La Serie Universitaria de la Fundacion Juan March
presenta resimenes, realizados por el propio autor,
de algunos estudios e investigaciones

llevados a cabo por los becarios de la Fundacion

y aprobados por los Asesores Secretarios

de los distintos Departamentos.

El texto integro de las Memorias correspondientes
se encuentra en la Biblioteca de la Fundacion
(Castello, 77. Madrid-6).

La lista completa de los trabajos aprobados
se presenta, en forma de fichas,

en los Cuadernos Bibliogrdficos

que publica la Fundacion Juan March.

Los trabajos publicados en Serie Universitaria
abarcan las siguientes especialidades:
Arquitectura y Urbanismo; Artes Pldsticas;
Biologia; Ciencias Agrarias; Ciencias Sociales;

Comunicacion Social; Derecho; Economia; Filosofia; -

Fisica; Geologia; Historia; Ingenieria;

Literatura y Filologia; Matemadticas; Medicina,
Farmacia y Veterinaria; Misica; Quimica; Teologia.
A ellas corresponden los colores de la cubierta.

Edicién no venal de 300 ejemplares
que se reparte gratuitamente a investigadores,
Bibliotecas y Centros especializados de toda Espafia.

Fundacion Juan March

RSN,
§’ "_:.I(T.:_-;
%S S
&, &

FJM-Uni 131-Gar

Receptores opidceos, endorfinas y xg
Garcia Sevilla, Jesis Andrés.

1031764

(T

Biblioteca FJM

(

r

Receptores opidceos; endorfinas y regulacion de la sintesis de monoaminas /Jesus A. Garcia Sevilla

131

-Funcio'n Juan March

Jesus A. Garcia Sevilla

Receptores opiaceos,
endorfinas y regulacion de
la sintesis de monoaminas
en el sistema nervioso central.




Fundacion Juan March (Madrid)



Fundacion Juan March

Serie Universitaria

, 131

Jesus A. Garcia Sevilla

Receptores opiaceos,

endorfinas y regulacién de
la sintesis de monoaminas
en el sistema nervioso central.

Fundacion Juan March
Castelld, 77. Teléf. 225 44 55
Madrid - 6



Este trabajo fue realizado con una Beca de la

Convocatoria de Extranjero, 1976, individual.

Departamento de Medicina, Farmacia y Veterinaria.

Centro de trabajo:  Departamento de Farmacologia de la
Universidad de Goteborg. Suecia.

Deposito Legal: M - 29697 - 1980

I.S.B.N.: 84-7075-177-8

Impresion: Graficas Ibérica, Tarragona, 34-Madrid - 7



AGRADECIMIENTOS

El autor desea expresar su agradecimiento a las siguientes personas y entidades:

Al Dr. Arvid Carlsson del Instituto de Farmacologfa de la Universidad de theborg
(Suecia), co-autor y bajo cuya direccidn se realizd este trabajo. Por su contagiosa

iniciativa, vocacidn y sencillez,

Al Dr. Tor Magnusson del citado Instituto, co-autor y de qui&n aprendi la necesidad

de desarrollar capacidades artesanales para sobrevivir en este oficio.

A la difunta Dra. Margit Lindqvist del citado Instituto, por iniciarme en el

virtuosismo de la diseccidn del cerebro de la rata.

A la Dra. Liisa Ahtee del Instituto de Farmacologfa de la Universidad de Helsinki,

co-autora, por las muchas horas de trabajo conjunto en el laboratorio.

A las técnicas de laboratorio Barbro Jdrblad y Birgitta Holmgren por su ayuda en

la materializacidn de experimentos.

A la Fundacidn Juan March que generosamente financid al autor durante el desarrollo

de esta investigacidn (1976-1978).



Fundacién Juan March (Madrid)



La presente memoria esta basada en resultados publicados en los siguientes

artfculos cientfficos:

Garcia-Sevilla, J.A.; L. Ahtee; T. Magnusson y A. Carlsson:
Opiate receptor-mediated changes in monoamines synthesis in

rat brain. J. Pharm. Pharmac. 30: 613-621 (1978)

Garcia-Sevilla, J.A.; T. Magnusson y A. Carlsson: Effects of
enkephalins and two enzyme resistant analogues on monoamine
synthesis and metabolism in rat brain. Naunyn-Schmiedebeg’s

Arch. Pharmacol. 310: 211-218 (1980)



Fundacion Juan March (Madrid)



I

IIL.

Iv.

VL

VIL

INDICE

INTRODUCCION

......................

MATERIAL Y METODOS

RESULTADOS .....ccoonirniirininniniiinsinsensensaes

DISCUSION ...t msnsennnas

BIBLIOGRAFIA.........coaecriennnnne

.........................................

..........................................

......................

FIGURAS

................................

TABLAS

Pigina

11
16
25
31

36

42



Fundacion Juan March (Madrid)



I. INTRODUCCION.

El descubrimiento y caracterizacién de receptores opidceos en el
cerebro de mamiferos y la bfisqueda deliberada y hallazgo de sus
"ligandos™ (agonistas) enngenos,.constituye uno de los hitos mids
importantes y creadores de la moderna neurobiologia (véase Goldstein,
1976). Estos agonistas enddgenos de los receptores opifceos se

conocen con el nombre genérico de endorfinas (morfinas endGgenas).

Estudios anteriores a este descubrimiento habifan demostrado una
estrecha conexidn entre los neurotransmisores cldsicos del cerebro
y algunas acciones de la morfina. Asi, la administracidn de morfina
incrementa el recambio (turnover) de catecolaminas en el cerebro
por un mecanismo sensible a la naloxona (Clouet y Ratner, 1970;
Smith et al., 1970). Otros analgésicos narcdticos desarrollan el
mismo tipo de acciones, especialmente la de incremgntar el recambio

(turnover) del neurotransmisor dopamina (véase Kuschinsky, 1976).

Estos descubrimientos sugieren que la morfina y demads analgésicos

narcdticos modularian en realidad la actividad de neuronas catecol-

aminérgicas remedando la accidn de las endorfinas sobre los recep-
.- ] - . .

tores opiaceos. Este concepto sugeriria a su vez la existencia de

una conexidn funcional entre receptores opiiceos y sistemas mono-

aminérgicos en el sistema nervioso central.

Las endorfinas (Fig. 1) constituyen un grupo de péptidos de cadena
corta con propiedades farmacoldgicas semejantes a la morfina, por
lo que tambi&n se les conoce con el nombre de péptidos opidceos.

Bajo el término de encefalinas se engloban dos pentapeptidos de
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origen natural, Mets—encefalina y Leus—encefalina, descubiertos en
el cerebro de mamiferos (Hughes et al. 1975). La beta-endorfina, de
estructura m3s compleja y el mids potente péptido opidceo endbgeno
conocido, fue descubierta mids tarde (Li y Chung, 1976). Es de inte-
rés sefialar que las estructuras quimicas de estos péptidos opidceos
presentan estrechas similitudes. Las encefalinas son de estructura
idéntica salvo en el aminodcido terminal y una de ellas, la Mets—en-
cefalina,puede ser identificada como el fragmento 61-65 de la beta-

endorfina (Fig. 1).

Las encefalinas poseen una amplia y desigual distribucidn regional
en el sistema nervioso central (Hong et al.,1977; Hughes et al.,
1977) que corresponde estrechamente con la de receptores opidceos
(véase Snyder y Simantov, 1977). Las encefalinas se localizan subce-
lularmente en las fracciones sinaptosdmica y microsomal (Osborne et
al., 1978a) pudiendo ser liberadas in vitro por un mecanismo depen-
diente del idn calcio (Henderson et al., 1978; Iversen et al., 1978;
Osborne et al., 1978b). Estas observaciones sugieren que las encefa-

linas podrian jugar el papel de un neurotransmisor-neuromodulador

en el sistema nervioso central (v@ase Frederickson, 1977).

Esta investigacidn fue planificada con la idea de estudiar el posible
papel modulador de las endorfinas sobre el recambio (turnover) de
monoaminas en el cerebro. La manipulacidn farmacoldgica del receptor
opidceo, a través de los efectos de la morfina y de los antagonistas
de los narcdticos, y su repercusidn sobre la sintesis de monoaminas,
también fue estudiada como premisa de una posible regulacidn fisio-
16gica. Dada la inestabilidad quimica de las encefalinas naturales,

tambidn se estudiaron los efectos de dos encefalinas sintéticas y
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resistentes a la degradacidn enzimdtica (DALA y FK 33-824) (Fig. 1l).

IT. MATERIAL Y METODOS.

Animal de experimentacidn.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (AnticimexR,
Stockholm) y de un peso aproximado de 200-250 g. Los animales fueron
alojados a 24°¢ bajo un ciclo periddico de luz-obscuridad de 12 ho-
ras y recibieron como alimento una dieta comercial y agua de grifo

ad libitum.

Firmacos.

Clorhidrato de morfina (Pharmacopoea Nordica), clorhidrato de nalo-
xona y clorhidrato de naltrexona (Laboratorios Endo, Garden City,
New York), clorhidrato de 3-hidroxibencilhidracina (NSD 10l5; sin-
tetizado por el Dr. P. Lindberg, Instituto de Farmacologia, Univer-
sidad de Goteborg) y N—(DL—seril)—Nz—(Z,3,4—trihidroxibencil) hidra-
cina (Ro 4-4602 o benseracida, F. Hoffmann-La Roche Co., Basle).

Los fadrmacos se disolvieron en una solucidn de cloruro sddico al
0.9%Z (suero salino) y se inyectaron por via intraperitoneal (i.p.)

o subcutdnea (s.c.). Las dosis de morfina, naloxona y naltrexona
mencionadas en el texto se refieren a las de sus respectivas bases

libres.

