente como leu-5-B8-endorfina (Palmer y cols.,
1979; Cox y cols., 1979). Aparentemente, se podria asegurar que la
sustancia aislada previamente y la leu-5-f~endorfina son la misma,
porque sus propiedades cromogrificas, electro-fisioldgicas y sus e
fectos conductuales son similares. Sin embargo, estas observacio-
nes no han sido confirmadas por ningin otro estudio {Lewis, Gerber,
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Stein y cols., 1979). Por otro lado, si se confirmara alguno de es
tos hallazgos darian mayor fuerza a la hipdtesis endorfinérgica de
la esquizofrenia. Por otro lado, la leu-5-f-endorfina no ha side
relacionadc a fuentes naturales, de tal manera gque, se supone que
seria otra posibilidad (Gunne y cols., 1977).

Una interpretacidén de los resultados no es fdcil, los nive-
les anormales observados pueden ser a principic de la enfermedad,
pero pueden ser también un fendmeno secundario debido supuestamen-
te, al mal funcionamiento en otros sistemas., S$in embargo, podria
ser que ciertos aspectos de los cambios patoldgicos del estado de
dnimo & del contenido del pensamiento, gue son caracteristicas de
esta enfermedad, puedan estar mediadas por cambios en la homedsta-
sis de las endorfinas (Terenius, 1982}.

Hace algin tiempo, Van Ree y De Wied (1981), propusieron una
hipdtesis sobre la etiologia de la esquizofrenia basada en lo si-
guiente; en condiciones normales la N-endorfina es convertida por
el tejido cerebral en Y-endorfina y subsecuentemente en des-tyr-
ol endorfina (DT®E) & en oc-endorfina y des-tyr-«-endorfina
{DT&E), dependiendo de la actividad de diferentes enzimas. Asi
mismo por ejemplo, la deficiéncia de «-endorfina puede ser causa-
da por diferentes mecanismos y puede conducir a una perturbacidn
en la homeostasis de la B-endorfina. Suponiendo que la generacidn
de s-endorfina O uno de sus fragmentos sea el marcador limite pa-
ra la neurotransmisidn de f-endorfina, un nivel disminuido de y¥-en
dorfina podria resultar en una excesiva produccidn de B-endorfina.
Grandes cantidades de esta endorfina pueden producir sintomas cata
ténicos. Un exceso de st-endorfina podria relacionarse con la esqui
zofremia paranoide, puesto que estos péptidos inducen efectos en a
nimales que son en algunos aspectos comparables a los producidos
por anfetamina (Van Ree y cols., 1980). Asi también esta amina pug
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de desencadenar y exagerar la esquizofrenia paranoide (Meltzaer y
stahl, 1976).

En sintesis, Van Ree y De Wied (1981), proponen que el balan
ce entre &, B y ¥ -endorfinas, es fisiolbdgicamente importante para
la funcidn cerebral y un desbalance puede ocasionar la psicopato-
logia de la esquizofrenia. Este mismo autor da un enfogque mds am-
plio y completo a su hipdtesis y la relaciona con la antigiia hipd-
tesis dopaminérgica de la esquizofrenia. Esta nueva hipdtesis pro-
pone gue las endorfinas ¥actiian como moduladores en la liberacidén
de dopamina cerebral. Asi, existe la suposicidn de que la esquizo-
frenia estd asociada con un incremento de la actividad dopaminér-
gica en estructuras cerebrales especificas, como el nficleo acum-
bens (Meltzer y Stahl, 1976:; Crow, 1979). En este sentido, se ha
visto que la ¥-endorfina interviene con el sistema dopaminérgico
en el nicleo acumbens mediando la hipomotilidad. Este sistema pue-
de estar localizado presinapticamente en neuronas dopaminérgicas
(Vvan Ree y Wolterink, 1981). De heche, el tratamiento crénico con
des-en-cefalin- ¥ -endorfina (DE¥E) inyectado en el niicleo acumbens
conduce a hipoactividad y el tratamiento crdnico con antisueroc de
¥ -endorfina a hiperactividad, Asi, las ¥ -endorfinas que estdn en
este niicleo (Dorsa y cols., 1981), pueden modular la actividad de
cierto sistema dopaminérgico en esta regidn. Una deficiencia de ¥-
endorfina puede resultar en una liberacién sostenida de dopamina
en las neuronas equipadas con sistemas receptores dopaminérgicos
sensitivos a endorfinas tipo ¥ , y en consecuencia se presentarian

los sintomas caracteristicos de la esquizofrenia.

A continuacidén se hablard de lo encontrado con antagonistas
opidceos. Uno de los compuestos mas populares es la naloxona, este
compuesto antagoniza los efectos producidos por opidceos, por esta
razdn ha sido extensamente usado en estudios para comprobar al-
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gunas hipdtesis. El primer estudio en el que se administrd nalo-
xona a pacientes esquizofrénicos fue hecho por Gunne, Lindstrom vy
Terenius, (1977). Se encontrd gue una dosis intravenosa de 0.4 mg
de naloxona redujo los sintomas psicdticos, particularmente las a-
lucinaciones auditivas en 4 de 6 pacientes esquizofrénicos croni-
cos. A este estudio siguieron por lo menos 15 mas, en los que un
total de 200 esquizofrénicos fueron tratades con una dosis fnica
intravenosa de naloxona (0.4 a 20 mg), recibieron un tratamiento
con naltrexona {50 - 80 mg diariamente), durante 1 a 3 semanas (Tg
renius, 1978; Davis y cols., 1979) En general, se encontrd que hu-
bo una reduccién de los sintomas psicdticos, en particular, de alu
cinaciones auditivas, gque durd hasta 7 horas después de la inyec-
cidén en un 30 por ciento de los pacientes. Asi se puede decir, que
el bloqueo de receptores opidceos estd asociado con un decremento
en alucinaciones auditivas en un subgrupo de pacientes esquizofré-
nicos sensibles a la naloxona. A partir de estos hallazgos se han
hecho otros experimentos con naloxona en esquizofrenia, tomando
las alucinaciones y otros cambios como sintomas basicos. A conti-
nuacidn se muestra un cuadro tomado de Terenius (1982}, dicho cua-
dro seflala los resultados obtenidos con diferentes dosis de naloxo
na. La mayor parte de los estudios fueron doble ciego con pacien-
tes esguizofrénicos crdnicos.
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CUADRO 1: NALOXONA EN DISTINTAS DOSIS, ADMINISTRADA A PACIENTES
ESQUI20FRENICOS CRONICOS

SERIES DOSIS § PACIENTES/MEJORIA
(mg) § TOTAL DE PACIENTES REFERENCIAS
1 0.4 4/6 GUNNE,L.M. & TERENIUS
1977 )
2 0.4 0/7 VOLAVKA, J ; MALLYA, BAIG
& PEREZ CRUET, 1977
3 0.4-10 0%/14 DAVIS,G.C.; BUNNEY W.
E.JR. & E.G. DE PRAI-
TES, 1977
4 1.2 : 0/8 JANOWSKY, D.S.; B. S.
: SEGAL; A. ABRAMS; F.
BLOOM & R. GUILLEMIN:
1977

S 0.4-1:2 s 0/12 KURLAND, A.A.; L. Mc-
. CABE; T.E,HANLON & D.
SULLIVAN, 1977

6 ' 4.0,

sz <12/ 20 ENRICK, H.M.; C.CORD-
: ING; S.PIREE; A.KOLL-
ING; D.V.ZERSSEN & A.
. HERZ, 1977
7 10 - A 6/9 BERGER,P.A.; S.J.WAT-

SON; H. AKIL & J. D.
BARCHAS, 1979

8 25 3 . E 7/12 ENRICK, H.M.; C.CORD-
SRPRTEE I ’ . ING; S.PIREE; A.KOLL-

ING, H.; J. MOLLER;
D.V. Z2ERSSEN & A.HERZ

; . 1979
9 - 0.8 1/10 GUNNE, L.M.; L. LINS~
. TRON & E. WIDERLOV;
1979
10 0.4 /1 ORR, M. & OPPENHEIMER
1978
11 10 - 5/6 LEHMANN, H.; N. P. V.
. NAIR & N. 5. KLINE;
1979

a Algunos pacientes reportaron contenido del pensamiento raro.

