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POSIBLE PAPEL FISIOLOGICO DE ALGUNAS ENCEFALINAS
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RESUMEN

La administracién intratecal (i.t.) en la regién lumbar baja de dosis altas de (—)—morfina, (25-50 ug) en ratones, (125 ug) en ratas
jovenes, produjo casi de inmediato un espectacular sindrome conductual con duracién de 30-45 min., que se caracterizé principalmente
por agresividad, rascado intenso y persistente de las patas y espalda, convulsiones ténico-clénicas y mortalidad. Ademis, estos fendmenos se
acompailaron de una caida notable en los niveles sanguineos de glucosa que se inici6 a los 15 6 30 min., fue mixima en 30-60 min. y duré
aproximadamente 3 horas. La hipoglicemia brusca producida por (—)—morfina i.t. result6é ser bastante especifica ya que no se observéd
con otros varios opioides administrados intratecalmente incluyendo (+)—morfina la cual causé un cuadro conductual parecido al del
enantiémetro natural. Un efecto hipoglicémico similar solamente, es decir sin otras manifestaciones conductuales, también se observé con
la administracién i.t. de [D-Ala2,N-Me-Fe4,Gli5-ol]-encefalina (DAGO), 2-15 ug; y en menor cuantia con [D-Ser2]-Leu-encefalina-Tre
(DSLET), 5-10 ug. Dosis altas de DAGO i.t., 50 ug, resultaron completamente atéxicas.

Las caracteristicas farmacocinéticas de la hipoglicemia producida por (—)—morfina i.t. sugieren que esta droga probablemente activa
mecanismos endégenos de tipo encefalinérgico, sin embargo, y mucho mis importante aiin, revela el hecho de que algunas encefalinas
pueden regular el paso de glucosa al interior de las células nerviosas. Esta fuerte respuesta hipoglicémica del DAGO, que es proporcional a
la dosis y se produjo en animales con o sin ayuno no ha sido descrita con anterioridad. Se postula la existencia de un sistema hormonal do-
ble para la captura intracelular de glucosa, que consiste en encefalinas para los tejidos nerviosos e insulina para otros tipos de células;
constituyendo aquéllas una parte muy importante, pero pricticamente desconocida, de los mecanismos fisiol6gicos responsables de la
homeostasis de la glucosa en los vertebrados.

Palabras clave: Diabetes Mellitus: Encefalinas, glucosa, homeostasis, insulina
Opioides: Morfina intratecal
Neuropéptidos.

SUMMARY

Intrathecal (i.t.) administration of high doses of (—)—morphine, (25-50 ug) into the lower lumbar region of mice, or (125 ug) in
young rats, caused an almost immediate striking behavioral syndrome that lasted 30-45 min. which was characterized mainly by aggressive-
ness, persistent intense scratching of the limbs and back, tonic-clonic seizures and lethality. Furthermore, these phenomena were accompa-
nied by a marked drop in blood-glucose levels that started in 15-30 min., peaked at 30-60 min. and lasted approximately 3 hours. The
sudden hypoglycemia produced by i.t. (—)—morphine was found to be quite specific since it was not observed with several other opioids
given intrathecally, including (+)—morphine which also caused a comparable behavioral pattern to its natural enantiomer. A similar
hypoglycemic effect only, that is without any behavioral manifestations, was also observed with i.t. administration of [D-Ala2,N-Me-Phe¢,
Gly>-ol| enkephalin (DAGO), 2-15 ug; and to a lesser extent with [D-SerZ|-Leu-enkephalin-The (DSLET), 5-10 ug. Higher doses of i.t.
DAGO, 50 ug, were completely non-toxic.

Pharmacokinetic characteristics of hypoglycemia by i.t. (—)—morphine suggest that this drug probably activates enkephalinergic
mechanisms, but far more importantly, however, it reveals the fact that some enkephalins may regulate glucose uptake in nerve cells. This
strong dose-dependent hypoglycemic response produced in both normal or fasted mice by DAGO has not been reported previously. It is
postulated that there is a dual-hormonal system for cellular-glucose uptake consisting of enkephalins in nervous tissues and insulin for
other types of cells, the former being a very important, yet poorly understood, part of physiological mechanisms responsible for glucose ho-
meostasis in vertebrates.
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Desde que la técnica para inyecciones intratecales
fue inicialmente descrita en 1980,! ha habido un
aumento del nimero de trabajos experimentales para
analizar respuestas farmacolégicas de varias drogas,
principalmente analgésicos opiaceos, en animales no
anestesiados cuando se administran directamente en esa
zona del sistema nervioso central (SNC). Se ha demos
trado que dosis muy pequefias, 0.2-0.5 pug, de
(—)—morfina i.t. tienen efectos antinociceptivos obser-
vados en pruebas del levantamiento de la cola en rato-
nes.2 3 En el otro extremo del espectro de dosis, cantida-
des 100 veces mayores de (—)—morfina, 25-50 ug,
administradas por la misma via a ratones normales pro-
dujeron en 1 o 2 min., un espectacular y tipico sindro-
me que ha sido reportado recientemente,* y que se ca-
racteriz6 fundamentalmente por rascado intenso y cons-
tante de las patas y la regién dorsolumbar, agresividad,
convulsiones t6nico-clonicas y letalidad. Estos efectos
duraron 30 a 45 min. y no fueron antagonizados con
naloxona inyectada por via subcutidnea.? Se ha descrito
que un cuadro conductual parecido también se observé
en ratas adultas inyectadas intratecalmente con 150 ug
de (—)—morfina.’