Beta-endorfina humana sintética (fragmento 61-91 de 1la beta—liﬁotro—
pina; gentileza del Dr. C.H. Li, Universidad de California, San Fran-

- T
cisco); metionina LMet%j—encefalina, leucina fLeusj -encefalina vy

i 2
LD-Ala J -metionina-encefalina amida (DALA) (Serva Feinbiochemica,
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Heidelberg) vy E}—Alaz,MePhe4,Met(0)5—o{J-encefalina (FK 33-824; gen-
tileza del Dr. Roemer, Sandoz Ltd., Basle). Los péptidos opidceos se
disolvieron en suero salino y se inyectaron por via intracerebroven-

tricular (i.c.v.).

Implantacidn de cinulas en los ventriculos laterales del cerebro.

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sddico (4o mg/kg,
i.p.) y los crdneos expuestos por medio de una incisidn en la 1inea
media. En ambos parietales se trepand un agujero 2 mm posterior al
bregma y 2 mm lateral a la sutura sagital. A través de ellos se im-
plantaron c@nulas heparinizadas de polietileno (PortexR) de 0.75-
0.30 mm de diametro externo e interno,respectivamente; las cuales
alcanzaron los ventrfculos laterales 4 mm por debajo de la superficie
del crdneo. Las canulas se mantuvieron en posicidn con cemento acri-
lico dental que se extendid entre dos tornillos metalicos colocados

a ambos lados del crineo y que actuaron como soportes.

Los experimentos se realizaron dos dias después de la operacidn tras
la recuperacidn funcional de los animales. La beta-endorfina se
inyectd en dosis de 1.25 a 10 Pg en el ventriculo lateral derecho y
a los 30 segundos una dosis id&ntica fue inyectada en el ventrifcule
lateral izquierdo (el volumen de inyeccidn fue de 10 Fl'de una solu-
cidn de beta-endorfina seguido por 5 Pl de suero salino en cada ven-
triculo). Las encefalinas (500 Pg) y los andlogos sint@ticos DALA
(4-256 Fg) y FK 33-824 (3 ng- 1 Fg) fueron administrados siguiendo
la misma pauta. Las ratas control recibieron 15 Pl de suero salino
en cada ventriculo lateral. La correcta posicién de las cdnulas fue
verificada durante la autopsia, rechazdndose los animales que presen-

taron una implantacidn deficiente.
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Determinacidn del recambio (turnover) de monoaminas en el cerebro de

animales intactos.

a) Sintesis de monoaminas.

La actividad in vivo de los enzimas tirosina hidroxilasa (EC 1.14.3a)
y triptdfano hidroxilasa, enzimas limitantes de la sIntesis de monoa-
minas, se valord midiendo durante 30 minutos la acumulacidn enddgena
de los aminodcidos 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) y 5-hidroxitrip-
téfano (5-HTP) tras inhibicidn de la decarboxilasa de L-aminodcidos
aromdticos (EC 4.1.1.26) con una dosis supramaximal de NSD 1015

(100 mg kg i.p.). Para detalles del método véase Carlsson et al.,

1972.

Estos experimentos fueron disenados para estudiar los efectos de la
morfina, de los antagonistas de los narcdticos (naloxona y naltrexo-
na) y de los diversos péptidos opidceos (beta-endorfina, encefalinas
y andlogos sint&ticos) sobre la velocidad de formacidn de noradrenali-

na, dopamina y serotonina.

b) Utilizacidn de monoaminas.

La utilizacidén funcional de noradrenalina, dopamina y serotonina se
estudid determinando la reduccidn de sus respectivas concentraciones
enddgenas tras inhibicién de la sIntesis de monoaminas por medio de
otro inhibidor de la decarboxilasa de L-aminodcidos aromdticos, la

benseracida (800 mg kg, i.p.). Para detalles del método véase Andén

et al., 1967.

Tras la administracidn de benseracida, las encefalinas (500 rg) y los
andlogos sint&ticos DALA (50 Pg) y FK 33-824 (1 fg) se inyectaron por

via i.c.v., inyectdndose una segunda dosis que representd el 40% de
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la primera al cabo de 25 minutos. La pauta de administracidn fue
idéntica a la descrita anteriormente. Los animales control recibieron
por vlia i.c.v. un volumen idéntico de suero salino. Las ratas se
decapitaron 60 minutos después de la administracidn de benseracida,
determindndose el contenido enddgeno de noradrenalina, dopamina,
serotonina y de su metabolito el Acido S5-hidroxiindolac@tico

(5-HIAA).

Estos experimentos fueron disenados para estudiar el efecto de las
encefalinas y andlogos sintéticos sobre la velocidad de desaparicidn
de monoaminas tras inhibicidn de sintesis, la cual depende principal-

mente del grado de actividad neuronal (Andén et al., 1969).

Diseccidn del cerebro.

Las ratas fueron decapitadas y los cerebros extraidos lo mids rapi-
damente posible y disecados a 4°C sobre una cdpsula de Petri en las
siguientes regiones! (1) sistema limbico del cerebro anterior com-
prendiendo el tubé&rculo olfatorio, la parte medial del nidcleo aum-
beo, el nicleo amigdaloideo central y parte del paleocortex; (2)
cuerpo estriado; (3) el resto de los hemisferios cerebrales inclu-
yendo el hipocampo (citado como hemisferios); (4) diencéfalo y (5)
tronco cerebral inferior. En algunos experimentos, las regiones (3),
(4) y (5) se utilizaron conjuntamente citidndose en el fexto como
"resto". En todos los casos tanto el cerebelo como la glindula

pineal fueron descartados.

LLa dopamina es la catecolamina predominante en las regiones cerebra-
les (1) y (2) y la noradrenalina en las (3), (4) y (5). La serotoni-

na se encuentra en mayor proporcidn en las regiones cerebrales (4) y
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(5). Para detalles de la diseccidn del cerebro véase Carlsson y

iindqvist (1973).

Las diferentes regiones cerebrales se congelaron, se pesaron y se
conservaron a -80°C. En los experimentos de sintesis de monoaminas
se utilizaron como muestras regiones cerebrales idénticas proceden-
tes de dos cerebros. En los experimentos de utilizacidn de monoami-

nas se emplearon como muestras cerebros enteros.

Determinacidn de monoaminas, precursores y metabolitos.

Las regiones cerebrales o los cerebros enteros se homogenizaron en
10 m1 de dcido percldrico 0.4 N conteniendo 5 mg de metabisulfito
s6dico y 20 mg de EDTA (volumen final de 10.3 ml.). Los homogeniza-
dos se centrifugaron a 10.000x g durante 10 minutos a 0°c y el sobre
nadante se purificd en una columna cromatogriafica de intercambio
fuertemente catidnico (Dowex 50W, X-4) (Kehr et al., 1972; Atack y
Magnusson, 1978). Tras elucidn selectiva se realizaron las siguien-
tes determinaciones espectrofotofluorimétricas: tirosina (Waalkes

y Udenfriend, 1957), DOPA ( Kehr et al., 1972), triptdfano (Bédard
et al., 1972), 5-HTP (Atack y Lindqvist, 1973), dopamina (Atack,
1973), noradrenalina (Bertler et al., 1958; Kehr et al., 1976),

serotonina y 5-HIAA (Atack y Lindqvist, 1973).

Métodos estadisticos.

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizd el test-t
de Student para la comparacidn de medias y un anilisis de varianza
seguido de un test-t para el estudio conjunto de grupos. EIl nivel

de significancia estadistica se escogid como P=0.05.
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IITI. RESULTADOS.

a) Efecto de la morfina sobre la sintesis de monoaminas en el

cerebro.

La administracion de morfina (3-30 mg/kg; i.p.) 1 hora antes del
sacrificio de los animales, incrementd la formacidn de DOPA, pero
no la de 5-HTP, en el cerebro de ratas tratadas con el inhibidor

de la decarboxilasa de L-aminodcidos aromaticos, NSD 1015 (Tabla 1)
Este efecto fue dosis dependiente en las regiones cerebrales ricas
en dopamina, como el sistema limbico y el cuerpo estriado. Por el
contrario, en las dreas cerebrales en las que la catecolamina pre-
dominante es la noradrenalina (citadas como "resto") sdlo la dosis
mayor de morfina (30 mg/kg) incrementd de forma significativa la

acumulacidn de DOPA tras NSD 1015.

En este intervalo de tiempo, la morfina (3-30 mg/kg) no modificd
la concentracidn endégena de tirosina en ninguna de las regiones
cerebrales estudiadas. Por el contrario, la concentracidn de trip-
téfano en el "resto' del cerebro se incrementd en un 30-40%
(p<0.05) respecto a la de 1los animales control (resultados no

presentados).

Cuando el intervalo de tiempo entre la administracidn del narcdtico
y el sacrificio de los animales se prolongdé hasta las 2 horas, la

sintesis de DOPA inducida por la morfina (30 mg/kg) fue ligeramente
inferior a la observada tras ! hora en el sistema limbico y en el

"resto" del cerebro. Sin embargo, en el cuerpo estriado la acumula-
cidn de DOPA tras NSD 1015 siguid incrementando de forma significa-
tiva, llegando a casi doblar la cantidad acumulada en los controles

2 horas después de la administracidn de morfina (Tabla 2).
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Con este intervalo de tiempo (2 horas) la sintesis de 5-HTP y las
concentraciones de tirosina tendieron a incrementar, aunque unicamen-

"resto" del cerebro fue significativo el aumento (347 para

te en el
el 5-HTP y 71% para la tirosina). La concentracidn enddgena de trip-

t6fano se incrementd de forma moderada pero significativa en todas

las regiones cerebrales (Tabla 2).

b) Efecto de la naloxona y naltrexona sobre la sintesis de monoa-

minas en el cerebro.