Fuente: Terenius (1982)

-39



En relacidn al cuadro anterior, se muestra que tres de los
grupos de investigadores fueron incapaces de duplicar resultados y
reportaron hallazgos totalmente negativos. El grupo de Davis vy
cols., 1977, reportan datos negativos a pesar de que algunos de
los pacientes reportaron pensamientos extrafios. Finalmente 5 gru-
pos de investigadores reportaron resultados positivos. En total el
cuadro cubre un total de 104 pacientes que han recibido una & mis
inyecciones de naloxona, y en 36 casos hubo una respuesta apoyando
la hipdtesis endorfinérgica. Sin embargo debe hacerse notar gue en
algunos pacientes la dosis total de naloxona fue bastante conside-
rable para gue hubiera resultados observables.

El hecho de que las endorfinas estén involucradas en la ex-
presion de ciertos sintomas de la esquizofrenia, adin permanece obs
curo. El uso de un componeénte de accidn parenteral como la naloxo-
na, con una vida media en plasma de menos de una hora, pone en gra
ves problemas metodoldgicos al experimentador. La experiencia far-
macoldgica previa en la clinica ha sido el uso de algunos componen
tes como drogas antipsicdticas de larga duracidn dados crdnicamen-
te durante semanas. Lo cual es una variable incontrolable en la ma
yoria de los estudios; ya que la medicacidn antipsicdtica anterior

muy probablemente obscurece los efectos terapeiticos.

Por otro lado, también es posible que la esquizofrenia sea
el nombre colectivo para entidades patoldgicas cualitativamente di
ferentes con exposiciones similares, por tanto, es de esperarse
que la naloxona sea efectiva en un subgrupo especifico Gnicamente.
Ademds, como opinan Snyder y cels. 1974, cada investigador tiende

a apoyar una causa especifica de la enfermedad.
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CAPITULO 4: ESTUDIOS EN ANIMALES
4.1 RELEVANCIA DE ESTUDIOS EN ANIMALES

El investigador de la conducta animal se debe esfor
zar por hacer que adelanten nuestros conocimientos de los princi-
pios conductuales bisicos, & contribuir al mejoramiento de la sa-
lud y bienestar humanos. Al perseguir estos fines, el investigador
se debe asequrar del bienestar de los animales y tratarlos humani-
tariamente. Asi, existen muchos fendmenos gque permanecieron inac-
cesibles al ¢jo observador del cientifico, Primero, en algunos ca-
sos, debido a la falta de instrumentos y de tecnologia y por otro
lado, debido a factores &ticos, ya gque por concenso &tico, el efeg
to de cualquier droga se prueba en animales para posteriormente ha
cerlo en humanocs bajo una estricta observacidn., De ahi, la gran im
portancia de los experimentos llevados a cabo en animales de labo-
ratorio en las diversas lineas de investigacibén. Asi, mucho ha si-
do el avance de la ciencia al poder estudiar dichos fenGmenos que
sequirian siendc inabordables sin poder echar mano Qe estos anima-
les que sin saberlo contribuyen con mucho al avance cientifico y

al mejoramiento de la salud y bienestar humanos.

4.2 MECANISMOS DE REFORZAMIENTO

Algunas drogas como los opidceos enddgenos (encefa-
linas) y exbdgenos {morfina) pueden servir como reforzadores de con
ducta cperante de la misma manera que los reforzadores convencio-
nales agua y comida, (Bozarth, 1986). Algunos argumentan gue el a-
buso de opidceos depende en parte de sus propiedades reforzadoras
(Goeders, Lane y Smith, 1984). Estudios con autoéstimulacibn intra
craneal proponen al sistema opidceo como actor principal en el in-
terjuego de este paradigma (Hall, Bloom y Olds, 1977). Una fuente
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importante de evidencia viene de la demostracidn de que morfina
sistémica facilita la conducta de autoestimulacidén intracraneal y
de que naloxona bloguea este efecto (Esposito, McLean y Kornetsky,
1979; Kuhar, Pert y Snyder, 1973; Lorens y Sainati, 1978). Eviden-
cia adicional deriva de la demostracidn de que morfina y encefali-
na aplicada en los ventriculos laterales asegura que la conducta
de auto-administracidn se establezca. Este hallazgo se ha interprg
tado como que, tanto encefalina como morfina tienen propiedades re
forzadoras (0Olds, 1979). Por otro lado, Olds y Williams (1980} usa
ron un pentapéptido de larga duracidn, andlogo de las encefalinas,
DALA (D-alaz-metancefalinamida) en el hipotdlamo lateral posterior
para probar su hipdtesis, Postulando que este pentapéptido ayuda
al establecimiento de la autcestimulacién intracraneal en ratas ma
cho. Estos autores encuentran que las ratas aumentaron su tasa de
respuesta (apretdn de palanca) para por cada respuesta operante po
der autoadministrarse DALA intracerebralmente. Ademds DALA a 1 y 5
ug/ul probd ser mds reforzante que a 0.1 ug/ul. Naltrexona no blo-
qued el efecto reforzante de DALA, mientras gue naloxona (antago-
nista de los opifceos) si lec bloqued. Sin embargo, 1las evidencias
con naloxona son controversiales (Holtzman, 1976; Kooy, LePaine vy
Phillips, 1977; Lorens y Sainati, 1978) e investigadores reportan
una supresidn de la auto-estimulacidn con dosis bajas de esta sus-
tancia dada sistemdticamente; pero otros arqumentan que la supre-
sidn de la auto-estimulacin intracraneal ocurre Gnicamente con do
sis muy altas (Olds y Williams, 1980).

Goeders, Lane y Smith (1984) realizaron otro experimento don
de ratas se autoadministraban microinfusiones de DALA en el niicleo
acumbens. la naturaleza reforzadora de esta autoadministracidén in-
tracaneana se evalud con un paradigma intermitente de reforzamien-
to y con un procedimiento de discriminacién de 2 palancas, una ac-
tiva y otra inactiva. Los resultados indican que la microinyeccién
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intracraneal de met-encefalina en el nicleo acumbens es reforzante
y esto se concluye debido a la rapida adquisicidn de la respuesta
operante {(apretar la palanca). Se apoya la idea de que 105 recepto
res opidceos son responsables de la iniciacidn de este estimulo re
forzador desde el momento en gue 1500 pmol de naloxona (antagonis-
ta de opidceos atenla significativamente la autoadministracién.

Estos datos sugieren que hay una mediacidn de opidceos como
‘reforzadores a través de las interacciones con receptores opid-
ceos. La hipdtesis de que la dopamina es necesaria para la inicia-
cidn del proceso de reforzamiento es cuestionada (Goeders, Lane y
Smith, 1984). Ademds de gue se hipotetiza que los receptores opia-
ceos en el niicleo acumbens pueden estar involucrados en otros pro-
cesos de reforzamiento. Se ha observade que la liberacidn de ence-
falina enddgena en esta regién del cerebro, podria iniciar eventos
reforzantes. Los resultados de investigaciones demuestran que la
activacidén de receptores opidceos estd asociada con cuerpos neuro-
nales dopaminérgicos en el area ventral tegmental (Wise y Bozarth,
1984).

Dentro de esta misma linea, para estudiar propiedades motiva
cionales se han usado otros paradigmas. Uno de estos es, el de con
dicionamiento de aversidn a los sabores y al lugar, con agonistas
del receptor kappa, incluyendo {EKC, Tifluadorn y su isdmero posi-
tivo U-50, 488, negativo Bremazocina y MR 2034) produciendo todos
aversién (Mucha, Millan y Herz, 1985).