En los ratones result6 aun mas interesante observar
una marcada hipoglicemia después de la inyecciéon de
(—)—morfina, efecto que duré 3 o mas horas. El des-
censo de la glicemia a niveles muy bajos no se evité6 con
la administracién previa de glucosa a los animales lo
cual resulté paradé6jico. La caida de la glucosa sangui-
nea también se observé en ratones con diabetes produ-
cida por estreptozotocina y en ratones con diabetes
transmitida genéticamente. Esta fuerte hipoglicemia
producida por (—)—morfina i.t. se evité Gnicamente
seccionando la médula espinal a nivel T-10, T-11.#

Los etectos antinociceptivos de opiaceos y neuropép-
tidos i.t. han sido ampliamente estudiados en anima-
les,>” y en menor escala hay trabajos sobre su uso como
analgésicos en pacientes;®!° por el contrario hay muy
pocos informes sobre sus efectos en el metabolismo de la
glucosa. La administracién parenteral de
(—)—morfina, por otras rutas distintas a la i.t. a nivel
espinal, generalmente produjo hiperglicemia en los ani-
males experimentales.!!- 2 Otros informes sobre el meta-
bolismo de la glucosa en preparaciones :n utro mostra-
ron que se aument6 la glucogenolisis en hepatocitos ais-
lados,'® o que careci6 de efectos en el metabolismo cere-
bral de glucosa, a dosis bajas.!* pero que con dosis altas
aument6 la captura de glucosa en cortes de tejido ce-
rebral.’s Para ahondar en la investigacién de este in-
trigante fen6meno de la hipoglicemia causada por
(—)—morfina i.t. y tratar de averiguar el mecanismo
fisiolégico subyacente responsable de dicho efecto, se
llevaron a cabo una serie de experimentos. Inicialmente
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se realizo6 un cernimiento de actividad hipoglicémica
con varios (—)—, (+) y (£)— opiaceos. Después se
hizo una biusqueda sistematica entre varios neuropépti-
dos para averiguar si algunos de ellos producian hipo-
glicemia al inyectarse por via i.t.

MATERIAL Y METODO

En todos los experimentos se utilizaron ratones ma-
chos ICR-Suizos, de 25-35 g, (Dominion Laboratory
Animals, Dublin VA). Se incluy6 un grupo experimen-
tal de 7 ratas j6venes, machos y hembras, para corrobo-
rar si el efecto hipoglicémico de la (—)—morfina ocu-
rria en otra especie animal. En los primeros experimen-
tos animales descritos como normales tuvieron acceso li-
bre a la comida y el agua, otra serie de experimentos
incluyé ratones en ayuno de 24 horas solo con acceso a
beber agua ad libitum. Todas las inyecciones i.t. se lle-
varon a cabo de acuerdo a la técnica descrita inicial-
mente por Hylden y Wilcox,! modificada por Lux.* Bre-
vemente descrita consisti6 en sujetar firmemente un ra-
ton no anestesiado por la espalda y pelvis con una ma-
no, cubriendo la parte superior del animal con una toa-
lla de papel, después se estir6 la piel de la regién lum-
bar entre el pulgar e indice. Al mismo tiempo con la
otra mano se inyecté intratecalmente un volumen de 5
Hl utilizando para ello una jeringa de 50 microlitros mo-
delo 705-LT (Hamilton Co. Reno, NV) a través de una
aguja calibre 30 X 13 mm. La aguja se insert6 en la
piel en direccién cefélica en un dngulo aproximado de
30° y se dirigi6 cuidadosamente entre las laminas trans-
versas de las vertebras L-5, L-6 hasta llegar al espacio
subaracnoideo. Por otra parte puncionando con un
tubo capilar heparinizado el seno retro-orbital derecho
se tomaron muestras de sangre, 20-40 ul, a los 0, 15,
30, 60, 120 y 180 min. Luego se procedi6 a colocar una
gota de sangre sobre el area correspondiente de una tira
reactiva Glucostix (Ames) para determinar la cantidad
de glucosa en la muestra por medio de una reaccién en-
zimética de glucosa-oxidasa. Los resultados en mg %
aparecieron en la caratula de un foto-reflectémetro por-
tatil (Glucometer II, Miles Laboratories Inc., Elkhart,
IN) que se calibr6 previamente de acuerdo a las instruc-
ciones del fabricante.