La inyeccidn de naloxona (10-100 mg/kg; i.p.), 1 hora antes del sa-
crificio de los animales, disminuyd la sintesis de DOPA en las regio-
nes cerebrales ricas en dopamina (sistema limbico y cuerpo estriado)
pero no en aquellas cuya catecolamina predominante es la noradrenali-
na ("resto") (Tabla 3). Sin embargo, este efecto no fue dosis depen-
diente en el intervalo de dosis estudiado, puesto que la dosis menor
de naloxona (10 mg/kg) ya indujo la mdxima inhibicidén de sintesis
(alrededor del 20-25%). Es de interés sefialar que la naloxomna (l0-
100 mg/kg) no modificd la concentracidn enddgena de tirosina en nin-

guna de las regiones cerebrales estudiadas (datos no presentados).

En el cuerpo estriado, la naloxona (10 mg/kg) también disminuyd

de forma moderada pero significativa la acumulacidn de 5-HTP tras
NSD 1015 (Tabla 3). Dosis superiores (30 mg/kg) de este antagonista
puro de los narcdticos fueron necesarias para disminuir las concen-
traciones de triptdfano en el sistema 1Imbico (13%; p-L0.05) y en

el "resto" del cerebro (20%; p<0.01) (datos no presentados).

En el sistema 1imbico, dosis menores de naloxona (1 mg/kg) e inter-

valos de tiempo mayores (90 minutos) tambi&n dismgnuyeron la sintesis
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de DOPA y de 5-HTP sin modificar las concentraciones enddgenas de

sus respectivos precursores (Tabla 4).

La naltrexona (10-100 mg/kg; i.p.), otro antagonista puro de los
narcdticos con las mismas propiedades farmacoldgicas que la naloxo-
na pero con una duracidn de accidén mayor, también disminuyd en la
misma proporcidn la sintesis de DOPA en el sistema limbico y en el
cuerpo estriado (Tabla 5). Como la naloxona, la naltrexona no modi-
ficd la acumulacidn de DOPA tras NSD 1015 en el "resto" del cerebro
donde la catecolamina predominante es la noradrenalina. En esta
regidn cerebral, la naltrexona (10 mg/kg) disminuyd de forma signi-
ficativa la sintesis de S5-HTP. A diferencia de la naloxona, la nal-
trexona no modificd las concentraciones de triptdfano en ninguna

de las regiones cerebrales estudiadas (datos no presentados).

c) Efecto de la beta-endorfina sobre la sintesis de monoaminas en

el cerebro.

La inyeccidn i.c.v. del péptido opidceo beta-endorfina (2.5-20 Pg/
rata) incrementd la acumulacidn de DOPA tras NSD 1015 en diversas
regiones cerebrales (Fig. 2). Aunque pequefias dosis del péptido

(2.5 y 5 Fg/rata) incrementaron la formacidn de DOPA en el sistema
1imbico (40%; p<0.0l y 67%; p<0.005, respectivamente) y en los
hemisferios cerebrales (39%Z; p<{0.05 y 77%; p<0.005, respectivamen-
te); dosis mucho mayores (10-20 Pg/rata) fueron necesarias para
causar un incremento significativo en el dienc&falo (50%; p<<0.01 y
48%; p<,0.0l, respectivamente) y en el tronco cerebral (20%; N.S. y

44%; p<0.05, respectivamente).

Como muestra la figura 2, las curvas dosis-respuesta para este efec-
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to de la beta-endorfina fueron aproximadamente lineales hasta los 5 Fg/rata en
el sistema 1limbico (100% de incremento maximo; p <0.001), en el cuerpo estriado
(45% de incremento mdximo; p<0.005), en los hemisferios cerebrales (85% de
incremento mdximo; p<0.005) y en el diencéfalo (50% de incremento miximo;
p<0.01). En estas regiones cerebrales y tras alcanzarse el efecto maximo, un
nuevo incremento en la dosis de beta-endorfina (20 Fg/rata) produjo un efecto
menor. En el tronco cerebral la relacidn dosis-respuesta para la beta-endorfina

fue equivoca debido a la dispersidén de los valores control.

La figura 3 muestra la relacidon tiempo-efecto de una dosis {nica de beta-endor-
fina (5 Fg/rata) sobre la sintesis de DOPA en tres regiones cerebrales de la
rata. En aquellas dreas cerebrales donde predomina la dopamina (sistema 1TImbico
y cuerpo estriado) el incremento maximo en la formacidn de DOPA ocurrid lige-
ramente mds tarde que en los hemisferios cerebrales en los que la catecolamina
predominante es la noradrenalina. El efecto midximo en el sistema limbico se
alcanzd 1 hora después de la inyeccidn i.c.v. de beta-endorfina (45%; p<0.05)
siendo todavia manifiesto a los 90 minutos (™ 45%; p< 0.05). En el cuerpo
estriado el incremento miximo fue mayor (100%; p< 0.005) aunque se alcanzd en
el mismo intervalo de tiempo y su duracidn se extendid hasta los 120 minutos
(60%; p<0.025). En los hemisferios cerebrales, por Gltimo, la mixima formacidn
de DOPA se alcanzd a los 40 minutos (57%; p< 0.025), siendo el efecto todavia
aparente 60 minutos (46%; p< 0.05) después de la administracién de beta-endor-

fina.

L& figura 4 pone de manifiesto que los incrementos inducidos por la beta-endorfina
(5 Fg/rata) sobre la sIntesis de DOPA fueron antagonizados por la naloxona
(10 mg/kg; s.c.), si bien en este experimento en particular no todos los incre-

mentos mostraron significacidn estadistica.

En contraste con la formacidn de DOPA, la s¥ntesis de 5-HTP no se vid modificada

en ninguna regidn cerebral 40 minutos después de la inyeccidn i.c.v. de beta-
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endorfina (2.5-20 ug/rata) (datos no presentados). A intervalos de tiempo mayo-
res, sin embargo, la beta-endorfina indujo aumentos significativos en la sinte-
sis de 5-HTP en todas las regiones cerebrales excepto en los hemisferios. Los

incrementos maximos (50-80%) se alcanzaron 90-120 minutos después de la adminis-

tracidn del péptido opiiceo (Tabla 6).

La tabla 7 muestra las relaciones dosis-efecto y tiempo-respuesta para el efecto
de la beta-endorfina sobre las concentraciones de tirosina en diversas regiones
cerebrales de la rata. Como puede apreciarse, la beta-endorfinma (2.5-20 Pg/rata)
no modificéd las concentaciones cerebrales de tirosina 40 minutos después de su
administracidn. Sin embargo, tras un intervalo de tiempo mayor (60-120 minutos)
una dosis moderada (5 Pg/rata) del péFtido indujo incrementos significativos
(30-60%) en todas las areas cerebrales. De forma semejante, la beta-endorfina
(2.5-20 rg/rata) no indujo cambios en las concentraciones cerebrales de triptd-
fano 40 minutos después de su administracidn. A los 120 minutos, sin embargo,
los incrementos inducidos por el péptido fueron significativos en todas las re-

giones cerebrales (35-40%) (Tabla 8).

d) Efecto de las encefalinas y de los anilogos sintéticos DALA y FK 33-824

sobre la actividad in vivo de la enzima tirosina hidroxilasa.

La inyeccidn i.c.v. de [ﬁet?]— o [ieu?]—encefalina (500 fg/rata) incrementd la
formacidn de DOPA en el cerebro de ratas tratadas con el inhibidor de la de-
carboxilasa de L-aminodcidos aromidticos NSD 1015 (Tabla 9). Sin embargo, los
incrementos inducidos por 1la [}eu%}—encefalina (35-65%) en las diferentes regio-
nes cerebrales fueron significativamente mayores que los inducidos por la
[Met?]—encefalina (10-35%) . Como cabria esperar, los aumentos de sintesis de
DOPA inducidos por ambas encefalinas fueron antagonizados en todas las regiones

cerebrales por la administracidn previa de naloxona (10 mg/kg), excepto en el
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tronco cerebral para la LMetSJ—encefalina (Tabla 9).

Los andlogos sintéticos de la [Met%]—encefalina, DALA y FK 33-824, ambos resis-
tentes a la degradacidn enzimitica, causaron el mismo efecto pero con una poten-—
cia mucho mayor. Asi, tanto DALA (4-256 rg/rata) como el derivado FK 33-824
(0.003-1 Fg/rata) incrementaron la sintesis de DOPA de forma dosis dependiente

y por un mecanismo sensible a la naloxona (Figs. 5 y 6). Como muestran las fi-
guras, las curvas log dosis-efecto para ambos anilogos fueron aproximadamente
lineales en el intervalo de dosis estudiado. Con el derivado FK 33-824 se obtu-
vieron coeficientes de correlacidn significativos (r=0.84-0.96; p« 0.00l) en
todas las regiones cerebrales, excepto en el tronco cerebral (Fig. 6). Tras la
administracién de DALA, por el contrario, s0lo la regresion log dosis-efecto en

el tronco cerebral alcanzd significacidn estadistica ( r=0.65; pz 0.01) (Fig. 5).

El efecto estimulante sobre la sintesis de DOPA inducido por los cuatro péptidos
opidceos, aunque cualitativamente idéntico, difirid marcadamente en potencia. En
las diversas regiones cerebrales el compuesto FK 33-824 fue 100-1000 veces mds
potente que el anilogo DALA y &ste unas 100 veces m3s potente que las encefali-
nas. Las dreas l1imbicas del cerebro ricas en dopamina fueron particularmente
sensibles a la accidn del analogo FK 33-824, el cual incrementd significativamen-
te la sintesis de DOPA tras NSD 1015 (43%; p<0.00l1) a un nivel de dosis muy
reducido (3 ng/rata) (Fig. 6). Es de interés seflalar que este derivado de la
[Met%]—encefalina también aumentd la acumulacidn de DOPA en el sistema limbico

tras su administracidn sistémica (5 mg/kg; s.c.).