En cuanto al paradigma de preferencia de lugar, el procedi-
miento que se sigue es gue, se colocan ratas con cierta droga o
bien con solucién salina, en cajas distintas, claramente diferen-
ciables para las ratas, por un periodo de tiempo determinado; de

tal manera gque, tanto las drogas como los ambientes se presentan
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alternadamente para que el animal guede expuesto a cada uno. El ob
jetivc es que el animal asocie los efectos de la droga con el lu-
gar {una caja determihada). Entonces se deja que el sujeto experi-
mental escoja entre estas cajas distintas asociadas previamente
con las caracteristicas de la droga. Finalmente, se observa si di-
chas caracteristicas son reforzantes & aversivas. La morfina pro-
dujo aversién en algunas situaciones (Bechara y Vanderkooy. 1985;
Bechara y Vvanderkooy, 1985a; Mucha, Millan y Herz, 1985a); sin em-
bargo, dosis mis altas provocaron preferencias (Bechara y Vander-
kooy, 1985). Anfetamina (Trujillo y cols. 1985), heroina {Schenk
y cols, 1985) y leu-encefalina (Heinrichs y cols. 1985) también
produjeron efectos preferenciales, pero los iltimos dos solamente
lo provocaron si las drogas se aparearon con el lado preferido de
la caja inicialmente y no tuvieron efecto (Schenk y cols. 1985) &
bien propiedades aversivas. (Heinrichs y cols. 1985) si se aparea-

ban con el lado no preferido inicialmente.

Como sucede tambi&n con otros paradigmas, las variables espe
cificas manipuladas en los experimentos afectan en gran medida los
resultados, por lo que las generalizaciones son dificiles. Por
otro lado, podemos decir gue en la mayor parte de los estudios con
antagonistas (naloxona la mayoria de las veces) se reporta gue los
animales desarrollan aversiones al lugar apareado con dicho anta-
gonista (Bechara y Vanderkooy, 1985; Mucha, Millan y Herz, 1985;
Mucha, Millan y herz, 1985a), excepto por la forma cuaternaria de
naltrexona, la cual provocd caracteristicas de reforzador positivo
(Bechara y Vanderkooy, 1985a). Una variable importante gque influen
cid el desarrollo de la preferencia de lugar fueron las condicio~
nes de vivienda de los animales, ya que heroina no tuvo efecto en
ratas que vivian en grupo y en ratas aisladas tuvo menos efecto si
los animales habian sido aislados desde el nacimiento que si lo ha
bfan sido a los 120 dias, cuando el sistema opioide es mas maduro
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{Schenk y cols. 1985).

En general, ambos paradigmas, el de preferencia de lugar &
el de aversidén a los sabores, ofrecen ser una manera adecuada para
el estudio de las propiedades de los péptidos opidceos y sus anta-
gonistas, pero necesitamos hacer interpretaciones cuidadosas acer-
ca de los resultados, ya que las diversas condiciones experimenta-
les y el uso de varias sustancias y drogas afectan los resultados
de manera diferente.

4.3 LOCOMOCION

La actividad locomotora & nivel de actividad gene-
ral es una de las medidas mds extensamente usadas para analizar la
conducta de un animal (Swerdlow y cols. 1986). Farmacdlogos, toxi-
cblogos y cientificos frecuentemente miden la actividad de un ani-
mal para poder elucidar algunos mecanismos de accidn de las drogas
diferenciar colonias de receptores y ver sus funciones en el sis-
tema nervioso central.

El medir la actividad locomotora es una forma prdctica y una
medida objetiva para la observacidn conductual del efecto de una
droga. En este caso veremos algunos estudios gque reportan la capa~
cidad de la actividad locomotora de modificarse con opidceos y sus
antagonistas. Las variables importantes en estos estudios son: la
dosis, el tiempo, la via de absorcidn, sitio de administracidn, ti
po y especificidad de agonistas y antagonistas usados.

La morfina como buen antagonista opidceo, se ha usado en nu-
merosos estudios. Pese a esto, no podemos hacer generalizaciones
acerca de sus efectos; ya que las condiciones experimentales influ
yen tremendamente los resultados. Los efectos de morfina adminis-
trada sistémicamente sobre la actividad locomotora expontdnea de
ratas ha sido bien caracterizada. Existe un componente estimulante
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por un lado y uno depresor por otro, los cuales estdn relacionados
con el tiempo y la dosis. Autores como Babbini y Davis, 1972; Ay-
han y Randrup, 1973; Buxbaum y cols. 1973; usando dosis de morfina
desde bajas hasta mederadas (1.0-5.0 mg/kg) han observado una esti
mulacidn inicial de la actividad que dura de una a dos horas, se-
guido de niveles de actividad normal. Dosis mas altas (10-40 mg
/kg) producen efectos bifdsicos: una depresidn inicial de la acti-
vidad seguida de un periodo de hiperactividad locomotriz (Oka y Ho
soya, 1976).

bomino y cols. 1976, encontraron que la duracidn del efecto
depresor inicial se incrementa en funcidn de la dosis de morfina.
smith y Meyer, (1585) encontraron que la morfina potencid la inmo-
bilidad tdnica y también la respuesta dorsal de inmobilidad en ra-
tas: esta respuesta se inhibid con naltrexona. Estos autores con-
cluyen que aungue los receptores opidceos estdn involucrados en
respuestas como la inmobilidad, el receptor no es esencial en su
modulacidn.

Kavaliers y Ossenkopp (1985) han encontrado gue la conducta
motora en "campos magnéticos rotantes" interfirid con la actividad
que se produce tipicamente con morfina en ratones. Se ha visto que
los efectos estimulantes y depresores de la morfina sobre la con-
ducta locomotriz, se pueden antagonizar rdpidamente con naloxona
(antagonista de opidceos), lo cual nos sugiere que ambos efectos
estdn mediados por receptores opidceos (Brady y Holtzman, 1981).

Por otro lado, en cuanto a opidceos Galina y Amit (1985) en-
contraron que incrementaron la actividad locomotora en ratas admi-
nistrados sistémicamente, en el drea ventral tegmental (Moreau,
Schmitt y Karli, 1985) 6 en la sustancia nigra {(Morelli y DiChiara
1985) y en ratones {(Mickley, Stevens y Galbraith, 1985; Kavaliers
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y Ossenkoop, 1985), en hamsters (Schnur, 1985) tuvo el tipico efec
to bifdsico. No tuve efecto en acociles y suprimid la actividad de
‘embriones de pollo {Maderdrut y cols. 1985) y cuandc se inyectaron
en el nicleo acumbens de ratas tampoco tuvo efecto (Havemann y Ku-
shinsky, 1985).

Opioides enddgenos pentapéptidos comec la met y leu-encefali-
nas se unen a receptores opidceos gque se localizan en zonas del
SNC (sistema nervioso central) gue tambi&n son sitios donde actia
la morfina (Adler, 1980) y de ahi su importancia en las investiga-
ciones sobre opioides. Sin embargo, resultados obtenidos en térmi-
nos de consistencia de datos con estos péptidos opioides dejan mu-
cho que desear. Por ejemplo, DALA (D-ala2- met”-encefalinamida) ipn
crementa la actividad locomotora cuando se administra en el A4rea
ventral tegmental (Kalivas, 1985) O en el niicleo acumbens {(Kalivas
y Bronson, 1985), pero produce sedacidn y lentificacién del movi-
miento en pollos (Nistico, Bagetta y DeSarro, 1985). Con DALA y
sus andlogos en el niicleo caudado, putamen y globo pilido, se pro-
dujeron rotaciones ipsiversivas, mientras gue naltrexona y naloxo-
na (antagonistas opidceos) produjeron rotaciones vtontraversivas.
Lo cual, podria indicar que los opidceos en estas dreas ejercen al
gin tipo de control sobre el sistema motor (Geula y Asdourian,
1985).