Las drogas, en forma de sales correspondientes, se
obtuvieron de los siguientes proveedores: sulfato de
(—)—morfina, alcaloide de (—)—morfina (disuelto
como HCI), clorhidrato de (—)—codeina (Mallinc-
krodt, St. Louis, MO), bromhidrato de levometorfan,
tartrato de levorfanol (Hoffmann-La Roche Inc., Nu-
tley, NJ), clorhidrato de (—)—naloxona (Endo, Garden
City, NY), clorhidratos de (—)—, (+)— y (+)-metado-
na (Eli Lilly & Co., Indianapolis, IN), metanosulfonato
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de (—)—cetociclazocina, lactatos de (—)—, (+)— y
(+ —pentazocina (Sterling-Winthrop Research Institu-
te, Rensselaer, NY), metanosulfonato de

(£)—U—50488 (Upjohn Co., Kalamazoo, MI), clorhi-
drato de(—)—etilmorfina (S.B., Penick & Co., Newark
NJ), bromhidratos de (+)—morfina, y (+)—codeina,
clorhidratos de (—)—diacetilmorfina, (—)— y (+)—N-
alilnormetazocina (NANM), bromhidrato de (+)—na-
loxona, clorhidrato de (—)—naltrexona (NIH, Rockvi-
lle, MD), Met-encefalina, [D-Ala2, N-Me-Fe4,Gli5-ol]-
encefalina (DAGO), [D-Ser?]-Leu-encefalina-Tre
(DSLET), [D-Ala?]-Met-encefalina (DAME), Leu-
encefalina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), [D-
Pen2. 5]-encefalina (DPDPE) (Peninsula Laboratories,
Belmont, CA), solucién USP estéril y libre de pirégenos,
0.9% NaCl (Salina), (Elkins-Sinn Inc, Cherry Hill, NJ).

Los tratamientos con solucion salina o droga se asig-
naron al azar a grupos diferentes de 6 o 12 ratones. Los
resultados se expresaron en mg %. El promedio + e.e.,
y también los cambios en porcentajes, se calcularon en
cada uno de los intervalos de prueba en todos los expe-
rimentos. El analisis estadistico para calcular los valores
de p que expresan los niveles de significancia, entre co-
lumnas de datos, se hicieron en una computadora Ma-
cintosh Plus usando un programa Statview para anlisis
de varianza (ANOVA) de un solo sentido. Las diferen-
cias que resultaron significativas al comparar contra la
linea basal se expresaron en cuadros y figuras como *p
<.05y**p<.0L

RESULTADOS

Experimentos en animales normales. En esta prime-
ra serie de trabajos grupos de 6 6 12 animales, se inyec-
taron intratecalmente con distintos isdémeros de opiaceos
o antagonistas de la morfina, generalmente en dosis de
50 pg/ratén; excepto cuando se indica otra cantidad.
Los animales de grupos control recibieron 5 ul de solu-
cién salina.

Manifestaciones conductuales. Como se mencioné
con anterioridad, el aparatoso sindrome de agresividad
y convulsiones se observé en todos los animales inyecta-
dos con (—)—morfina i.t. ésto incluyd a las ratas jove-
nes las que ademas emitieron una vocalizacién muy in-
tensa. Junto con este patrén conductual otras manifesta-
ciones objetivas observadas fueron: piloereccién, cola
tiesa y levantada (Straub) y una hipermotilidad caracte-
rizada por caminatas rapidas en circulos en la periferia
de las jaulas. Otros opidceos que mostraron un sindro-
me conductual como el de (—)—morfina, aunque de
menor intensidad y duracibn méas corta fueron:
(—)—etilmorfina, (—)—codeina y (—)—diacetilmorfi-
na. Esta aGltima droga ademés produjo una diaforesis
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intensa y profusa. Por otro lado, en forma inesperada,
la (—)—naloxona y la (—)—naltrexona también produ-
jeron un patréon similar de duracién ultracorta (2-5
min.).

La (+)—morfina i.t. causé un sindrome parecido
pero que resulté ain mas espectacular porque todos los
animales ademas manifestaron fuertes y persistentes chi-
llidos, pelearon ferozmente entre ellos, exhibieron una
hiperreflexia marcada y mostraron episodios de grandes
saltos sabitos dentro de las jaulas. Esta conducta dur6
15-30 min., lapso durante el cual fue casi imposible
manejar a los animales sin ser mordido. Result6 muy
notorio que los niveles de glucosa en sangre con la
(+)—morfina permanecieron por drriba de la linea ba-
sal durante todo el transcurso de las sesiones experimen-
tales. Un sindrome parecido al producido por
(+)—morfina, pero de menor intensidad, también se
observé con (+)—codeina o (+)—naloxona i.t. Otros

opiaceos que no alteraron visiblemente la conducta en
los ratones fueron (+)—U-50488 (un agonista especifico

de tipo kapa), (—)—metadona, (+)—metadona, 100 ug,
(—)— y (+)—pentazocina 50 ug.

Cambios en los niveles sangufneos de glucosa. El
promedio de la glicemia en grupos control fue de 166
+ 5 mg% (figura 1). En términos generales, la mayoria
de los opiaceos y también la solucién salina produjeron
hiperglicemia en los ratones normales que se inici6 en
15 min. después de la inyeccién i.t., alcanzé un valor
maximo a los 30-60 min. y dur6 aproximadamente 3
horas. Las drogas que se mencionan a continuacién
produjeron una respuesta hiperglicémica similar a la de
solucién salina en animales normales (no se detallan los
resultados), levometorfan 50 ug, (—)—metadona 50 ug,
(+)—metadona 100 ug, (—)— y (+)—naloxona 50 ug,
(—)—naltrexona 50 ug y (+)—pentazocina 50 ug.

