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INTRODUCCION

La T R H se aisld y caracteriz6 en 1.969, a partir de extrac-
tos hipotalé&micos ovinos y porcinos. Resultd ser un tripéptido, el piro
glutamil histidil prolinamida, al que por su capacidad liberadora de la
hormona tireotropa a partir del 1l6bule anterior de la hip6fisis de los

mamiferocs, se denomind T R H,

En el afio 1.971 se descubridé gue el mencionado tripéptido era
también capaz de liberar prolactina, aungue persisten las dudas sobre -

la importancia fisiol6gica de esta accién.

Los estudios realizados sobre distribucién de la T R H, han ~
demostrado, que el péptido esté ampliamente distribuido, ocupando no sg
lo el hipot&lamo, sino también el sistema nervioso central extrahipota-
lémico y en diversas especies animales se ha localizado la T R H mas —

alld de los confines del sistema nervioso central.

Estos estudios se han ido acompafando, en el transcurso de ——
los afinos, de la descripcidn de miltiples acciones farmacolSgicas sobre
el 5 N C y otros sistemas y algunas de ellas han adquirido tanta impor
tancia como sus acciones endocrinas. Ello ha inducido a numerosos auto-
res a sugerir que la T R H podria desempenar un papel de neurotransmi--—
sor en el 5 N C, demostréndose que en determinadas &reas del S N C, ac~
tla como un neurotransmisor ortodoxo y que en otras modula los efectos

de las monoaminas neurotransmisoras.

Los estudios realizados sobre la distribucién filogenética de
la T R H han incrementado la importancia de las acciones extraendocring
légicas de la misma, ya que se ha localizado material imunoreactivo si-
milar a 1la T R H en el cerebro de animales gue carecen de T S H, como -

la larva de lamprea y en animales que carecen de hip&fisis como el am—

fioxus.

Ello induce a pensar que la funcién reguladora de la secre —-
cién de hormona tireotropa gque ejerce la T R H en los mamiferos, propor

ciona un ejemplo de organismos que adguieren una nueva funcién a partir



de una estructura quimica preexistente. >

Basado en estos datos, Jackson (1982) opina que el papel pri
mitivo de la T B H en el tejido nervioso implica una funcifn neuronal y
gue solo tardiamente en la evolucién, se forma la hipéfisis, adquirien-

do entonces la T R H la funcidn de liberar T S H.

Con la disponibilidad del tripéptido sintético en forma pura,
la T R H se ha convertido en una formidable arma para la investigacién
y en un inestimable medioc de diagndstico en los trastornos del eje hipo

tal&mico hipofisotiroideo.

A pesar de la reconocida importancia de sus acciones centra-—
les las posibles indicaciones derivadas de las mismas, esté&n siendo am-—

pliamente debatidas en los momentos actuales.



1~ 1 ESTRUCTURA QUIMICA DE LA T R H %

Lla T B H fue la primera hormona hipotalédmica gue se caracte-~

rizé guimicamente.

Su naturaleza tripéptidica se dilucidd en los laboratorios de

Guillemin (Burgus y cols. 19689) y de Schally (Boler y cols. 1969).

Buimicamente es la L-piroglutamil— L-histidil L-prolinamida y

su estructura se representa en la figura 15.

Es un péptido de bajo peso molecular : 362,40. Muy soluble en
agua. Esta estructura, posee exactamente la misma actividad biclégica -
de la T R H enddgena aislada a partir de fragmentos de tejido hipotalé-

mico de ganado porcino, ovino y bovino, asi como de seres humanos.

La estructura quimica citada admite pocas modificaciones en su
molécula sin que pierda actividad. Ello hace que en comparacidn con la -
LH - RH y la scmatoestatina, se disponga de relativamente pocos andlo —
gos de la T R H con actividad bivlégica. Si bien algunos de sus deriva—

das tienen mayor actividad biolégica.

En la siguiente tabla recopilamos algunos de estos derivados:

% ACTIVIDAD

PRODUCTO TRH SNC REFERENCIAS
TRH 100 100
3-N-Metil-His—2-TRH 800 100 Rivier y cols, 1572

Homo (Pirc) Glu-His-Tio

—Pro-NH, 100 1.500 Hirschamam 1.977
Piro-2-Amino Adifil- Porter y Cols. 1977
Histidil-Tiazolidina-4 Yarbrough 1978
Carboxamida: MK : 771 100 10-20 Yarbrough y Lotti 1978

Piro~Histidil-Dimetil
prolina-Amida 100 10-200 Metcalf y Dettmar 1581



1~-2 DISTRIBUCION DE LA T R H

Debemos precisar que expondremos este capitulo, intentando
explicar el posible significado de la localizacidn, mé&s gque la ex ——

haustiva precisién anaton6mica de la misma.