DADL en el septum medial estimula la actividad, pero con una
respuesta bifésica de hipoactividad y después hiperactividad si se
inyecta en el niicleo acumbens (Havemann y Kuschinsky, 1985). Otras
sustancias como la fB-endorfina intreperitoneal {ip) produce hiper-
motilidad {Yeshuda y Sheleff, 1985), pero si se administra intrace
rebro-ventricularmente produce catalepsia y sedacidn (Itoh y Kat-
sura, 1985; Nistico, Bagetta y DeSarro, 1985). A pesar de que la 1
-endorfina no tuvo efecto sobre la motilidad inducida por melato-
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nina en nicleo acumbens, & y g-endorfina la bloquearon, sugirién-
© donos que la B-endorfina (10-16) trae la informacidn esencial para
el efecto (Gaffori y Van Ree, 1985).

Por otro lado, el agonista delta DPDPE, incrementd la res-
puesta de alerta en ratas, como lo hizo B-casomorfina y la Brema-
zocinina (Bremazocine) (Morelli y DiChiara, 1985). El agonista ka-
ppa U-50, 488H decrementd la locomocidn en algunos estudios (Kava-
liers, Hirst y Teskey, 1985; Ukai y Kameyama, 1985), la incrementd
en otras (Morelli y DiChiara, 1985), con la dosis y via de adminis
tracidn posiblemente afectando las diferencias. Uno de los pépti-
dos mads consistentes en cuanto a los resultados fue la dermorfina,
produciendo catalepsia (Cervini, Rossi, Perseo y De Castiglione,
1985; Broccardo y cols., 1985; Parolarc y cols., 1985) & sedacidn
{Nistico, Bagetta y DeSarro, 1985) sin importar la via de adminis-
tracidén ni la especie del animal, La vagotomia no tuvo efecto en
la supresidn de la actividad (Paroclaro y cols., 1985).

En cuanto a los antagonistas, tambifén hemos encontrado en la
literatura resultados inconsistentes, con diferencias entre las es
pecies estudiadas y sistemas metodoldgicos distintos. Asi Galina y
Amit (1985); Schaefer y Michael (1985) y Zagon y Mclaughlin (1985)
encuentran gue la naloxona y otros antagonistas opioides disminu-
yen 1la actividad locomotora espontanea de ratas. Lowy y cols.,
(1985) tienen resultados similares con naltrexona y hammsters como
sujetos experimentales. Sin embargo, los antagonistas en formas
cuaternarias no tuvieron efectos, indicando posiblemente un meca-
nismo central como mediador (Schaefer y Michael, 1985). Encontra-
mos gue la dosis es muy importante al administrar naltrexona cré-
nicamente, ya que las dosis altas facilitaron la aparicién de con-
ducta motora espontinea y dosis bajas la inhibieron (Zagon y Mc-
laughlin, 1985). Naloxona decrementd la actividad cuando se les
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did a ratas después de una inyeccidn de solucidn salina, pero ho
si se administraba antes de la solucién salina (Galina y Amit,
1985), sugiriendo &sto posibles efectos del estrés povocado por
la inyeccidn. Estos mismos autores encuentran un efecto temporal,
con naloxona decrementande la locomecidén en la primera hora e in-
crementandola en la segunda. Sin embargo, esto no se observd en un
paradigma distinto, tambi&n con ratas, pero con el compuesto MIF-1
que es un antagonista endbgenoc (Yeshuda y Scheleff, 1985). En ra-
tones, la naloxona no tuvo efecto excepto a dosis muy altas (Ukai
y Kameyama, 1985), sin embargo, en otros reportes se encontrd una
lentificacién de la conducta ambulatoria {Vickers y Paterson,
1985).

Los antagonistas, naloxona y naltrexona, no tuvieron efectos
en hammsters (Lowy y cols., 1985; Schnur, 1985), en tigres (Bi-
llington y cols., 1985) y monos (lzquierdo y Djas, 1985); ademéas
hubo diferencias dependiendo de la estacidn del afio en el venado
de cola blanca, con una reduccidn de la locomocidn espontinea con
naltrexona en el invierno y un incremento en el verano y otofio
(Plotka y cols., 1985), reflejando cambios en la conducta normal.

El efecto de los opidceos sobre el funcionamiento del SNC,
ha sido estudiado, como hemos visto, directamente sobre la conduc-
ta locomotora; pero tambié&n se ha registrado la actividad de una
sola célula, La morfina y met-encefalina, ambas deprimieron la ac-
tividad de las células del globo pialido de ratas, sin embargo, una
pequefia porcién de neuronas en esa zona se excitd, sugiriéndonos

dos clases de receptores en el drea (Frey y Huffman, 1985),
Basdndonos en estos datos podemos ver que los antagonistas

tienen poca consistencia y se ven influenciados por infinidad de

variables como la especie. la estacién del afio, la dosis usada,
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procedimientos en el experimento y manejo de los sujetos, Unicamen
te por mencionar algunas de las variables; asi, observamos 1lo di-
ficil que seria llegar a hacer cualquier tipo de generalizacidn a-
cerca de lo gque recientemente se ha demostrado del rol que juega
el sistema opioide enddgeno en la regulacidn de la actividad loco-
motora.

Un tdpico sumamente importante como sustento de este trabajo
es la interaccidn entre encefalina y dopamina. Asi, por medio de
técnicas de radioinmunoensayo y técnicas autoradiogrificas se ha
encontrado que los receptores opldceos y las encefalinas enddgenas
estdn asociadas con las neuronas dopaminérgicas. Verbigracia, exis
ten altas concentraciones de leu-encefalina y met-encefalina en re
giones cerebrales que contienen cuerpos y terminales catecolaminér
gicas. Particularmente, se han encontrado fibras que contienen en-
cefalinas de moderada a alta densidad en el area ventral tegmental
(AVT) y nlicleo acumbens (Sar y cols., 1978; Wanskey y cols, 1980).
El AVT, llamada también regidn A-10, contiene alta densidad de
una variedad de estructuras limbicas, formando los sistemas dopa-
minérgicos mesocorticales (&rea medial prefrontal, corteza cingu-
lada y entorrinal) y mesolimbicas (septum, tubérculo olfatorio, nd
cleo acumbens, complejo amigdaloide y corteza piriforme (Moore y
Bloom, 1978). Dicho sistema mesolimbico tiene una funcidn impor-
tante en la regulacidn de las conductas exploratorias y locomotora
(Fink y Smith, 1980).

Estudios conductuales y bioquimicos han dado evidencias de
que el sistema encefalinérgico puede influir la funcidén de neuro-
nas dopaminérgicas mesolimbicas, En este sentido, microinyecciones
de morfina 8 de DALA en el AVT del cerebro de rata producen un in-

cremento en la actividad locomotora espontdnca, parecida a la que
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se observa después de provocar farmacoldgicamente la liberacidn de
dopamina {con anfetamina) en mesolimbo (Joyce y cols., 198l; Broek
kamp y cols., 1979; Kelley y cols., l980). Este efecto se antago-
niza con inyecciones sistémicas de naloxona y haloperidol. Pert y
Sivit {1977) observaron que la administracidén de morfina & DALA en
el niiclec acumbens produce un aumento en la actividad locomotora y
este efecto se puede bloguear por una inyeccidn sistémica de nalo-~
xona en niicleo acumbens & bien, después de una lesidn en las neurg
nas A-10 con 60H-DA (6 hidroxidopamina). Ademds se han identifica-
do receptores opidceos con 3H naloxona en las terminales dopaminér
gicas en el niicleo acumbens {(Pollard y cols., 1977). Por otra par-
te, Hong y cols., (1978) demostraron que la administracidn crdnica
de antagonistas de dopamina produce un aumento de met-encefalina
inmunoreactiva en el niicleo acumbens.

Asi, estos datos nos harian suponer que los opidceos ejercen
una accién facilitadora sobre las neuronas dopamin&rgicas. La ma-
nera como esto se lleva a cabo ha sido muy discutida y afin no esti
clara. Una hipdtesis propuesta por Kuschinsky y Hornykiewicz
{1974) hablaba de que la morfina tenia una accidn desplazada, asi
la dopamina nueva sintetizada en los sitios de almacenamiento (ve
siculas) se desplaza a los sitios de catabolismo. Explican estos
avtores que dicho desplazamiento resulta de una deficiencia de 1la
dopamina disponible para ser liberada en los receptores, dando ca-
talepsia como correlato farmacoldgico y después un aumento en la
sintesis de dopamina como una medida bioquimica compensativa. En
sintesis, el papel que juega agui la morfina es el de modulador de
la liberacién de dopamina, de una manera inhibitoria y el aumento

en la sintesis de dopamina es sclo su efecto secundaria.