Los neuropéptidos en esta misma categoria, es decir
hiperglicémicos, fueron f-endorfina (fragmento 1-27)
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Figura 1. Inyecciones intratecales en yatones sin ayunar. Solamente los
cambios inducidos por la (+)—morfina no resultaron significativa-
mente diferentes de los niveles basales de glucosa.
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1.3 ug, leu-encefalina 10 ug, met-encefalina 10 ug y
DPDPE 5 ug. La (—)—codeina mostré6 durante todo el
curso de los experimentos una tendencia a neutralizar la
subida de la glucosa que se observd en los grupos
control. La (+)—codeina mostr6 asi mismo una
tendencia a no producir cambios durante la primera
hora, aunque a los 120 y 180 min., produjo un efecto
hiperglicémico obvio.

Por otra parte, en direccién opuesta, casi de manera
exclusiva la (—)—morfina en forma de sulfato o clorhi-
drato mostré6 claramente un efecto hipoglicémico en
todos los animales, esta respuesta tuvo una latencia de
15 min., fue maxima cerca de los 60 min. y duré mas
de 3 horas tiempo después del cual se observé una clara
tendencia hacia la recuperacién de la homeostasis. En
algunos casos la caida brusca de la glucosa llegé a nive-
les muy bajos (0-20 mg %), sin embargo la mortalidad
no se correlacion6 con la hipoglicemia. La diacetilmor-
fina produjo un efecto hipoglicémico leve que result6
significativo, p < .05, solamente a los 30 min. (—15.7
+ 0.9%) con una tendencia a mantener normoglicemia
entre los 60 y 180 min. El levorfanol produjo una hipo-
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glicemia muy leve a los 120 min., que no resulto signi-
ficativa (—14.4 + 1.9). El DAGO, 5 ug, produjo ligera
hipoglicemia (—11.7 + 2.3%) que fue maxima los 120
min. y a dosis de 10 ug causé hipoglicemia moderada
(—22.9 + 3.4) que también fue mayor a las 2 horas.
Una dosis de 50 ug de DAGO no redujo los niveles de
glucosa en sangre durante los primeros 180 minutos que
siguieron a su administracion i.t. en ratones normales.
El cuadro I muestra algunos ejemplos de agonistas que
actuan sobre diferentes tipos de receptores opiaceos, sus
efectos al transcurrir los tiempos de observacién, se
expresan como cambios en los porcentajes de las glice-
mias comparados con la linea basal.

La figura 1 muestra el efecto de la solucién salina
i.t. y los isdbmeros de morfina y naloxona en animales
sin ayunar, n = 12 por grupo.

Todos los antagonistas de narcéticos estudiados y
ambos isémeros de la pentazocina, que tiene efectos
mixtos como agonista y antagonista, produjeron hiper-
glicemia por més de 3 horas, como se expresa en el cua-
dro II que muestra los resultados en cambios de porcen-
tajes de experimentos de 6 ratones por cada droga. Los

CUADRO I
EFECTOS DE AGONISTAS OPIACEOS I.T. SOBRE LA GLICEMIA EN RATONES NORMALES!

DROGA M N U T o S

50 pg/5ul 15 30 60 120 180
Salina 51.1 + 2.6** 58.2 + 2.6** 69.2 + 5.4%* 68.1 + 3.6** 49.5 + 3.5**
(—)—Morfina —92 + 13 —43.4 + 13.3* —81.5 + 30.6** —82.7 + 27.6** —b52.6 + 10.3**
(+)—Morfina 31.6 + 2.5* 89+ 1.2 31.1 + 1.2** 53.2 + 5.3** 46.8 + 3.5**
(—)—Cetociclazocina 31.1 + 1.8** 43.5 + 3.9** 42.7 + 3.9** 33.2 + 1.7** 19.2 + 1.2
(x)—U-50488 60.0 + 4.2** 90.6 + 4.0** 73.3 + 6.3** 26.1 + 2.8** 16.7 + 1.2
(—)—NANM?2 36.3 + 2.0* 40.0 + 2.7** 45.0 + 2.5%* 244 + 15 23.1 + 1.8
(+)—NANM 56.3 + 2.2** 76.8 + 5.2* 66.6 +  6.2** 52.8 + 5.1** 38.0 + 4.1**

Datos = A % de promedios + e.e. comparados con la linea basal.
1 Ratones machos ICR Suizos, sin ayunar, n = 6 por grupo.
2 N-alilnormetazocina.

* p<.05, ** p < .01 comparando con valores previos a la droga (ANOVA de un solo sentido).

CUADRO II
EFECTOS DE INYECCIONES INTRATECALES DE AGONISTAS PUROS O PARCIALES SOBRE LA GLICEMIA
DE RATONES NORMALES!