Asimismo, antes de entrar en el tema precisaremos gque a nivel
del S N C tanto hipotalémico como extrahipotalémico, la T R H se locali
za a nivel de los sinaptosomas como han demostrado los estudios de Bar-
nea y Cols. (1975), Bennet y Cols. (1975) y Winokour y Cols. (1977) y -
que dichos sinaptosomas, en presencia de altas concentraciones de pota-
sio, se despolarizan liberando T R H Bennet y cols. (1975), Warberg —

y cols. (1977), Schaffer y cols. {1977).

Distinguiremos en esta distribucién tres grandes apartados:

HIPOTALAMO
PRESENCIA DE LA T R H EN EL SNC. Que comprende: HIPOFISIS
RESTO DEL SNC

PRESENCIA DE LA T R H FUERA DE L0OS CONFINES DEL SNC.

Distinguiremos:
SISTEMA GASTROINTESTINAL

Ligquido cefalorraguidec
LIQUIDOS ORGANICGS Circulacidn sistémica

Orina

OTROS TEJIDOS

DISTRIBUCION FILOGENETICA.

PRESENCIA DE LA T R HENEL S NC

—-HIPOTALAMO.~ Se ha encontrado T R H inmunorreactiva en el hipo
tédlamo y eminencia media peduncular de todas las especies de mamifercs es

tudiadas, incluyendo al hombre (Jackson y Reichlin 1979).
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En el hipot&lamo del hombre normal se localiza T R H en el ta-
1llo pituitario, nucleo posterior e hipotélamo anterior en orden decre —

ciente (Koch y Okon 1979).

En la rata, mediante técnicas de inmunofluorescencia se han de
mostrado cuerpos celulares conteniendo T R H en una extensa regién del -
hipot&lamo que comprende el niclec prebSptico supraguiasmatico y el &rea
periparaventricular, es decir la clésica 4rea tireotropa del hipoté&lamo;
se piensa que las terminales nerviosas tefiidas para la T B H en la emi—
nencia media hipotalé&mica, derivan presumiblemente de aguellos cuerpos -

celulares (Johanson y Hokfelt 1980).

La importancia de la llamada area tireotropa se aprecia —
gracias a los trabajos realizados por Jackson y Reichlin (1977 a), guie -
nes observaron gue la ablacién de dicha zona origina hipotirocidismo en
la rata acompahado de una depleccidn en el contenido total de T R H hi-

potaldmica, de casi un 70 % .

Ello indica gque la funcidn normal de la hip&fisis %ireotropa
depende de la integridad de esta regidn hipotalémica y de la subsecuen-—
te entrega de niveles normales de la T R H desde el hipotélamo a la hi-
pGfisis. Tras lesiones hipotalémicas persisten ain niveles apreciables
de TR Hy ello explica gue la depresidn de la linea de base de la fun-
cidn tiroidea tras este procedimiento nunca sea tan importante como ~——

tras la hipofisectomia.

- HIPOFISIS.- Se encuentra tanto en el lébulo posterior como

en el anterior de la hip6fisis.

La concentracién de T R H en la hip6fisis posterior de la ra-—

ta unicamente es sobrepasada por la del hipot&lamo (Jackson y Reichlin
1979). Los mismos autores (1977 a) observaron gue lesiones hipotalémi-
cas originaban una depleccién casi total del contenido de T R H en el

1l6bulo posterior, lo que apoyaria la presencia descrita por (Hokfelt y

Cols. 1975 a) de un nuevo sistema hipotélamo-hipofisario.



La funcién de la T R H en la regulacién de la neurohip6fisis
se agpoya en gue la T R H influye en la secrecién de vasopresina en se-

res humanos. (Sowers y Cols. 1976).

También, merced a los trabajos de Jackson y Reichlin (1972 a)
y de Childs y Cols. (1978), se han localizado niveles importantes de —-

TR H en el 16bulo anterior de la hip6fisis de rata. Aungue lo més pro-

bable es gue la misma derive del hipotélamo, se ha postulado su origen

hipofisario.