Pollard y cols., (1976b) proponen gue la morfina ejerce su
accidn a nivel presiniptico mediante la interaccidn con receptores
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opidceos localizados en las terminales dopaminérgicas del estria-
do.

Otra hipdtesis propuesta {Nicoll y cols., 1980; Lee y cols.
1980) sugieren que las encefalinas no hacen sinapsis directa con
cuerpos celulares dopaminérgices, sino que ejercen su accidn inhi-
biendo neuronas inhibitorias (probablemente gabaérgicas) que hacen
sinapsis con las neuronas dopaminérgicas. Tal mecanismo se propone
para explicar la excitacidn de las neurcnas piramidales del hipo-
campo resultante de una inyeccién de encefalina (Dunwiddie y cols.
1980).

Por otro lado, recientemente se ha identificado al sistema
mesolimbico, en particular al ndcleo acumbens, como el responsable
de la iniciacidn del movimiento y la locomocién (Carey, 1983; Joh-
nels, 1982), mientras que el cuerpo estriado parece ser necesario
en el control del tono muscular y la postura (Anden y Johnels,
1978; Barbeau, 1978: Havemann y cols., 1980). Asi, se ha sugerido
que la akinesia (inmovilidad total) podria depender de la libera-
cidén insuficiente de dopamina en el drea mesolimbica y la rigidez
y catalepsia podria ser provocada por la falta de transmisidn en

el drea nigroestriada de estas vias dopaminérgicas (Johnels, 1982).
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CAPITULO 5: TRABAJO DE INVESTIGACION
S.1 PLANTEAMIENTO E IMPORTANCIA DEL PROBLEMA:

El motivo de nuestra atencién es estudiar la posi-
ble relacidn entre encefalinas y dopamina en el nicleoc acumbens
con respecto a la locomocidén de la rata. En este sentido, Kalivas
y cols. (1983) reportan que microinyecciones de DALA (D-alaz-mets-

encefalinamida), una encefalina resistente a la degradacidn, en el

nlcleo acumbens produjeron un aumento de la locomocidn dosis-depen
diente. Decidieron destruir el sistema dopaminérgico mesolimbico
con 6-OHDA (6 hidroxidopamina) y no lograron bloquear la alta res-
puesta locomotora. Aplicaron neurolépticos en niicleo acumbens vy
tampoco hubo ningiin decremento de la locomocidén. Después vieron
que la DALA aplicada en niicleo acumbens no alteraba los niveles de
dopamina ni los de sus metabolitos. Con esto, concluyen que la hi-
peractividad conductual producida con DALA en nilcleo acumbens es
independiente de la dopamina mesolimbica, Swerdlow y cols., (1986)
concuerdan con este hallazgo. En contraste con estos resultados,
Kalivas y cols. (1983) encuentran que existe un sinergismo entre
dopamina y DALA. Esto implica que al inyectar dopamina 5 ug + DALA
5 ug en el nidcleo acumbens, obtuvieron un efecto sinérgico sobre
la locomocidn. Por otro lado, Swerdlow y cols. (1985) encontraron
que la naloxona (antagonista de opidceos) va a centrarestar las
propiedades activadoras de la anfetamina (agonista de dopamina).
Esto podria indicar que los opidceos ejercen una influencia faci-
litadora sobre la sintesis y liberacién dopaminérgica en nicleo a-
cumbens. Asi también Agmo y de Avila (1985) no encontraron ningin
efecto al infundir DALA a diferentes dosis intracerebroventricular
mente. Sin embargo, se encontrd un efecto significativo sobre la
locomocién al combinar DALA + anfetamina. Ademds que el efecto se
antagonizaba con naloxona. Estos autores explican sus resultados
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proponiendo una compleja relacidn entre dopamina, encefalina vy
GABA. Agmo y de Avila (1985) apoyados por Swerdlow en este mismo
afic proponen a los opidceos como inhibidores de la salida gabaér-
gica del nicleo acumbens. Prueban esto aplicando en el niicleo acum
bens, dopamina, anfetamina y heroina, atenuando sus efectos sobre
la locomocidn aplicando gabaérgicos en globo pdlido ventral. Asi
mismo, Tarasco y cols., (1985) observaron que la naloxona inhibia
la locomocidn y que esta inhibicidén se podia bloguear con antago-
nistas gabadrgicos. lo cual indica que la accién de naloxona es la
de potenciar la inhibicidn de la salida gabaérgica del nicleo acum
bens.

Pese a los descubrimientos anteriores aln existen muchas du-
das y controversias sobre la manera precisa como las encefalinas
interactian con otras drogas en el SNC. Asi en el presente traba-
jo, estudiaremos los efectos de DALA (D—alaz— mets-encefalinamida)
una met-encefalina resistente a la degradacidén. Y de un inhibidor
de encefalinasa (Fosfo-Leu-Phe} solos & en combinacidn con anfeta-
mina y sus manifestaciones en la conducta motora de la rata. Con
este propdsito vamos a aumentar los niveles de dopamina aplicando
anfetamina sistémica. Y los niveles de encefalina serin aumentados

aplicando DALA e Inhibidor de encefalinasa respectivamente.
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5.2 METODO
5.2.1 SUJEL0S
Se utilizaron un total de 70 ratas macho de la cepa Wistar
(200 y 310 g), de una colonia local, con libre acceso a agua y comida.
Ubicadas individualmente en cajas de acrilico. Los sujetos fueron asignados
al azar a 10 grupos de 6 a § sujetos cada uno y todos fueron implantados en

el nicleo acumbens.

5.2.2. DISERO EXPERIMENTAL
Se utilizd un disefic experimental de grupos paralelos, donde
todos los grupos fueron observados inmediatamente después de la
microinyeccién. Se midid la actividad locomotora durante las proximas dos
horas y media a intervalos de 10 minutos cada animal. Se realizaron 3
experimentos y los grupos se distribuyeron de la siguiente manera:

EXPERIMIENTO TRATAMIENTO

A 1} salina intraacumbens
2) DALA 5 ug intraacumbens
3) DALA 10 ug intraacumbens
4) Inhibidor de encefalinasa 10 ug Intra
5) Inhibidor de encefalinasa 20 ug Intra

B 1) Anfetamina (ip) 40 min antes de la infusidn +
salina intraacumbens
2) Anfetamina (ip) 40 min antes de la infusibn +
Inhibidor de encefalinasa 20 ug

[o] 1) salina intraacumbens + Anfetamina  {ip)
simultanea a la infusidn
B 2) 'DALA -5 ug + Anfetamina ip simultdnea a la
infusién
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5.2.3 PROCEDIMIENTOS
Implantacidn Estereotdxica:

Como mencionamos antes, todas las ratas fueron im-
plantadas bilateralmente en el ndcleo acumbens, en un esterectadxi-
co. Las cinulas guias median 1 cm de longitud y la medida era de
23 gauge. Las coordenadas fueron situadas 2 mm lateral a bregma vy
3.2 anterior a esta misma., Estas coordenadas se realizaron verifi-
cando previamente gque bregma estuviera 1 mm arriba de lamda. Fi-
nalmente, la cdnula guia se descendidé 1 mm por debajo de durama-
dre. Los tapones que cubririan las cdnulas guia se fabricaron con
agujas dentales de 30 gauge. Las cdnulas de inyeccidn median 16.3
mm.

Para llevar a cabo la operacidn quirirgica las ratas fueron
anestesiadas con pentobarbital sdédico (Anestesal) 40 mg/kg comple-
mentada con &ter. Después de la operacidn los animales tuvieron un
pericdo de recuperacidn de por lo menos 2 dias antes del experimen
to.