Droga. M N U T o S
50 ug/5ul 15 30 60 120 180
(—)—Naloxona 51.3 + 2.1** 86.1 + 5.6** 98.7 + 4.1** 76.5 + 6.6** 62.0 + 7.8*
(+)—Naloxona 5.6 + 0.5 14.2 + 0.8 28.4 + 1.5** 42.6 + 2.1** 25.4 + 1.5**
{(—)—Naltrexona 29.4 + 2.6* 33.8 + 3.2¢* 86.9 + 2.9** 41.3 + 2.6** 13.8 + 0.8
(—)—Pentazocina 38.8 + 1.7** 49.3 + 2.9** 35.5 + 3.1* 47.4 + 0.2* 50.0 + 7.7
(+)—Pentazocina 46.8 + 3.9** 91.4 + 0.3** 82.0 + 8.1** 55.4 + 7.7* 53.2 + 5.0**

Datos = A % de promedios + e.e. comparados con 1a unea basal.

1 Ratones machos ICR Suizos, sin ayunar, n = 6 por grupo.
*p < .05, **p < .01 comparando con valores previos a la droga (ANOVA de un solo sentido).
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valores tipicos del grupo control pueden ser consultados
en el cuadro I mostrada anteriormente.

La (—)—naloxona, 10 ug, y la (—)—morfina 50 ug,
administradas ambas intratecalmente con 5 minutos de
diferencia, potenciaron la letalidad ya que todos los
animales de este grupo (n 6) murieron durante la
primera media hora. La (—)—naloxona, 10 ug, i.t. no
antagoniz6 el efecto hipoglicémico de la (—)—morfina,
38 ug, i.t. (no se detallan los resultados) y aquella po-
tenci6 la toxicidad de la (—)—morfina ya que 3 anima-
les murieron durante los primeros 30 min. y solo uno so-
brevivié6 més de 3 horas.

En 7 ratas sin ayunar, de 20 dias de edad, la (—)—
morfina, 125 ug, i.t. causé una profunda hipoglicemia
(datos no pormenorizados) que fue maxima a los 60
min. y duré mas de 3 horas. El cambio méaximo obser-
vado fue de —86.5% comparado con la linea basal.

Pruebas con animales en ayunas. En esta segunda
serie de experimentos a los animales se les retiré la co-
mida durante 24 horas previas a las inyecciones i.t. pero
tuvieron acceso libre al agua. Incluyé grupos de 6 6 12
ratones. Los Gnicos opiaceos estudiados en animales en
ayunas fueron la (—)—morfina y la (—)—naloxona,
ademas de otros neuropéptidos que después se mencio-
nan.

Unicamente la (—)—morfina produjo hipoglicemia
y resultd mas potente que en los animales sin ayunar.
Ademas de los grupos inyectados con solucién salina se
incluy6 en esta serie otro grupo control al que no se le
inyect6 ninguna dropa por via i.t. Los resultados obser-
vados se muestran en la figura 2.

Manafestaciones conductuales. Como era de esperar-
se la (—)—morfina, 25 ug, i.t., produjo el mismo cua-
dro observado en animales sin ayunar. Las convulsiones
fueron mas severas, se acompaiiaron de opistotonus,
priapismo y eyaculacién en algunos ratones. La (—)—
morfina, 10 ug, i.t. no causé convulsiones pero todavia
se observé en los animales un rascado leve de las patas.
La met-encefalina, DAME, DSLET y DAGO no altera-

PAPEL FISIOLOGICO DE ENCEFALINAS

55

Efectos sobre la glucosa sanguinea. El promedio de
la glicemia en ayunas fue de 97 + 6 mg % en un grupo
control representativo. Se observé hiperglicemia en el
grupo que no fue inyectado y en aquellos tratados con

solucién salina (—)—naloxona, met-encefalina, o DA-
ME. La dosis 6ptima de (—)—morfina para producir

hipoglicemia fue de 25 ug, aunque una dosis menor, 10
ug, produjo una caida insignificante de los niveles de
glucosa en la sangre. Los resultados respectivos se pre-

sentan en el cuadro III y en la figura 2.
El DSLET, 5 ug, (no se muestra el curso temporal

de los efectos) produjo hipoglicemia a los 60 min.
(—17.9 + 1.4) que resultd significativamente diferente
solo comparando con el grupo control (p< .01). Este
péptido a dosis de 10 pg, produjo un descenso de la gli-
cemia a los 30 y 60 min. (Tabla III) que tampoco resul-
t6 significativo comparado contra la linea basal y sélo
fue diferente comparado contra el grupo control p<
.01). Finalmente para demostrar el efecto hipoglicémico
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Figura 2. Inyecciones intratecales en ratones en ayunas. Obsérvese el
efecto méaximo a los 30-60 min. y que la meseta y duracién fueron
més prolongados. Nétese que los niveles basales de glucosa son como
la mitad de los encontrados en ratones sin ayunar. La curva de salina
(no representada) fue similar al del grupo que no recibié inyecciones.