5 . .
!—encefallna incrementaron de forma muy marcada

Tanto la [Metsj— como la £Leu i

las concentraciones de tirosina en todas las regiones cerebrales, excepto en el
cuerpo estriado donde este efecto fue moderado (Tabla 10). En las diversas areas

cerebrales los incrementos inducidos por la [Met?]—encefalina (85-140%) fueron
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significativamente mayores que los inducidos por la [Leusj—encefalina (50-70%) .
Para ambos péptidos este efecto no fue antagonizado por la administracidn previa
de naloxona (10 mg/kg). A diferencia de las encefalinas, dosis maximas de

DALA (125 Pg/rata) y del derivado FK 33-824 (1 Pg/rata) no incrementaron las con-

centraciones de tirosina en el cerebro (Tabla 10).

e) Efecto de las encefalinas y de los andlogos sint&ticos DALA y FK 33-824 sobre

la actividad in vivo de la enzima triptdfano hidroxilasa.

La inyeccidn i.c.v. de [Met%]— o [}eu?]—encefalina (500 Fg/rata) incremend la
formacidn de 5-HTP en el cerebro de ratas tratadas con NSD 1015 (Tabla 11). La
[Leusj-encefalina fue inactiva en el sistema 1Tmb{€o, cuerpo estriado y hemisfe-
rios, mientras que la [ﬁet%]—encefalina indujo un pequeiio incremento (10-15%),
aunque significativo, en las dos filtimas regiones cerebrales citadas. En el
diencéfalo y en el tronco cerebral, las encefalinas incrementaron consistente-
mente la sintesis de 5-HTP y para ambos péptidos este efecto fue de la misma
magnitud (20-307%). De forma inesperada, el efecto estimulante sobre la sintesis
de 5-HTP inducido por la [Met?]— y [Leu%]-encefalina no fue antagonizado por la

administracion previa de naloxona (10 mg/kg) (Tabla 11).

El andlogo DALA (125 Fg/rata) incrementd la formacidn de 5-HTP en el diencé&falo

y tronco cerebral (20%) de una forma similar a las encefalinas; pero su efecto

en el sistema 1Tmbico, cuerpo estriado y henisferios (20-60%) fue mayor que el

de sus andlogos naturales (Tabla 12). Dosis menores del derivado DALA no causaron
incrementos en la acumulacidn de 5-HTP tras NSD 1015 (resultados no presentados).
El compuesto FK 33-824 incrementd de forma moderada la sIntesis de 5-HTP en di-
versas regiones cerebrales (10-25%) (Tabla 12). A diferencia de las encefalinas
el efecto estimulante sobre la sIntesis de S5-HTP inducido por ambos andlogos

sintéticos fue completamente bloqueado por la administracidn previa de naloxona

(10 mg/kg (Tabla 12).
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La tabla 13 muestra el efecto de las encefalinas y de sus andlogos sint&ticos so-
bre las concentraciones de triptdfano en diversas regiones cerebrales de la rata.
Como puede apreciarse los aumentos inducidos por la [ﬁet%]- y [?eu?]—encefalina
s6lo fueron parcialmente antagonizados por la naloxona (10 mg/kg), mientras que
los inducidos por el derivado DALA (20%) fueron eficientemente bloqueados por

el mencionado antagonista de los narcdticos. El compuesto FK 33-824 no incrementd
las concentraciones de triptéfano en ninguna regidn cerebral, excepto en el siste-
ma 1Tmbico (17%; p&0.05) (Tabla 13), siendo bloqueado el incremento por la

naloxona (resultado no presentado).

f) Efecto de las encefalinas y de los anilogos sintéticos DALA y FK 33-824 sobre

la utilizacidn de dopamina, noradrenalina y serotonina.

Cuando la sintesis de monoaminas en el cerebro fue inhibida con benseracida, tan-
to la [Met?]— como la [ieu?]—encefalina acelelaron de forma significativa la
reduccidn de los niveles de dopamina y en mucha menor cuantia los de noradrena-
lina que no alcanzaron significacidn estadistica (Tabal 14). El efecto de la
[Peusj—encefalina incrementando la utilizacidn de dopamina fue mayor que el de

la Cﬁeti}—encefalima (347 vs. 18%; p< 0.025). Ambos péptidos opiidceos aceleraron
de forma significativa la desaparicidn de serotonina que se acompaﬁg por incre-
mentos simultdneos de los niveles de su metabolito el Acido 5-hidroxiindolacéti-

co (5-HIAA) (Tabla 14).

Resultados similares fueron obtenidos con los derivados sinté@ticos DALA y

FK 33-824 pero a un nivel de dosis mucho menor. A diferencia de las encefalinas

ambos anilogos aceleraron de forma significativa la desaparicidn de noradrenali-
na en el cerebro. El compuesto FK 33-824 no acelerd la utilizacidn de serotoni-

na pero incrementd las concentraciones de su metabolito en el cerebro (Tabla 14).



24

g) Perfil de conducta de los animales tras la administracidn aguda de morfina,

endorfinas y antagonistas de los narcdticos.

La administracidn aguda de morfina (3-30 mg/kg; i.p.) ocasiond a las pocos mi-
nutos la pérdida de los reflejos corneal y palpebral e indujo analgesia. La
dosis menor de morfina (3 mg/kg) incrementd la locomocidn de las ratas y la do-

sis mayor (30 mg/kg) indujo catatonia (hipertono muscular).

La administracidn i.c.v. de pequefias dosis de beta-endorfina (2.5 Fg/rata) no mo-
dificaron de forma aparente la conducta de los animales; dosis mayores (5-20
Pg/rata), sin embargo, causaron la pérdida de los reflejos corneal y palpebral,
exoftalmos, salivacidén e indujeron catatonia en un corto intervalo de tiempo

(10 minutos). El cuadro descrito fue de larga duracidn (1 hora) y ninguna de sus

manifestaciones se presentaron en animales previamente tratados con naloxona.

Ambas encefalinas (500 rg/rata) y sus andlogos sint&ticos DALA (4-250 pg/rata)

vy FK 33-824 (0.003-1 Fg/rata) indujeron un patrdn de conducta muy similar al de
la morfina. La inyeccidn i.c.v. de estos péptidos opidceos causd la pérdida de
los reflejos corneal y palpebral, exoftalmos, analgesia, salivacidn, catalepsia
(acinesia) y catatonia. Este cuadro fue de corta duracidn para las encefalinas
(alrededor de 10 minutos) y mis duradero para los anidlogos sintéticos (md3s de

40 minutos). Grandes dosis del derivado DALA (125/Jg/rata) indujeron conducta ro-
tatoria a lo largo del eje longitudinal del cuerpo. El analogo sinté&tico

FK 33-824 también indujo el cuadro descrito tras su administracidn sistémica

(5 mg/kg; s.c.).

La naloxona (1l mg/kg; s.c.) no sdlo fue capaz de prevenir, si no también de rever-
tir en pocos minutos el cuadro de conducta inducido por una gran dosis de DALA

(125 rg/rata; i.c.v.).
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Por @ltimo, es de interd@s sedialar que la administracion de naloxona y naltrexona
indujo un efecto sedante tras dosis moderadas (10-30 mg/kg) y ligera catalepsia

tras dosis mayores (100 mg/kg).

IV, DISCUSION.

La adminsitracion aguda de morfina, potente agonista del receptor opidceo, incre-
mentd la sintesis de dopamina en el cerebro de ratas intactas, mientras que la na-
loxona y naltrexona, antagonistas puros de los narcdticos, desencadenaron accio-
nes opuestas. Estos resultados sugieren que los receptores opidceos del cerebro

vy sus "ligandos" (agonistas) enddgenos (endorfinas) participan en la regulacidn

fisioldgica de la sintesis del neurotransmisor dopamina.

El aumento de sintesis de dopamina inducido por la morfina involucraria una esti-
mulacidn selectiva de la enzima tirosina hidroxilasa, ya que no seria el resulta-
do de un mecanismo indirecto como el de incrementar la tasa enddgena del amino-
dcido precursor. En efecto, mientras la morfina incrementd de forma dosis depen-
diente la acumulacidn de DOPA tras NSD 1015, la concentracidn cerebral de tirosi-~
na no se modificd. La administracidn aguda de morfina produjo un incremento mis
tardfo de la concentracidn cerebral de tirosina y sdlo en aquellas regiones cere-
brales en las que la noradrenalina es la catecolamina predominante (Tabla 2).
Existirfa pues una neta disociacidn temporal entre ambos efectos de la morfina,
sugiriendo que la estimulacidn de la sintesis de dopamina es el resulatdo de un
efecto especifico sobre la enzima tirosina hidroxilasa. Estos resultados coﬁfir‘
man previas observaciones sobre el papel de la morfina y otros narcdticos como
moduladores de la sintesis cerebral de catecolaminas (Smith et al., 1970;

Smith et al., 1972).

La administracidn aguda de morfina no modificd la sTntesis cerebral de serotonina,
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pero si el contenido enddgeno de triptdfano, en el intervalo de tiempo en que la
sintesis de dopamina se vid incrementada por el narcdtico (Tabla 1). No obstante,
grandes dosis de morfina e intervalos de tiempo prolongados tendieron a incremen-
tar la acumulacidén de 5-HTP tras NSD 1015. Sin embargo, la concentracidn enddge-
na de triptdofano se incrementd paralelamente (Tabla 2). Estos resultados sugieren
una participacidn primaria de receptores opidceos en la regulacidn del transporte
de triptdfano, el incremento del cual podria afectar secundariamente la sintesis

de serotonina (vEase Carlsson y Lindqvist, 1978).