Microinyeccidn:

Se usaron microjeringas de 10 ul que se limpiaban
previamente con alcohol y varios enjuagues de aqua destilada. Des-
pués se llenaban con la droga correspondiente segln era el caso.
La velocidad de inyeccidn intracerebral fue de 2 ul en 5 min perma
neciendo 1 min mds el microinyector dentro de la canula guia para
dejar que 1la sustancia se difundiera. Inmediatamente despuds se
procedidé a medir la actividad locomotora de la rata.

Actividad Locomotora:

Esta actividad se cuantificd en una caja circular
de 60 cm de diémetro con paredes de 37.5 cm de altura, 2.5 cm arri
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ba del piso de malla de alambre estan colocadas 6 fotoceldas cu-
biertas econ filtros infrarrojos. La actividad de la rata se
refleja como interrupciones del rayo, que son registradas por un
contador c¢olocado fuera del cuarto de observacidn. Después de
gue los animales han sido microinyectados, la observacidn
conductual se lleva a cabo por las prdoximas 2 h 3C min después
de la infusidn. Este procedimiento se sigue con cada animal y la

observacidn es individual.

cuando el experimento concluyd, cada animal se decapitd,
se extrajo el cerebro y se colocd en formol al 10%, para despuls
de una semana, lavando previamente cada pieza coh agua
corriente, realizar cortes entre 50 y 100 micras con microtomo.
Posteriormente, se montaron los cortes en portacbjetos,
preparados previamente con gelatina, para gue los cortes puedan
permanecer adheridos a este. Se dejaron secar 24 h antes de
tefiir. Después se realizd una tincidn con violeta de cresil al 1
en 100 ml de agua cestilada. Se colocaron los cubreobjetos los
cuales se pegaron con resina Sigma preparada y se pbservaron los
cortes al microscopio. Se eliminaron los sujetos gue mostraban
hemorragias yraves, © gque no estaban lesionados en nlcleo

acumbens.

5.2.4 DROGAS
Se utilizaron las siguientes sustancias:

l) DALA (D-ala 2 met éencefalinamida) {sigma chemical Co.,

St. Louis, Mo.) Se disolvid en suero fisioldgiceo inmediatamente
antes de usarse y se microinyectaron intraacumbens 2 ul en 5
min. Durante la linyeccidén los animales fueron detenidos
manualmente. La DALA es una metencefalina resistente a la

degradacidn por 1o gque hace su mahipulacidn experimental sea mas
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accesible que otras encefalinas que se metabolizan muy rdpidamen-

te. La DALA fue usada sola & en combinacidn con anfetamina intra-
peritoneal.

2) Fosforil-leucina-fenilalanina (Fosto-leu-fé),sintetizado
por el Dr. Salom Blumberg en el Instituto Weizmann en Rehevot Is-
rael, El Fosfo-leu-f& es un inhibidor de encefalinasa y su supueg
ta funcidn es incrementar los niveles de encefalina en el espacio
sindptico. Este inhibidor de encefalinasa es aproximadamente 10 -
veces mds potente que el tiorfano. Ha sido poco usado y es capaz
de potenciar los efectos analgésicos de DALA (Alstein y cols,,- -
1582).

Este inhibidor se diluyd en suero fisiolégico para inyectar
lo a concentraciones distintas ( 10 y 20 ug). Fue usado solo &

en combinacién con anfetamina intraperitoneal.

3) Sulfato de D-anfetamina {Anfetamina) (Sigma, chemical,
Co. St. Louis, Mo.). Se disolvid en suero fisioldgico y se inyec-
td intraperitonealmente (ip) en un volumen de 1 ml/kg, 40 min an-
tes de la infusidn cuando se usé en combinacidn con inhibidor de
encefalinasa. Cuando se usd en combinacidn con DALA, se siguid el
mismo procedimiento, solo gue se inyectd anfetamina intraperitone
al simultdnea a la infusidn intracerebral.

5.2.5 ANALISIS ESTADISTICO:

Para efectos del analisis estadistico se sumaron
los intervalos en bloques de 2, de tal manera gque cada blogue re-
presenta la actividad durante 20 min, En virtud de que las varian
zas no fueron homogeneas segiin la prueba de Bartlett se procedid
a hacer una transformacidén logaritmica de todos los datos. Para
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este fin se usd logaritmo naperiano (natural). Se realizaron

varios andlisis de varianza de la siguiente manera: las 2 dosis
de DALA se compararon con el control con un ANOVA 3x7 con medidas
repetidas en un fac¢tor (bloques). Ademas del analisis estdn
dar se analizaron los efectos principales simples en cada bloque.
En caso de significancia se compararon los grupos tratados con DA
LA con el control utilizando las pruebas Newmankeuls.Los tres gru
pos tratados con inhibidor de encefalinasa y el grupo tratado con
salina, se compararon con un ANOVA 4x7 y los an&alisis posteriores
fueron iguales a los descritos arriba. Para evaluar los efectos
tanto de DALA como de inhibidor de encefalinasa después del trata
miento con anfetamina se hicieron ANOVAS 2x7. Como no habia mds

de dos grupos no se requirieron andlisis posteriores con la prue
ba Newman-Keuls.

Para el andlisis de la distribucidn temporal de la activi-
dad locomotriz durante la sesidn dentro de cada grupo, se compara
ron los bloques adyacentes con un ANOVA. Esto es, la actividad du
rante el bloque 1 se compard con la del blogue 2 y la actividad
durante el blogque 2 se compard con la actividad durante el blogue

3 y asi sucesivamente,

Algunas de las substancias administradas a las ratas pudie-
sen tener un efecto menor a la duracidn de la sesidn experimental
Para detectar efectos de esta naturaleza no es suficiente reali=-
zar un ANOVA global. Este por un lado, evalQla las diferencias de
los grupos en cuanto a actividad total de la sesidn y por otro la
do, el cambio de actividad entre bloques sin towar en cuenta el
tratamiento. AsI mismo, la interaccidn entre los factores trata-
miento y blogue no es suficientemente sensible para detectar cam-
bios pequefios y totalmente inadecuado para detectar su localiza
cidn en el tiempo,.
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Para el andlisis de la actividad locomotora total durante
los 250 minutos se usd® un analisis de varianza de un factor.

Fig. 1 Sitios de infusidn:
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Fiy. 1 Sitios de infusidn:

En virtud de que no hubo diferencias entre los gru-
pos todos los sujetos de todos los experimentos se presentan en
la misma figura. ACB, Niicleo acumbens; CA, comisura anterior; CC,

_cuerpo calloso; CPU, nicleo caudado; LS, septum lateral. Los nime
ros a la izquierda de la figura indican la distancia de bregma en
milimetros (Pellegrino y Cushman, 1967).

5.3 RESULTADOS

5.3.1. Localizacidén de la implantacién:

En la Fig. 1 se pueden apreciar los sitios de infu
sidén. La mayoria de los sitios se localizaron en el niGcleo acum-
bens medial y muy pocos en la parte anterior y posterior. No hubo
diferencias sistemiticas en los sitios de infusidén entre los éru-
pos por lo que la figura ilustra todos los sujetos.
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5.3.2 Efectos de DALA scbre la actividad locomotora.

. E1 ANOVA demostrd que habla diferencias entre gru-
pos: F (2,102)= 7.65,p = 0.004, y entre bloques, E (6,102)= 3.48,
p= 0.004, asi como una interaccidn grupo por bloque, F (12,102) =
3.04, p= 0.001. Al analizar los efectos principales simples en ca
da blogue se encontrd una diferencia significativa en todos los
blogques con excepcidn de los 2 primeros. bloque 1, F (2,102) =
1.98, NS; Blogue 2; F (2,102) = 1.15 NS; Blogue 3, F (2.102) = ~
3.60, p = 0.03; Blogue 4; F (2.102) = 5,33) p = 0.006; Blogue 5,-
F {2,102) = 5.55, p = 0.005; Blogue 6, F (2.102) = 7.70, p= 0.001
Blogue 7, F (2.102) = 7,01, p =0.002). En los grupeos tratades con
salina y DALA 5ug hubo una reduccidn en la actividad entre el blo
que 1 y 2. (salina F (1,7) = 49.116, p = 0.001; DALA 5ug, F (1,5)
= 11.639, p= 0.019). No hubo diferencia entre los demds bloques -
en ninguno de estos dos grupos.