ron para nada la conducta normal. = 6 por grupo.
CUADRO III
EFECTOS DE INYECCIONES 1.T. DE OPIACEOS EN LA GLICEMIA DE RATONES EN AYUNAS!
DROGA M I N §) T o S
10 pug/5ul 15 30 60 120 180
Salina 24.7 + 1.1* 31.2 + 1.8** 25.8 + 2.2¢ 23.7 + 1.4* 5.4+ 03
(—)—Morfina 19.3 + 2.8 — 84+ 17 — 22,9 + 4.7 — 217 + 2.7 ~15.7 + 1.8
Met-encefalina 20.7 + 2.5¢ 4.2 + 53¢ 21.6 + 1.6 17.1 + 1.3 12.6 + 0.4°
DSLET 34.2 + 3.9 — 76+ 14 — 29.1 + 5.7 6.3 + 0.8 25 + 0.2
DAMEZ? 70.5 + 3.7** 75.4 + 4.9** 68.0 + 4.6** 58.2 + 5.4** 34.4 + 2.9**

Datos = A % de promedios + e.e. comparados con la linea basal.
1 Ratones machos ICR Suizos, sin ayunar, n = 6 por grupo.
2 Dosis = 5 ug/5ul

*p <.05, **p < .01 comparando con valores previos a la droga (ANOVA de un solo sentido).
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del DAGO, que fue proporcional a la dosis, se inyecta-
ron 5 distintas dosis de este neuropéptido en grupos de
12 ratones cada uno. Los resultados se muestran en
forma gréfica en la figura 3.
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Figura 3. Inyecciones intratecales de DAGO en ratones en ayunas.
Nétese que la dosis mas baja no produjo hipoglicemia a los 30 ni a los
180 min. También obsérvese que los efectos de la dosis mayor fueron

mas duraderos.

DISCUSION

La primera respuesta observada en ratones inyecta-
dos intratecalmente con morfina, 50 ug, en estos experi-
mentos asi como en un estudio previo,* fue el rascado
que se ha atribuido a un intenso prurito, ya que se ha
mencionado que ese sintoma también ocurre en pacien-
tes.% 16 El mecanismo intimo de este fenémeno se desco-
noce, aunque la histamina, la substancia P, la glicina la
serotonina, y otros mediadores han sido incriminados
como substancias causales.5 ¢

Se supone que el rascado o la comezén son efectos
inespecificos ya que no fueron antagonizados por la
(—)—naloxona.* Result6é interesante el hecho de que la
(+)—morfina también produjo intenso rascado, este
hecho hasta ahora era desconocido e indica que el efec-
to no es estereoespecifico. Previamente han sido descri-
tas otras acciones farmacolégicas del isémero artificial
de la morfina, lo que llevé a suponer la existencia de di-
ferentes sub-tipos de receptores mu para explicar sus
acciones.” Sin‘ embargo, la observaciéon del rascado
fugaz producido por (—)—naloxona y (—)—naltrexona
en este trabajo indica que el prurito probablemente se
debe mas a una irritacién local de tipo fisico-quimico
producida cuando dosis muy altas de algunos opiaceos
se inyectan en la regi6én lumbar baja del SNC y no a un
efecto mediado a través de un receptor especifico. El
punto principal a discutir es sefialar que el rascado ocu-
rre independientemente de las propiedades analgésicas
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o hipoglicémicas de este tipo de compuestos.
Por otra parte, la carencia de efectos hipoglicémicos
o conductuales de ciertos opiaceos abre la posibilidad
para su aplicacién clinica con la idea, al menos tedrica,
de encontrar en el futuro un analgésico con un indice
terapéutico superior al de la (—)—morfina para uso i.t.
También es dificil determinar la causa intima de las
convulsiones producidas por el alcaloide natural.
Primero se pensé que las convulsiones se debian a los
bajos niveles de glucosa, pero los resultados de experi-
mentos con ratones diabéticos no apoyaron dicha con-
clusién.* Después se tuvo la idea de que la velocidad en
la caida de la glucosa circulante era mas importante
en provocar convulsiones y no los niveles bajos del car-
bohidrato per se. Fundamentalmente esta interpreta-
ciéon resulté inadecuada cuando se observé que los ani-
males inyectados con (+)—morfina i.t., que produjo
hiperglicemia, también se convulsionaron. Sin embargo,
el aumento en la intensidad de las convulsiones observa-
do en ratones en ayunas sugiere que si los niveles de glu-
cosa no son un factor etiolégico directo al menos pue-
den influir en su intensidad. Es obvio que la cantidad
de glucosa en los espacios extra e intracelulares pueden
alterar el nivel de excitabilidad del SNC. Resulta im-
portante enfatizar que ninguno de los péptidos i.t. pro-
dujeron convulsiones por lo que puede deducirse que
éstas y el rascado son fenémenos independientes de la
hipoglicemia profunda producida por (—)—morfina i.t.
Desde el siglo pasado, en los inicios de la farmacolo-
gia experimental, Claudio Bernard fundé las bases para
analizar cientificamente el metabolismo de los carbohi-
dratos. Primero con su concepto de homeostasis, al de-
clarar el principio de la constancia del “medio interno”,
permitié no s6lo definir los valores de la euglicemia sino
que también es una idea clave para entender los siste-
mas fisiolégicos de autorregulaciéon. Ese autor ademas
sefalé que “el jugo pancreatico juega un papel impor-
tante en la digestién de grasas y también de carbohidra-
tos y proteinas’. Mas tarde, en 1855, él mismo descu-
brié el glicogeno y declaré su “importancia para el al-
macenamiento y la liberacién del azicar”.'®* Mas atn,
Bernard también demostré que la morfina inyectada en
el 40. ventriculo produce hiperglicemia en los conejos.'?
Los cambios en los niveles sanguineos de glucosa son
dificiles de interpretar en los animales conscientes, por-
que ademas de las influencias de varias respuestas aut6-
nomas hay muchos nutrientes, fundamentalmente glu-
cosa y hormonas como incretinas, secretina y varias
otras del tracto gastrointestinal que estimulan la secre-
ci6n de insulina #n wutro e in vivo. Otros compuestos co-
mo el glucagon, cortisol, epinefrina, hormona del creci-
miento y varios neuropéptidos, que se encuentran en to-
do el organismo, juegan papeles muy importantes en la
homeostasis de la glucosa en un contexto de interaccio-
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nes muy complejas. En términos generales estos modula-
dores endégenos producen hiperglicemia o evitan que
ocurra una hipoglicemia por exceso de insulina.’* En
los experimentos incluidos en este trabajo la regla fue
observar hiperglicemia, por lo que esta respuesta no es
muy especifica y puede deberse a distintos mecanismos.
La observacion de que en ratones que ni siquiera fueron
inyectados por via i.t. ocurrié una hiperglicemia demos-
traron que solo el hecho de inmovilizar a un ratén no
anestesiado para tomar muestras de sangre altera la gli-
cemia, ésto significa que elevaciones ligeras y aun
moderadas de la glucosa no deben catalogarse categéri-
camente como verdaderas hiperglicemias. Esto es espe-
cialmente cierto cuando se comparan los efectos tempo-
rales con los grupos control ya que la soluci6én salina por
si misma produjo un aumento del 70% en los valores
sanguineos de glucosa a los 60 min. lapso que coincide
con el efecto maximo de la mayoria de los opiaceos. El