De forma smejante a la morfina, la administracidn i.c.v. del péptido opiidceo beta-
endorfina incrementd la sintesis de DOPA por un mecanismo sensible a la naloxona
(Figs. 2 y 4), indicando que este efecto fue mediatizado a través de la estimula-
cidn de receptores opidceos. Como en el caso de la morfina este efecto de la
beta-endorfina no se correlaciond con los incrementos de tirosina inducidos por
el péptido opidceo (Tabla 7). La beta-endorfina incrementd la formacidn de DOPA
tras NSD 1015 tanto en las regiones cerebrales ricas en dopamina (sistema limbico
y cuerpo estriado) como en aquellas en que el neurotransmisor predominante es

la noradrenalina (hemisferios, diencé&falo y tronco cerebral). Estos resultados
sugieren que, a diferencia de la morfina, el péptido opidceo beta-endorfina
modula por igual la sintesis de ambas catecolaminas en el cerebro. Dado que la
beta-endorfina es un péptido enddgeno de gran potencia y afinidad por el recep-
tor opidceo (Bloom et al., 1976) podria especularse que este "ligando” (agonista)
y/u otros péptidos opiécéos similares (encefalinas) serian los mediadores natu-
rales que, a través de la estimulacifn de receptores opidceos, contribuirian

en la modulacidén fisioldgica de la sintesis de catecolaminas en el cerebro. Esta
sugerencia tendria apoyo en la observada disminucidn de sintesis de catecolami-

nas en el cerebro de ratones tolerantes a la morfina (Rosenman y Smith, 1972).
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La beta-endorfina desarrolld acciones paralelas a las de la morfina en cuanto a
modificar la sintesis de serotonina en el cerebro. Como en el caso del narcdtico,
la beta-endorfina incrementarfa la sintesis de serotonina como consecuencia de

una modificacidn del transporte de triptofano (véanse tablas 6 y 8).

. . P - .5
Como la morfina y la beta-endorfina, la administracidn i.c.v. de LMet J— y
75T . - - .
! Leu” |-encefalina o de sus mis estables andlogos DALA y FK 33-824 estimuld la
sintesis cerebral de dopamina, noradrenalina y serotonina por mecanismos sensi-
bles a la naloxona. Los citados péptidos opidceos también incrementaron la uti-
lizacidn de monoaminas en el cerebro tras inhibicidn de sintesis. Estos resultados
suministran nueva evidencia en favor de un papel modulador de las encefalinas

enddgenas en la regulacidn a corto plazo de los sistemas monoaminérgicos centra-

les.

Las encefalinas y sus anilogos sintéticos DALA y FK 33-824 incrementaron la acumu-
lacidn de DOPA tras NSD 1015 tanto en las Areas del cerebro ricas en dopamina (sis-
tema limbico y cuerpo estriado) como en aquellas en que predomina la noradrenalina
(hemisferios, diencéfalo y tronco cerebral). Estos resultados fueron similares a
los obtenidos con la beta-endorfina, sugiriendo que la regulacidn de ambos neuro-
transmisores (dopamina y noradrenalina) esti bajo el control de endorfinas endd-

genas.

Como cabria esperar, los distintos péptidos opidceos mostraron marcadas diferen-
cias de potencia en cuanto a estimular la sintesis de catecolaminas en el cere-
bro (Tabla 9 y Figs. 5 y 6). Esta discrepancia entre encefalinas y andlogos sin-
téticos seria la consecuencia de la ridpida inactivacidn enzimdtica de la iMet?[—
y i}eu%j—encefalina por peptidasas cerebrales todavia no bien caracterizadas
(Meek et al., 1977; Dupont et al., 1977), lo que explicaria la necesidad de

utilizar grandes dosis de encefalinas (500 Fg/rata) para generar efectos neuro-

quimicos.
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Los andlogos sint@ticos de la EMet%]-encefalina ofrecen un buen ejemplo de cdmo
la limitada potencia del péptido opidceo enddgeno puede ser incrementada tras la
manipulacidn quimica de su molécula. En efecto, tanto la sustitucidn de glicina2
por D-alanina y la transformacidn del grupo carboxilico en su amida (DALA), como
la N-metilacidn del residuo fenilalanina y la transformacidn de la metionina en
metioninol sulféxido (FK 33-824) protegen frente a actividad peptidasica (Pert
et al., 1976; Roemer et al., 1977) obteniéndose derivados sint@ticos de gran
potencia. Asi, los andlogos DALA y FK 33-824 fueron de 102 a 105 veces mas poten-
tes que las encefalinas en su capacidad de estimular la actividad in vivo de 1la
tirosina hidroxilasa. Este efecto neuroquimico de las encefalinas fue particular-
mente notable en las regiones del cerebro ricas en dopamina (sistema 1Imbico y
cuerpo estriado), en las que el derivado FK 33-824 incrementd la sintesis de

DOPA en dosis del orden de nanogramos (Fig. 6). Este potente anilogo sint&tico
también mostrd actividad tras su administracidn sistémica, lo que confirma pre-
vias observaciones (Roemer et al., 1977), indicando a la vez que la manipulacidn
de la molécula de [ﬁeti}—encefalina tambi&n posibilita la sintesis de andlogos

susceptibles de atravesar la barrera hematoencefdlica.

Tanto la [ﬁet%]— como la [ieu?]—encefalima incrementaron de forma muy marcada la
concentracidon de tirosina en el cerebro (Tabla 10). Este efecto, sin embargo, no
fue antagonizado por la naloxona, indicando la no participacidn de receptores
opiiceos. No parece probable que un efecto inespecifico de este tipo pudiera
explicar la especifica estimulacidon (antagonizada por naloxona) de la sintesis de
catecolaminas inducida por las encefalinas. De hecho, obsservaciones recientes

han demostrado que el primer paso en la degradacidn enzimitica de las encefalinas
es la rotura del enlace amidico Tyr-Gly, liberando tirosina libre (Meek et al.,
1977; Dupont et al., 1977). La tirosina liberada de la propia mol&cula de encefa-
lina, podria muy bien explicar los marcados incrementos cerebrales de la misma

tras la administracidn del péptido y la ausencia de antagonismo por naloxona. En
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apoyo de esta posibilidad fue la observaci6n de que ninguno de los andlogos sin-
téticos (no susceptibles de degradacidn enzimdtica) de las encefalinas, DALA y

FK 33-824, incrementd la concentracidon cerebral de tirosina (Tabla 10).

En las diferentes regiones cerebrales, los incrementos en la concentracidn de ti-
rosina inducidos por la [ﬂet%]—encefalina (85-140%) fueron siempre mayores que
aquellos inducidos por 1la [Leu%]—encefalina (50-70%), sugiriendo que el primer
péptido opidceo fue mas rapidamenete inactivado por rotura enzimdtica de la molé-
cula, lo que explicarfa su menor actividad sobre la sintesis de DOPA (véanse

Tablas 9 y 10).

Recientemente se ha sugerido que la EMet%J—encefalina disminuiria el recambio
(turnover) de dopamina y noradrenalina en el cerebro, mientras que su andlogo sin-
tético DALA estimularfa el de dopamina sin afectar el de noradrenalina (Calderini
et al., 1978). Sin embargo y como los mismos autores sugieren, la observada dis-
minucidn del recambio (turnover) de catecolaminas inducida por 1la [Met%]—encefali—
na seria en realidad un artefacto que involucraria un efecto de dilucidn isotdpi-
co. En efecto, el recambio (turnover) de catecolaminas se midid valorando la con-
versidon aparente de 3H—tirosina en 3H—dopamina y 3H—noradrenalina durante un in-
cremento simultdneo en la concentracidn enddgena de tirosina inducida por el pép-
tido. Con un disefio experimental mids adecuado (medicidn de la acumulacidn de DOPA
tras inhibicidn de la decarboxilasa) fue siempre posible demostrar que tanto la
[Met%]-encefalina como su andlogo sint@tico DALA estimulan la sintesis de catecol-
aminas y su utilizacidn independientemente de la concentracidn cerebral de tiro-

sina (véanse Tablas 9, 10 y 14).

Las encefalinas tambi&n incrementaron la formacidén de 5-HTP y la concentracidn
cerebral de triptdfano, pero estos efectos sdlo fueron parcialmente anatagonizados

por la naloxona. Asl pues, como en el caso de la morfina y de la beta-endorfina,
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debe considerarse la posibilidad de que el simultineo incremento en la concentra-
cion de triptdfano pudiera secundariamente afectar la sintesis de serotonina en el
cerebro. Sin embargo, tampoco se puede completamente descartar un efecto estimulan-
te de las encefalinas sobre las neuronas serotoninérgicas, ya que, tras inhibicidn
de sintesis, los péptidos opidceos aceleraron la utilizacidén de serotonina (Tabla
14). A diferencia de las encefalinas, el andlogo sint@tico DALA incrementd la acu-
mulacidn de 5-HTP tras NSD 1015 y la concentracidn de triptdfano en el cerebro por
mecanismos sensibles a la naloxona (Tablas 12 y 13). Como quiera que la utilizacidn
de serotonina se acelerd al mismo tiempo (Tabla 14), deberia concluirse que este
andlogo de las encefalinas desarrolla un efecto especifico sobre las neuronas sero-
toninérgicas. Sin embargo, este efecto sblo fue observado tras grandes dosis del
péptido opidceo (125 Pg/rata). Dado que el derivado DALA estimuld la formacidn de
DOPA con dosis muy inferiores (4 Fg/rata), parece 1dgico nuevamente concluir que

las encefalinas poseen una accidn mds selectiva sobre las neuronas catecolamingrgicas.