En el grupo tratado con DALA 10ug ninguno de los blogues
fue diferente del blogue anterior. Esto implica gue los sujetos
tratados con DALA 5ug demostraban una distribucidn temporal de,-
actividad locomotriz identica a los sujetos tratados con salina.
Lo caracteristico de estos sujetos fue una actividad intensa en
en el primer hlogue segquida de una actividad baja y estable en -
los demds blogues. Al contrario,los sujetos tratados con DALA 10
ug demostraron una actividad inicial relativamente baja, pero
conforme avanzaba la sesidn aumnentaba paulatinamente su nivel de
actividad, En el {iltimo bloque se observd una peguena reduceidn
gue probablemente corresponde al desvanecimiento del efecto de la
droga.

-63-



@
o
1

. Log natu.;ql)
@
(=1
T

-
>
T

N
a
—

SALINA FEFO-LHFE REO-1FU-FE
10 uy 20w

o
5]
T

Ir}_terrqpt;'ioqes del ra .

w
Q
T

40

N L . t i
0-20 21-40 4%-B0 61-B0 B81-100 101-120 121-140

0 i 2

ACTIVIDAD 100rMoToRA ¢

_ Fig. 3 Bfectns dal Rsfo-len-fé sohre la actividad locomotra de 1a rata. Ios datos son e
dias + Errar sstindr, Salima, N8; Resfo-leu-f& 10 u3, N8; Rsfo-larfé 20 uy, N=7. *, diferen -
te d2 salina, p <.05. W Diferent=s del blogue anterior,

+, smalin; o, Rofo-larfe 10 ug: W6, Fosfo-lew-£é 20 1g.

-64~-



5.3.3 Efectos del Fosfo-leu-fé sobre la actividad lo
comotora de la rata:

El ANOVA demostrd gue no habla diferencia entre grupos, F-
(2,120} = 2,86, N5. Encontraste se demostrd una diferencia entre
bloques, F (6,120) = 11.89, p= 0.001. La interaccidn grupo x blo-
bloque no fue significativa, F (12,120)= 1.71, NS, tal como se ob
serva en la Fig. 3 hay una reduccidn de la actividad locomotriz
entre el blogue 1 y 2 para todos los tratamientos (salina, F
(1,7)= 49.116, p= 0.001; Fosfo-leu-fé& 10ug, F (1,7) = 21.904 p=
0.002; Fosfo-leu-f& 20ug, E (1.6) = 9,101, p = 0.02. No hubo di-
ferencia entre los demds bloques en ninguno de los grupos. Por lo
tanto, la distribucidn temporal de la actividad ilocomotriz no se
modificd por el inhibidor de encefalinasa.

Al analizar la actividad total con un ANOVA no se encontrd
ninguna diferencia entre los tratamientos, F (3,27) = 1.211, NS.

En resumen los datos demuestran gue el Fosfo-leu-fé& en do-
sis de 10 y 20 ug no tuvo efecto sobre la locomocidn. Los datos

se ilustran en la Fig. 3.
En un experimento adicional se evaluaron los efectos de u-

na dosis de 5 uy de ¥Fosfu-iwu-fé, sin encontrar efecto alguno
(los datos no se ilustran).
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5.3.4 Efectos de DALA 5ug + Anfetamina simultdnea
a la infusién, sobre la actividad locomotora de la rata:

El ANOVA demostrd gque no habia diferencia entre grupos, F-
{ 1,66) = 0,07, p = 0.78 NS, ni entre bloques, F (6.66) = 1.96, -
p = 0.08 NS. Al analizar la interacidn grupo por grupc tampoco
hubo diferencia significativas, F (6.66) = 0.89, p = 0.50 NS. Al
analizar los efectos principales simples en cada uno de los

blogues no se encontraron diferencias significativas.

En los grupos tratados con salina + anfetamina y DALA + an
fetamina no hubo diferencia alguna entre los diferentes blogques.
La reduccidn entre el bloque 1 y 2 en el grupo tratado con salina
+ anfatamina probablemente no se demostrd por el hecho de que la
anfetamina ya habla empezado a demostrar su efecto estimulatorio
sobre la locomocidn. Al contrario después del tratamiento con DA-
LA 5 ug + Anfetamina hay una diferencia significativa entre el
blogue 3 y 4(F (1,5) = 7.046, p = 0.045), y el blogque 5 y 6 { F ~
(1,5) = 9.349, p = 0.028).

Tal como se ve en la Fig. 4, hay un fuerte aumento de acti
vidad entre el blogue 3 y 4. La actividad alta se mantiene hasta

el blogue 5, en el blogue 6 se encuentra una fuerte reduccidn.

Para el andlisis de la actividad total no se encontrd dife
rencia significativa (£ (11 = 0,01, NS).

Para resumir observamos que al combinar DALA mas anfetami-
na hubo un aumento significativo de la actividad locomoteora lo -
cual nos sugiere que hubo una potenciacidn de efecto.
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. 5.3.5 Efecto de salina + anfetamina 40 min antes vy
rosfo-leu—fé + anfetamina 40 min antes:

El ANOVA demostrd que no habla diferencias significativas
entre grupos, F (1,72) = 0.42, NS, y una diferencia significativa
entre blogques, F (6,72} = 17.39, p = 0.001; al contrario, en la

interaccidn grupo x bloque no hubo diferencias significativas, F
(6,72) = 0.77, NS.

En el andlisis de la distribucidn temporal el ANOVA para

los dos tratamientos hubo una reduccién significativa entre el

bloque 1 y 2 (salina + anfetamina, F (1,6}~ 14.880, p = 0.008; -
Fosfo-leu-fé + anfetamina simultdnea, F (1,6)=14.707,p=0.009)
y entre el blogque 2 y 3 (salina + anfetamina, F {(1,6)= 15.381, p=
0.008; Fosfo-leu-fé + anfetamina, F (1,6) = 13.393, p= 0.0011). A
demids en el grupo tratado con Fosfo-leu-fé + anfetamina hubo una
reduccidn de la actividad entre el bloque 3 y 4. F {1,6)= 19.859,
p= 0.004).

En estos dos grupos la observacidn conductual se inicid 40

min después de la administracidn de anfetamina, que es justamente
el tiempo en cuanto la anfetamina tiene su midximo efecto,
Esto se refleja en el hecho de gue la actividad del grupo tratado
con salina + anfetamina (fig. 5) fue mas del doble que un grupo
no tratado con anfetamina (Fig. 3). En el bloque de 41-60
min post-inyeccidn la actividad de estos sujetos habila llegado a
un nivel bajo y estable para el resto de la sesidn. El patrdn pa-
ra el grupo tratado con fosfo-leu-f& + anfetamina fue muy pareci-
do, con excepcidn de gue la actividad se estabilizd hasta el blo-
gue de 61-80 min.
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Es dificil imaginar que este pequeiic efecto tenga alguna
relevancia funcional.

Para el andlisis de la-actividad total no se encontrd dife
rencia significativa (£(12=0.78 NS )
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5.3.6 Resumen de la actividad locomotora total re -

gistrada durante los diferentes tratamientos.

Como ya se menciond, al comparar la actividad locomotora
total de cada uno de los tratamientos con su respectivo con~
trol, mediante pruebas t y ANOVAS se demostrd una iinica dife-

rencia significativa para la DALA l0ug (Fig. 5).
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S5.4 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como ya se discutid en el capitulo de locomocidn e
xiste una coincidencia estructural indescutible entre DA {(dopami-
na) y encefalinas en el sistema AVT (adrea ventral tegmental) y -
ncleo acumbens. Adem3s existen evidencias electrofisioldgicas y
bioquimicas de que una activacidn opioide en el AVT (4rea ventral
tegmental) produce aumento de frecuencia de disparo neuronal en -
ésta Area y la administracidn sistémica de opioides provoca un au
mento en el recambio de DA (dopamina) en el niicleo acumbens. La
relevancia funcional de la interaccidn entre opioides y DA {
dopamina) se ha demostrado en los estudios en donde la adminis-~
tracidon de antagonistas de DA (dipamina) bloqueaba los efectos S0
bre la locomocidn de administracidn de opioides en el AVT ( &rea
ventral tegmental) (Kalivas y cols. 1983).