caso de una respuesta hiperglicemia de la (—)—mnaloxo-’

na i.t. que duplicé el nivel de glucosa a los 60 min. pue-
de considerarse, con cierta cautela, como antagénico al
efecto hipoglicémico de la (—)—morfina. De cualquier
forma el mecanismo de la elevacién de la glucosa san-
guinea en el animal integro muy probablemente refleja
la estimulacién de sistemas catecolaminérgicos debido a
la situacién estresante o adversa de manejar y sujetar
brevemente a los animales.

Al contrario del antagonismo de la hipoglicemia in-
ducida por (—)—morfina i.t. logrado con (—)—nalo-
xona subcutinea,* en el par de experimentos aqui in-
cluidos no fue posible confirmar dicho efecto cuando
ambas drogas se administraron intratecalmente; ello
destaca la importancia de la ruta de administracién en
la investigacién de acciones farmacolégicas. Sin embar-
go, atn la ausencia de un antagonismo bien definido,
que puede interpretarse simplemente como carencia de
una interaccién de tipo competitivo mediada por recep-
tores en la parte baja de la médula espinal indica la ne-
cesidad de realizar m@s estudios para explorar los efec-
tos de distintas proporciones de agonistas/antagonistas
para esclarecer estas dudas.

Tampoco se sabe exactamente porque la (—)—mor-
fina  administrada  intracerebralmente  produce
hiperglicemia. Las estructuras superiores, fundamental-
mente areas hipotalamicas, son sitios precisos y comti-
guos para estimular o inhibir funciones homeostaticas
complejas lo que hace muy dificil interpretar los efectos
de drogas inyectadas directamente en el cerebro.'* 2. ?
Aunque la organizacién anatomofisiolégica de la médv-
la espinal también es compleja por su multiplicidad de
receptores,”? o por las interacciones entre péptidos in-
yectados localmente,? las inyecciones i.t. por tencr una
distribucién local, al menos al principio,! # * hzcen un
poco menos dificil discernir efectos farmacolégici+ rea-
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les sobre el SNC. La idea de que la (—)—morfina es in-
trinsicamente una droga hipoglicémica es apoyada por
observaciones hechas hace dos décadas por Takemori
quien report6 un aumento del consumo de glucosa en
cortes de cerebro tratadas por morfina. Por coinciden-
cia este investigador utilizé6 dosis muy altas de morfina y
midié el consumo de glucosa a los 60 min."*

Respecto a la hipoglicemia, que constituye el tema
mads importante de esta discusion, puede decirse que es-
te efecto producido por (—)—morfina i.t. es estereoes:
pecifico y se relaciona estrechamente con una estructura
molecular bien definida. Debido a que la hipoglicemia
no ocurrié con cetociclazocina, U-50488 ni con N-alil-
normetazocina lo més probable es que no se lleve a cabo
por estimulacién de receptores kapa ni sigma, al menos
en los ratones. Resulta aventurado por ahora afirmar
que el efecto hipoglicémico es mediado por un mecanis-
mo relacionado con el receptor mu o algn otro subtipo
de receptor, lo cual sefiala la necesidad de mas estudios
al respecto.