El patrdon de conducta inducido por las encefalinas y anilogos sint&ticos fue muy
similar al descrito para la morfina (Browne et al., 1979), lo que sugiere la exis-

tencia de mecanismos comunes en su desarrollo.

Como conclusidn general, los resultados de este estudio demuestran que encefalinas
enddgenas, a través de la estimulacidn de receptores opidceos, participan en la

regulacidn fisioldgica de la sintesis de catecolaminas en el cerebro.

No se conoce con exactitud la localizacidn anatdmica de estos receptores opiiceos.
Recientes observaciones indican, sin embargo, que el efecto estimulante del péptido
opidceo DALA sobre la formacion de DOPA en el nilcleo caudado, peﬂﬁste tras la
destruccidn de receptores dopaminérgicos con Acido kainico (Biggio et al., 1978).
Esta observacidn sugiere, por tanto, que los receptores opidceos responsables de

aquél efecto se localizarfan en los terminales nerviosos dopaminérgicos. Se sabe
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por otra parte, de la existencia de receptores opidceos presind@pticos involucrados
en la regulacidn de la liberacidn de transmisores en el sistema nervioso central.
De hecho, se ha demostrado la existencia de receptores opiiceos presindpticos inhi-
bitorios tanto en terminaciones nerviosas dopaminérgicas (Loh et al., 1976) como
noradrenérgicas (Taube et al., 1977). Es posible, por tanto, que el incremento de
sintesis de catecolaminas inducido por las encefalinas fuera el mecanismo compensa-
torio desencadenado para contrarrestar una liberacion disminuida de dopamina y

noradrenalina inducida por los péptidos opiiceos.

Los resultados de este estudio, al poner de manifiesto una participacidn de ence-
falinas enddgenas en el control fisioldgico de los sistemas catecolaminérgicos

del cerebro, sugieren tambi&n su involucracidn fisiopatoldgica en ciertas psicosis
como la esquizofrenia, donde tanto la dopamina como la noradrenalina parecen jugar

un papel clave.
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Ala-Asn-Lys-Phe-Leu-Thr-Val-Leu-Pro-Thr
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Glu Beta-endorfina

(Fragmento 61-69 de la beta-lipotropina)

1
Ile-Lys—Agg—Ala—Tyr-Lys—Lys—Ggg—Glu—OH

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH

Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Met-NH

2

Tyr-D-Ala-Gly-MePhe-Met(0)-ol

Aminoacidos

Ala Alanina Met
Asn Asparagina Phe
Gly Glicina Pro
Glu Acido glutamico Ser
Ile Isoleucina Thr
Leu Leucina Tyr
Lys Lisina Val

Metionina-encefalina

(Fragmento 61-65 de la beta-endorfina)

Leucina-encefalina

DALA
i 2
LD—Ala J—Hetionina-encefalina amida

FK 33-824
i 2 4 5
LD-Ala ,MePhe ,Met (0) —oi]-encefalina

Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Tirosina
Valina

Fig. | Estructuras primarias de algunos péptidos opidceos (endorfinas).
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Fig. 2 Curvas dosis-respuesta para el efecto de la beta-endorfina sobre la

acumulacidn de DOPA tras NSD 1015 en diversas regiones cerebrales de la
rata. La beta-endorfina se inyectd por via i.c.v. 10 minutos antes del
NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.), sacrificdndose los animales al cabo de otros
30 minutos. Las ratas control recibieron i.c.v. un volumen idé&ntico de

suero salino 10 minutos antes del NSD 1015.
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Relacidn tiempo-efecto de una desis Gnica (5 Tm\ﬂmnmv de beta-endorfina

sobre la acumulacidn de DOPA tras NSD 1015 en tres regiones cerebrales de

la rata. La beta-endorfina se inyectd por via i.c.v. en el min

uto cero

y el NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.) 30 minutos antes del sacrificio de los

animales. Las ratas control recibieron i.c.v. un volumen idéntico de

suero salino 10 minutos antes del NSD 1015.
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Fig. 4 Bloqueo por naloxona de los incrementos en la formacidén de DOPA inducidos
por la beta-endorfina en diversas regiones cerebrales de la rata. la beta-
endorfina (5 Pg/rata) se inyectd por via i.c.v. 10 minutos antes del
NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.), sacrificdndose los animales al cabo de
otros 30 minutos. Las ratas control recibieron i.c.v. un volumen idéntico
ae suero salino 10 minutos antes del NSD 1015. La naloxona (10 mg/kg) fue
administrada por via s.c. 1 minuto antes de la beta-endorfina.

* p£0.05; ** p <0.025 (Test-t tras andlisis de varianza).
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Fig. 5 Curvas dosis-respuesta para el efecto deL:D-Ala%]—metionina encefalina
amida (DALA) sobre la acumulacidn de DOPA tras NSD 1015 en diversas regio-
nes cerebrales de la rata. El péptido opidceo DALA se inyectd por via
i.c.v. 10 minutos antes de la administracidn de NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.).
sacrificindose las ratas al cabo de otros 30 minutos. Los animales con-
trol recibieron i.c.v. un volumen idéntico de suero salino 10 minutos
antes del NSD 1015. Los resultados se expresan en porcentajes de los
valores control (100%). Media de los valores control toe.s.m. (n=14) en
ng/y: sistema 1imbico del cerebro anterior: 427 pa 14; cuerpo estriado:

543 16; hemisferios: 78 T 2; diencéfalo: 216 t 9; tronco cerebral:
125 * 5. Los cTrculos blancos representan ratas pretratadas con naloxo-

na (10 mg/kg; s.c.) 30 minutos antes de la administracion de DALA.
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Curvas dosis-respuesta para-cl vfecto de [D-Ala”, MePhe ', Nu((ﬂ))—vu -
enceralina (FE 33-824) sobre la acumulacidn de DOPA tras NSD 1015 en
diversas reciones cerebrales de la rata. El péptido opidceo FE 33-82.
se inyvectd por via i.c.v. 10 minutos antes Je la administracion de
NSD 1015 (100 mp/kg; i.p.), sacrificdndose las ratas al cabo de otros
30 minutos. Los animales contrvl recibieron i.c.v. un volumen idéntico
de suero salino 10 minutous antes del NSD 101S. lLos resultados se cHpre-
san en porcentajes de los valores contrel (1007). Media de los valores
control T e.s.m. (n=10) en ap/p: sistema lfmbico del cerebro anterior:
g + . -4 - . . o, .
378 = 165 cuerpo estriado: 507 ¥ 17; hemisferios: bl T 25 diencifalo:
+ + 7
239 - 1A tronco cerebral: 131 - 5. Los circulos blancos representan
ratas pretratadas con naloxona (10 mg/ke; s.c.) | rinute antes de la

administracidon de FE 33-824,
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Tabla 1. Efecto de la morfina sobre la sintesis de DOPA y 5-hidroxitriptdfano (5-HTP) en diversas regiones

cerebrales de la rata.

DOPA (ng/g) 5-HTP (ng/g)
Morfina Regiones Cuerpo Regiones Cuerpo
(mg/kg) 1imbicas estriado Resto 1imbicas estriado Resto
Control 189723 s41¥36 10056 9776 53%4 78%s5
* %k
3 481321 68125 107%s 101h2 s51%6 g1ts
*kk *kk + +
10 541740 757532 12276 100%7 664 8556
Jk ok %%k
30 591716 619520 147515 109%6 6272 8976

la morfina se invectd por via i.p. 30 minutos antes del NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.) sacrifici@ndose

Jos animales al cabo de otros 30 minutos. Las ratas control recibieron un volumen idéntico de suero
salino antes del NSD 1015. Los resultados son los valores medios ¥ e.s.m. de 3 determinaciones. Las
wivnificancias estadIsticas se calcularon por medio de una andlisis de varianza seguido de un test-t.

;ificre del control: * p<0.05; ** p<0.01l; *** p<0.001.
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Tabla 2. Sintesis de monoaminas y concentraciones de tirosina y triptdfano en diversas regiones
cerebrales de la rata 2 horas después de la administracidn de morfina.
» DOPA(ng/g) 5-HTP(ng/g) Tirosina(pg/g) Triptofano(ug/g)
Region T ﬁ
cerebral Control Morfina Control Morfina Control Morfina Control Morfina
+ + ok + + *k

Regiones limbicas 451523 620044 11343 122%3 2211 2873 s.1%0.2 s.9%0.1
Kk ok

Cuerpo estriado sa1T21 982%73 5213 g1t12 2171 30t3 4.9%0.1 6.0%0.3
* *% * &k

Resto 1017 1314 88tz 118%4 2152 3673 4.0%0.2  5.0%.1

La morfina (30 mg/kg) se inyectd por vIa i.p. 90 minutos antes del NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.) sacrificdndose
los animales al cabo de otros 30 minutos. Las ratas nonnﬂow recibieron un volumen idéntico de suero salino

antes del NSD 1015. Los resultados son los valores medios - e.s.m. de 3 determinaciones. Difiere-dél-contrgl:
* pL 0.05; ** p<L0.01; #*%*

p<0.005 (Test-t de Student).
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Tabla 3. Efecto de la naloxona sobre la sintesis de DOPA y 5-hidroxitriptdfano (5-HTP) en diversas regiones

cerebrales de la rata.