Por otro lado, los efectos reforzantes de los opioides 1i-
gualmente se han atribuido a su interaccidn con DA (dopamina) en
el AVT (drea ventral tegmental) y nlGcleo acumbens (Wise, 1989)
Sin embargo, hay varias observaciones gue no coinciden con la hi-
pbtesis de que tanto los efectos de opioides sobre locomocidn co-
mo sobre el reforzamiento sean mediados por DA (dopamina).

Primerc, una infusidn de naloxXona en el nicleo acumbens
bloquea los efectos de la heroina sobre la locomocién (Almaric y
Koob, 1985).

Kalivas y cols., tal y como se menciond antes demostraron
que un antagonista dopaminérgico en el niicleo acumbens inhibia el
efecto de una infusidn de encefalina, en el AVT (Area ventral teg
mental}, lo que implica que el efecto de este {1ltimo depende de
la liberacidn de DA (dopamina) en el niicleo acumbens. Ahora,si un
antagonista opioide en el niicleo acumbens inhibe la accién de he-
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roina sistémica es necesario suponer gue la heroina actua directa
mente sobre receptor por opioides en nicleoc acumbens y gue su
aceidn en el AVT es de menor importancia, si Kalivas tuviese ra-
zbon no requeririamos de receptores de opioides para explicar los
efectos de opioides sobre locomocidn amerlick y Koob (1985) de-
muestran lo contrario. Asi mismo, se ha demostrado gque los efec-
tos reforzantes de opioides rtambi&n se inhiben con infusiones de
nalexona en el nicleo acumbens {(Vaccarino, Bloom y Koob, 1985).

Segundo, varios estudios han demostrado que la activacidn
de locomocidn inducida por la anfetamina se puede inhibir con la
administracidn de naloxona (Swedlow, Vaccarino y Koob, 1985; y S~
werdlow, Almaric y Koob, 1887).

En conclusién estos datos sugieren gque la activacifn de DA
produce liberacidn de opicides en el nicles acumbens y gue estos
Oltimos son responsables de la activacidn producida por anfetami-

na.

Tercero, el hecho de gue los opioides aumentan el recambio
de DA en niicleo acumbens y otras estructuras no implica qgue haya
aumento del metabelisme lintraneuronal de dopamina., De hecho, se
ha mostrado gue los opioides aumentan las concentraciones de &ci-
do homovanilico y del dcido dihidroxifenilacético en el cerebro
de la rata (wWood y Col. 1980). Es de todos conocido, que estos mg
tabolitos son el resultado de la accidon de la MAO sobre la DA y ~
es igual de conocido gque la MAC es intracelular y sus metabolitos
no demuestran liberacidn de DA. Al centrario, el metabolismo ex-~
traneuronal, es decir, la DA liberada tiene como primer paso la
formacidn 3-metoxitiramina através de la COMZT. Los opicides si
acaso tienen efectos sobre la concentracidn de la 3-metoxitirami=~
na producen una pequefia reduccidn (Yonehara y Clouet, 1984).
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Por lo tanto, no hay evidencia c¢lara de que opicides
estimulan la liberacidn de dopamina.

Cuarto, aungue los electrofisidlogos hayan demostrado
activacidn de células en el AVT como resultado de 1la
administacidn de opioides no eg seguro ni que sean
dopaminérgicas ni que los opioides actlan directamente sobre
ellas, tal como proponen (Dunwiddie Y cols. 1980;
Zielglgansberger, 1976).

Quinto, algunos autores han propuesto que la accidn
fundamental tanto de opiocides como de dopamina en el nicleo
acumbens es inhibir la actividad de una proyeccidn gabaérgica
del nlicleo acumbens a 1la substancia innomiata y al A&rea
preoptica lateral (Swerdlow y Koob, 1985; Mogenson y <cols,
1983). Esto explicaria el hecho de que tanto antagonistas de
opioides como de dopamina modifican la actividad locomotriz a
veces en forma conjunta y a veces en forma parentemente
independiente. .

Los presentes datos no ofrecen evidencia alguna de que la
DA activa sistemas opioides, si este hubiera sido el caso el
inhibidor de encefalinasa hubiera tenido alqin efecto después de
la administacidén de anfetamina. Es importante observar gue la
ence alinasa se encarga del catabolismo de las encefalinas
liberadas y carecen de efectos sobre las encefalinas almacenadas
intraneuronalmente (Yaksh y chipkin, 1989).

Podria ser que el inhibidor de encefalinasa no tuviera
efecto a causa de que no logrd producir un aumento suficiente en
las concentraciones de encefalina. Esto es poco probable en
virtud de gque se ha demostrado que el Fosfo-leu-£f& modifica
conductas que se asocian con liberacidnm de encefalinas. Es
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inclusive mds eficiente que el inhibidor prototipo mas reciente,
el S-CH 34826, (Agmo e Irazdbel, 1991). El1 hecho de que el inhi-
bidor de encefalinasa por si solo carece de efecto coincide con
la antigua propuesta de Akil y cols. (1980) de que 1los sistemas
ehcefalinérgicos carecen de actividad tmica. Inclusive Al-
Rodan y cols. (1990) demostraron recientemente gue la potencia a-
nalgésica del S-CH 34826 depende estrictamente de la cantidad de
encefalinas liberadas por el estimulo nocivo.

La anfetamina potencid el efecto de DALA en el sentido de
que una dosis de Sug que por si sola carecia de efecto modificd
la distribucidn tempecral despué@s del tratamiento con anfetamina.
Es interesante notar gque el efecto estimulatorioc de DALA se incid
a los 60 min postinfusidn, gque es poco después de que la anfetami
na tiene su mayor efecto, y el efecto término cuando el efecto de
la anfetamina se estaba reduciendo. Parece por lo tanto razona-
ble creer que hay una relacidn entre la actividad dopaminérgica y
encefalinérgica. Sin embargo tal como demuestran los datos con
inhibidor de encefalinasa no hay razones para suponer que la anfe
tamina activa sistemas opioides. Hay alguna evidencia de que la
encefalina inhibe la actividad gabaérgica (Agmo y Tarasco, 1985;
y referencias citadas ahi), de la misma manera que lo hace la do-
pamina (Mogenson y Nielson, 1982; Pérez de la Mora, 1975). Es por
lo tanto, factible pensar que la activacidn de DA por la anfetami
na aumenta la inhibicidn sobre las neuronas gabaérgicas gue en
consecuencia se hacen mds sensibles a la inhibicidn encefalinérgi
ca por una simple sumacidn espacial.

Por el momento, no es posible encontrar una explicacidn al-
ternativa que logra acomodar tcodos los datos experimentales. De
hecho los muchos datos gque sugieren una interacioén entre
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opioides y DA son ficilmente explicables si se supone que las 2
substancias actuan sobre un mismo sustrato gabadrgico, la accién
conjunta de las 2 sustancias pueden entonces ser diferente de su
accidn por separado tal como se demostrd en el presente
trabajo, pero a su vez no obliga a suponer una relacidn directa
entre DA y opioides.

5.5 RECOMENDACIONES:

Esta investigacidn se limité a estimular dopamina y
encefalina para poder establecer cual era la relacidén exacta
entre ambas; sin embargo, aln gueda mucho poer hacer para poder
llegar a afirmar en qué medida estdn o no re lacionadas. Al
utilizar el inhibidor de encefalinasa en mds estudios podria
hacerse una mejor determinacidn de su funcién conductual y su
interaccidén con otros neurotransmisores. Los resultados de esta
investigacidn  tendrian que ser confirmades en estudios
posteriores. Se debiera tambi&n, medir la actividad gabaérgica
en el niicleo acumbens.
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