En cuanto a comparar la hipoglicemia de la
(—)—morfina con un mecanismo mediado a través de
la insulina, debemos pensar en términos simples y refe-
rir las observaciones iniciales de Banting y Best quienes
en 1921 en sus cldsicos experimentos con perros pan-:
createctomizados fueron los primeros en reportar la
hipogelicemia causada por administracién i.v. de un. ex-
tracto pancreitico “después de la inyeccidn el azcar
bajé de 330 a 170 mg % en una hora”,® ésto repreenta
un cambio de —48.5%. Ambos compuestos, la hormo-
na pancreética i.v. y el alcaloide i.t. poseen la misma
capacidad para producir hipoglicemia en sujetos nor-
males o diabéticos con una latencia equivalente pero
aqui termina la semejanza. Hasta ahora se-sabia que so-
lamente la insulina es capaz de producir en forma di-
recta una brusca caida del azcar sanguineo, tanto en
animales como en seres humanos sanos y al mismo
tiempo estimular la formacién dé glucdogeno. Esta fuerte
accién sobre la glucosa sanguinea de la insulina puede
ser contrarrestada con una rapida infusién de glucosa,
un hecho afortunado ya que una hipoglicemia profunda
producida por insulina pone en peliova 1a vida. si se
continia durante cierto tiempo, aun en organismos sa-
nos. Por el contrario el efecto hipoglicémico de la (—)—
morfina i.t. no fue contrarrestado en los animales a los
que se le dié una carga de glucosa,* mis atn, la (— -
morfina i.t. también produjo glicogenolisis (Han y Lu»
datos no publicados), lo que concuerda con su activid:.c;
#n vitrc.'® La idea inicial de que estaba ocurriendo ur:
libera<i6n simultdnea de insulina y glucagon en los rz-
tones inyectados con (—)—morfina i.t. tuvo que s
abandonada teniendo en cuenta que la hipoglicemi:
también se present6 en los animales diabéticos. Adem#
la activacion conjunta de la glucogénesis y glucogenc-
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lisis 2 un mismo tiempo resultaria fisiologicamente ina-
til; si no es que materialmente imposible.

Un analisis més cuidadoso de la hipoglicemia produ-
cida por morfina indic6 que era mas intensa que la me-
diada por la insulina y aparentemente predominaba so-
bre los efectos de esta altima, pero la caida brusca de la
glucosa atn era un fenémeno intrigante. Una pista im-
portante para entender un poco mis este nuevo efecto,
procedi6 de la observacién de que los animales con
hipoglicemia profunda por inyecciones i.t. de
{(—)—morfina no estaban inconscientes y parecian per-
fectamente normales después de terminadas las convul-
siones, indicando que probablemente los niveles de la
glucosa en el SNC no eran tan bajos como los sangui-
neos. Hasta entonces empez6 a surgir una idea mas cla-
ra, indicando que este fenémeno de tan profunda hipo-
glicemia era probablemente debido a algin mecanismo
fisiolégico desconocido. Inicialmente las inyecciones de
varios nedropéptidos inyectados por via i.t. produjeron
hiperglicemia, después de algunas pruebas negativas, el
DAGO mostr6 algo de actividad hipoglicémica en ani-
males normales, sefialando hacia una accién mediada
quiza a través de receptores mu. Después los experimen-
tos en animales en ayunas confirmaron claramente la
suposicién de la existencia de mediadores hipoglicémi-
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cos naturales en los tejidos nerviosos.

Pronto resulté mas claro que si la insulina no era
responsable de la hipoglicemia por (—)—morfina la
idea de un mecanismo mediado por encefalinas explica-
ba més facilmente la caida de la glucosa en sangre, si
en el SNC estaba produciéndose una captura intracelu-
lar sabita del carbohidrato. Esta idea asombrosa era la
deduccion mis logica, es decir la morfina i.t. estaria ac-
tuando como una “neuroinsulina” probablemente a
través de un mecanismo encefalinérgico y asi mismo el
propio DAGO i.t. Esta hipétesis de un sistema hormo-
nal doble, o tal vez multiple, para el paso intracelular de
glucosa en los animales superiores resulta muy atractiva.
Tedricamente no solo es posible sino que representa la
mejor alternativa en una organizacién jerarquica si se
piensa que una distribucién preferencial de los recursos
energéticos es necesaria para tejidos como el nervioso
que debe tener una prioridad mas alta en su funcién
para la supervivencia del individuo.

Si este papel tan importante de estos neuropéptidos
ha permanecido hasta hoy desconocido es porque los
analisis zn vitro no pueden revelar un cuadro integral
y en situaciones in vivo estos efectos que son normal-
mente muy sutiles s6lo pudieron ser puestos de manifies-
to por medio de inyecciones i.t. de dosis muy altas de
morfina a nivel de la médula espinal baja.
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