DOPA (ng/g) 5-HTP (ng/g)
Naloxona Regiones Cuerpo Regiones Cuerpo
(mg/kg) 1Tmbicas estriado Resto 1imbicas estriado Resto
Control 452710 59849 95%6 10552 53ty 7551
*% *
10 384%20™* 453%13 97t1 a1t7 ) 76%7
*% *
30 379825 491324 968 9613 48¥3 72%4
*%
100 384323 527130 g6ty 115%4 52T 75%,

La naloxona se inyectd por via i.p. 30 minutos antes del NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.) sacrificd@ndose
los animales al cabo de otros 30 minutos. Las ratas control recibieron un volumen idéntico de
suero salino antes del NSD 1015. Los resultados son los valores medios - e.d.m. de 3-5 determina-
ciones. Las significancias estadisticas se calcularon por medio de un anflisis de varianza seguido
de un test-t. Difiere del control: * pg¢0.05; ** p<0.025.
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Tabla 4. Efecto de la naloxona (1l mg/kg) sobre la sintesis de monoaminas
vy las concentraciones de tirosina y triptdfano en regiones lim-

bicas del cerebro de rata.

CONTROL NALOXONA
*
DOPA (ng/g) 30748 251119
*
5-HTP (ng/g) 16023 gotg
Tirosina (Pg/g) 22t2 21t1
. + +
Triptdfano (Pg/g) 4.9-0.2 4.9-0.4

La naloxona se inyectd por via i.p. 60 minutos antes del
NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.) sacrificdndose los animales

al cabo de otros 30 minutos. Las ratas control recibieron
un volumen id®ntico de suero salino anies del NSD 1015.
Los resultados son los valores medios - e.s.m. de 6 de-
terminaciones. Difiere del control: * p «0.025 (Test t

de Student).



Tabla 5. Efecto de la naltrexona sobre la sintesis de DOPA y S5-hidroxitriptdfano (5-HTP) en diversas regiones

cerebrales de la rata.
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DCPA (ng/g) S5-HTP (ng/g)
Naltrexona Regiones Cuerpo Regiones Cuerpo
(mg/kg) 1imbicas estriado Resto 1imbicas estriado Resto
Control 393%15 s1eta2 - 83%6 106%6 64Te 9383
*% *% *
10 324%24 38615 98¥3 11552 5741 78%3
k%% *%
30 308%15 394%20 84¥3 1133 6752 91f3
100 381%4 437%29 95ts 101%s 6254 sty

La naltrexona se inyectd por via i.p. 30 minutos antes del NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.) sacrificindose
los animales al cabo de otros 30 minutos. Las ratas control Hmowvwmnon un volumen id&ntico de suero

salino antes del NSD 1015. Los resultados son los valores medios - e.s.m. de 3 determinaciones. lLas

significancias estadisticas se calcularon por medio de un .anflisis de varianza seguido de un test-t.
Difiere del control: * p<0.05; ** p<0.025; *** p<0,0l.
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Tabla 6.

Relacidn tiempo-efecto de la beta-endorfina sobre la formacidn de

cerebrales de la rata.

5-HTP en diversas regiones

S5-HTP (ng/g)

Regidn

cerebral Control 40 min 60 min 90 min 120 min
Regiones limbicas 75%3 8575 105%6" 13673 gty o™t
Cuerpo estriado 49%s 61%0 6112 71111 75t *
Hemisferios 60713 60%s 71111 84Ty 65%4
Diencéfalo 116413 133%3 138%3 173710 160t19"
Tronco cerebral 139%7 164110 179711 197%24*  210t10%

La beta-endorfina (5 1m\nmnmv se inyectd por via i.c.v. a distintos tiempos y el
NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.) 30 minutos antes del sacrificio de los animales. Los
minutos indican el intervalo de tiempo entre la administracidn de beta—endorfina

y el sacrificio de los animales. Las ratas control recibieron un volumen iddntico
de suero salino (i.c.v.) 10 minutos antes del NSD 1015. Los resultados son los
valores medios ¥ e.s.m. de 4 (control) o 2 (grupos experimentales) determinaciones.
Las significancias estadisticas se calcularon por medio de un andlisis de varianza
seguido de un test-t. Difiere del control: * p<(C.05; ** p<0.0l; *¥** p<0.001.



Tabla 7. Efecto de la beta-endorfina sobre la concentracidn de tirosina en diversas regiones cerebrales

de la rata.

Tirosina Awm\mv

Beta-endorfina Tiempo Regiones Cuerpo Tronco
ATm\Hmnmv (min) 1imbicas estriado Hemisferios Diencéfalo cerebral
Control - 18%0.4 1952 21%s 174 1651
2,5 40 18%0.7 1952 21%0.1 18%0.4 1651
5 40 18%0.5 18%2 20%2 20t 18%2
10 40 1752 18%1 2113 20%3 1411
20 40 1841 1841 22%6 1751 1541
Control - 17+ 1752 1741 19%0.4 16%1
5 60 23t " 19%0.2 241 " 20t0.6 20%0.3"
5 90 25t ™ 20t2 27¥3* 2ty * 23to*
5 120 18%0.4 23%0.5" 201 224" 1971

La beta-endorfina se inyectd por via i.c.v. y el NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.) 30 minutos antes
del sacrificio de los animales. Los minutos indican el intervalo de tiempo entre la administra-
cidn de beta-endorfina y el sacrificio de los animales. Las ratas control recibieron un volumen

idéntico de suero salino (i.c.v.) 10 minutos antes del NSD 1015.Los resultados son los valores

medios ¥ e.s.m. de 4 determinaciones. Las significancias estadIsticas se calcularon por medio

de un anilisis de varianza seguido de un test-t. Difiere del control: * p<o.05.
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Tabla 8. Relacifn tiempo-efecto de la beta-endorfina sobre la concentracidn de triptdfano en diversas

regiones cerebrales de la rata.

Regidn Triptdfano ATW\WV

cerebral Control 40 min 60 min 90 min 120 min
Regiones limbicas 4.5%.4  4.7%0.3 s6to.1 s.9tos 6.3%0.2"
Cuerpo estriado 4.5%.4  4.9%0.1  4.6f0.1 s.sto.s 6.3t0.2"
Hemisferios 4.6%0.2  s.afo.s  s.3toe s.eTo.s 6.sto.l”
Diencéfalo 5.000.1  s5.5%0.0  s.eto.r e.1to.st 6.8%0.3"*
Tronco cerebral 4.3%0.3  s.ofo.s  a.9tos s.sto.r 6.1%0.2"

La beta-endorfina (5 pg/rata) se inyectd por via i.c.v. a distintos tiempos y el NSD 1015
(100 mg/kg; i.p.) 30 minutos antes del sacrificio de los animales. Los minutes indican

el intervalo de tiempo entre la administracidn de beta-endorfina y el sacrificio de los
animales. Las ratas control recibieron un volumen idéntico de suero salino (i.c.v.) 10
minutos antes del WSD 1015. Los resultados son los valores medios ¥ e.s.m. de 4 (control)
o 2 (grupos experimentales) determinaciones. Las significancias estadIsticas se calcu-
laron por medio de un anilisis de varianza seguido de un test-t. Difiere del control:

* p<0.05; *** p£0.001.
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Tabla 9. Efecto de las encefalinas sobre la formacidn de DOPA en diversas regiones cerebrales de la rata.

DOPA (ng/g)

Regiones Cuerpo Tronco
Encefalina 1imbicas estriado Hemisferios Diencé&falo cerebral
Control 426%16(8) 591%29(7) 71%4(8) 261712(8) 137%6(8)
~ * *%k *
[ et ]-encefalina 510533(6) " 649%32(6) 956 (6) 292127 (6) 17059(6)
- *kk
[Met®]-encefalina + naloxona 431714(2) 514%28(2) 7752(2) 252%13(2) 213%531(2)
Pl *kk £33 *k*k ** *k*k
(Lew’[-encefalina 603535()""  8o8Ta4(4) 117510(4) 351%16(4) 209516 (4)
oS
[Leu | _encealina + naloxona 361%29(2) 617%48(2) 72%9(2) 236%15(2) 13358(2)
_wﬁm:mlwl vs NZmnmn\lmnnmmmHH:m p<L£0.05 p<0.001 p<0.05 NS p< 0.025

Las encefalinas (500 tm\ﬂmﬂmv se inyectaron por vIa i.c.v. 10 minutos antes del NSD 1015 (100 mg/kg; 1.p.)

sacrificdndose los animales al cabo de otros 30 minutos. Las ratas control recibieron i.c.v. un volumen idéntico
de suero saline 10 minutos antes del NSD 1015. La naloxona (10 mg/kg) fue administrada por via s.c. 30 minutos

antes de la _,“Zmn ’}-encefalina o por via i.p. 60 minutos antes de la \.:.rmr_m..w..m:nmmmu.u.bm. Los resultados son los
valores medios ¥ e.s.m. con el niimero de experimentos entre paréntesis. Las significancias estadisticas se
calcularon por medio de una andlisis de varianza seguido de un test-t. Difiere del control: * p< 0.05;

*% p< 0,015 *** p<0.001.
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Tabla 10. Efectos de las encefalinas y

2 4

y [D-Ala”,MePhe

B4

regiones cerebrales de la rata.

de los andlogos sintéticos hUl>HmN~|5mnHo=H=m encefalina amida (DALA)

,Zmnﬁovmlowwlmsnmmmwwzm (FK 33-824) sobre la concentracion de tirosina en diversas

Tirosina Aﬁm\mv

Regiones Cuerpo Tronco
Encefalina 1imbicas estriado Hemisferios Diencéfalo cerebral
+
Control 20.4%0.6(18) 20.0%0.6(18) 21.3%0.6(18)  19.5%0.5(18)  18.0%0.4(18)

[Met® J-encefalina 38,011,406 25.671.3¢6)"" 50.273.3¢65™%  46.7%u.5(6)""  39.3%3.7¢e)™"
[Met” J-encefalina + naloxona 41,051,223 26.0%4.1(25  49.2%6.9(28 s12¥3sf ar.stui @3t
(Leu®]-encefalina 306719063 22,3723 36142043 33.6tiled 20.4t17(e3Y
[Leu®]-encefalina + naloxona 20.9%2.3¢23™ 21.3t0.2¢)  20.8%2.52)  27.3%.20) 243100
DALA 21.771.4(5)  19.4%0.8(5)  21.6%1.8(5) 21.7%1.7(5) 18.6%1.5(5)
FK 33-824 21.0%1.7¢2)  19.8%1.7(2)  20.6%3.1(2) 19.8%1.2(2) 17.4%3.0(2)
[et®]- vs |Leu®]|-encefalina p< 0.001 NS p£0.001 p£ 0.001 p<.0.005

Las encefalinas (500 tm\ﬂmnmv y los
por via i.c.v. 10 minutos antes del

andlogos sintéticos DALA (125

g/rata) y FK 33-824 (1 pg/rata) se inyectaron
NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.), sdcrificandose los animales al cabo de otros 30

minutos. Las ratas control recibieron i.c.v. un volumen idéntico de suero salin
La naloxona (10 SW\WWV fue administrada por via s.c. 30 minutos antes de lalMet

+

10 minutos antes del NSD 1015.
—-encefalina o por via i.p. 60
minutos antes de la rﬁm:mennmmmHHnm. Los resultados son los valores medios — e.s.m. con el nimero de experimentos

entre paréntesis. Las significancias estadisticas se calcularon por medio de un and@lisis de varianza seguido de
un test-t. Difiere del control: * p<0.05; *** p<0.00L.



Tabla 11. Efecto de las encefalinas sobre la formacidn de 5-hidroxitriptSfano (5-HTP) en diversas regiones

cerebrales de la rata.

5-HTP (ng/g)

Regiones Cuerpo Tronco
Encefalina 1Tmbicas estriado Hemisferios Diencéfalo cerebral
Control 98%5(8) ssta(s) 49t2(8) 13577(8) 16724(8)
~ [ Met®|-encefalina 109%9(6) 66 2(6)"" 55%2(6)" 16357¢6) "™ 208tu(e)™™
o [Met®]-encefalina + naloxona 195%2(2) 6672(2) 6st1 ()™ 1e8ts(2)” 210% ()™
[Leu® |-encefalina lo6¥2(4) s9%2(4) s1ta(4) 175%(6) ™" 199%9 ()™
{Leu’]-encefalina + naloxona 112%3(2) s53t5(2) e1to() ™ 169t7(2)" 189%1(2)"

Las encefalinas (500 Tm\ﬂmnmv se inyectaron por via i.c.v. 10 minutos antes del NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.).
sacrificindose los animales al cabo de otros 30 minutos. Las ratas control recibieron i.c.v. un volumen idéntico
de suero salino 10 minutos antes del NSD 1015. La naloxona (10 mg/kg) fue administrada por via s.c. 30 minutos
antes de la thnmu encefalina o _por via i.p. 60 minutos antes de la th:wg encefalina. Los resultados son los
valores medios T e.s.m. con el nimero de experimentos entre paréntesis. Las significancias estadisticas se
calcularon por medio de un andlisis de varianza seguido de un test-t. Difiere del control: * pL0.05; *¥% pl 0.01;

sk P <£0.001.
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Tabla 12. Efectos de los anilogos de las encefalinas |D-Ala Mlamnwoswsm encefalina amida (DALA) vy

- 2 4 5 P .
ﬁO1>Hm ,MePhe ,Met(0) lowglmsnmmmHM:m (FK 33-824) sobre la formacidn de S-hidroxitriptéfano (5-HTP)

en diversas regiones cerebrales de la rata.

5-HTP (ng/g)

Regiones Cuerpo Tronen
Encefalina 1imbicas estriado Hemisferios Diencéfalo cerebral
+ +
Control 8974 (16) 49%3(16) 482 (16) 126%4(16) 16753(16)
* *h* X% *% sk

DALA 109512 (6) 7956(6) 6376 (6) 155714(6) 7stizce
DALA + naloxona 95T3(2) 57%8(2) 51¥6(2) 12971 (2) 162%6(2)

* * *
FK 33-824 10074 (8) 62%4(8) 59%4.(8) 13674 (8) 164%4(8)
FK 33-824 + naloxona 81¥23(2) 47%7(2) 45%4(2) 117%5(2) 1503(2)

Los péptidos opidceos DALA (125 Tm\ﬂmnmv y FK 33-824 (datos conjuntos para 0.01, 0.1, 0.3 y 1 Tm\ﬂmnmv se
inyectaron por via i.c.v. 10 minutos antes del NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.), sacrificidndose los animales al
cabo de otros 30 minutos. Las ratas control recibieron i.c.v. un volumen idéntico de suero salino 10 minutos

antes del NSD 1015. La naloxona (10 mg/kg) fue admnistrada por via i.p. 60 minutos antes del DALA o por
via s.c. 1 minuto antes del FK 33-824 (0.1 rm\nmnmv. Los resultados son los valores medios * e.s.m. con el
nimero de experimentos entre paréntesis. Las significancias estadisticas se calcularon por medio de un

andlisis de varianza seguido de un test-t. Difiere del control: * p<0.05; ** p<0.0l; *** p L0.00l.
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Tabla 13. Efectos de las encefalinas y de los anidlogos sintéticos ﬁunbumwglamnwozusm eacefalina amida AU>ﬁ>w

2 4

y | D-Ala®,MePhe .xmnﬁovmlouglmznmmmwuzm (FK 33-824) sobre la concentracidn de triptdfano en diversas

regiones cerebrales de la rata.

Triptdfano Aﬁm\mv

Regiones Cuerpo Tronco
Encefalina 1Tmbicas estriado Hemisferios Diencéfalo cerebral
Control 4.6%0.1(20)  4.7%0.1200  4.7%0.1200  4.950.1(20) 4.450.1020)
[Met]-encefalina s.6%0.2¢6)""  s5.2%0.2¢6) 6.650.36)™ 6.7%0.46)" 6.at0.ae)
(Met>]-encefalina + naloxona 4.6%0.6(2) 5.3%0.2(2) 5.0%0.6(2) 5.8%0.4(2) 6.470.4(2) "
[Leu’]-encefalina 6.0t0.2(0" ™ s.at02w)” s.eto.aw*t ertoz@™ sastoaw ™
[Leu’] -encefalina + naloxona s3ton wrtose seto@t satos” sostos@”
DALA 5650660 5.7%0.5(0)" " s.7t0.1(e) " e.0tore)” s.atose)
DALA + naloxona 4.8%0.2(2) 5.3%0.1(2) 5.5%0.3(2) 5.3%0.6(2) 4.650.5(2)
FK 33-824 5.4%0.2¢8)"  5.0%0.1¢8) 5.350.1(8) 5.4%0.1(8) 4.5%0.2(8)

Las encefalinas (500 tm\ﬂmnmv vy los andlogos sintéticos DALA (125 tm\ﬂmnmv y FK 33-824 (datos conjuntos para

0.03, 0.1, 0.3 y 1 Tm\ﬂmnmv se inyectaron por via
crificindose los animales al cabo de otros 30 minutos. Las ratas control recibieron
de suero salino 10 minutos antes del NSD 1015.

antes de la [Met?] -encefalina o
+

por via i.p.

La naloxona (10 mg/kg) fu

i.c.v. 10 minutos antes del NSD 1015 (100 mg/kg; i.p.), sa-
i.c.v. un volumen idéntico

3 administrada por via s.c. 30 minutus
60 minutos antes de la th:,ulm:nmmmww:m o DALA. Los resultados son

los valores medios ¥ e.s.m. con el niimero de experimentos entre paréntesis. Las significancias estadisticas se
calcularon por medio de un anilisis de varianza seguido de un test-t. Difiere del control: * p£0.05; ** p<0.01;

*%% p<0.001.
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Tabla 14. Efectos de las encefalinas y de los anidlogos sintéticos [b—Ala%]—
metionina encefalina amida (DALA) y [D—Alaz,MePheA,Met(O)S—oiI—
encefalina (FK 33-824) sobre las concentraciones de monoaminas y
del 3cido S5-hidroxiindolacético (5-HIAA) en el cerebro de ratas

tras inhibicidn de sintesis.

Encefalina Dopamina Noradrenalina Serotonina 5-HIAA
Control 583732 294728 22059 112%3
- * * + _*
LMet?]—encefalina 476%22 238%15 19678 167521
u *kk * %k
[Lew’]-encefalina  386%21 261t12 1875 139%2
Control 50221 23347 178%3 124%6
%

DALA 375827 ™** 176%15" 155%™ 131%5

* %k * *
FK 33-824 394113 190%s 18657 149%9

Tras la administracidn de benseracida (800 mg/kg; i.p.) se inyectaron por via
i.c.v. las encefalinas (500 pg/rata) o los andlogos sint@ticos DALA (50 pg/rata)
y FK 33-824 (1 pg/rata), repiti@ndose a los 25 minutos una segunda dosis que re-
presentd el 407 de la primera. Los animales fueron sacrificados 60 minutos
despu&s de la administracidn de benseracida. Las ratas control recibieron por
via i.c.v. un volumen idéntico de suero salino tras el pretratamiento con
benseracida. Los resultados son los valores medios = e.s.m. de 4-5 determina-
ciones. Las significancias estadisticas se calcularon por medio de un andlisis
de varianza seguido de un test-t. Difiere del control: * p<0.05; ** p<0.01l;
*%*% pg 0.001.
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