—-RESTO DEL S N C,~ La T R H, se encuentra ampliamente distri-

buida, en el cerebro extrahipotal@mico de los mamiferos. 5i bien sus ——

concentraciones son inferiores a las hipotalémicas, debido a la mayor -
proporcién del mismo, representa un 70% del contenido total T R H en el
S N C. (Jackson y Reichlin 1979) En la rata dichos autores observan ma—
llas de terminaciones nerviosas conteniendo T R H en algdn nficleo motor

del tronco cerebral y alrededor de las motoneurcnas de la médula espinal.

(Hokfelt y Cols. 1980), muestran que un péptido semejante a la
TR Hy otro péptido semejante a la substancia P, se encuentran juntos -
en los cuerpos celulares de neuronas serotoninérgicas localizadas en la
médula oblongata inferior. El tratamiento con neurotoxinas serotoninér-
gicas especificas, origina la disminucidn de las terminaciones nerviosas
T R H y serotonina-inmunorreactivas en el asta anterior de la médula espi
nal, lo gue sugiere la coexistencia de neuropéptido y monoamina en la mis

ma terminacidn nerviosa.

Aunque la coexistencia de T R H ~ SEROTONINA - SUSTANCIA P, va
en contra del concepto clésico "una neurcna, un neurotransmisor', podria

con el tiempo generalizarse para otros péptidos y otros neurgtransmisores.

En el ser humano, la T R H est& presente en el cersbro extrahi-
potaldmico del feto humano. El cerebelo contiene cantidades detectables

desde la novena semana de la gestacién (Winters y Cols. 1974).



En muestras cerebrales extrahipotalémicas, obtenidas de seres
humanos normales fallecidos en accidentes de trafico, se observan con -
centraciones apreciables de T R H en el talamo y corteza cerebral (Koch

y Okon 1979).

En el mono, se encuentran receptores con alta afinidad para -
la unidén de 1la T R H en el sistema limbico, cortex cerebral y cerebro,

(Ogawa y Cols. 1981).

5i bien la presencia de T R H en cantidades importantes en el
sistema nervioso extrahipotalé&mico de la rata, la han debatido autores
como Youngblood y Cols.(1978), otros grupos de investigadores come Jack-
son (1980 a); Kello Kumpu y Cols (1980), Spindle y Wurtman{1980) y Krei-
der y Cols.(1979), han demostrado de forma indudable que la T R H extra

hipotalémica es el auténtico tripéptido.

Ademas, se piensa que la T R H puede sintetizarse en el cere-
bro extrahipotaldmico porgue la destruccifin del hipotélamo no modifica

la T B H cerebral extrahipotalédmica Jackson y Reichlin (1977 a).

Los trabajos de Brownstein y Cols. (1975), apoyan adn més la
importancia de la T R H extrahipotalémica, demostrando que el aislamien
to guirdrgico del hipotélamo origina una reduccién marcada de la T R H
hipotalémica, lo cgue induce a pensar, cue la misma, depende de las co-—
nexiones nerviosas extrahipotalé&micas, o que incluso deriva de la T R H

extrahipotalémica,.

PREGENCIA DE T R H FUERA DE LOS CONFINES DEL S N O

~SISTEMA GASTROINTESTINAL.— Se ha descrito la presencia de T R H

en el péncreas y tracto gastrointestinal de la rata.
En el péncreas, se encontrd a nivel de los islotes de Langerhans.

En estudios ontogénicos realizados, se demuestra, gque al princi-
pio de la vida neonatal el péancreas contiene mayores cantidades de T R H

qgue el hipotalamo (Engler y Cols, 1981), y conforme avanza la edad, des -



cienden los nieveles pancreéticos al mismo tiempo que aumentan los nive-

les hipotalémicos y cerebrales,

El tratamiento con estreptozocina gue destruye las células Befa
desciende de modo marcado los niveles de T R H, mientras gue aumenta los
de somatoestatina (Martino y Cols 1978). Se ha postulado por los mismos
autores que la T R H se opondria a la accidn de la somatoestatina en el

control de la secrecitn de dichos islotes.

Morley(1977), mostrd que la T R H se localizaba en el tracto
gastrointestinal de rata y observd gue era mas abundante en el fundus del

estdmago, ileon, ciego y colon,

También confirmd la presencia de elevadas concentraciocnes de

T R H en el péncreas.

Hasta el presente, no se ha demostrado de modo fehaciente la

existencia de T R H en el sistema gastrointestinal del hombre.

La coexistencia de T R H en el sistema nervios central y en el
pancreas y tracto gastrointestinal, es semejante a la obscrvada con otros
péptidos neuronales, sugiriéndose que la T R H forma parte de un difuso
sistema neurcendocrino y gue fuera del S N C se localiza en células "neu-
roendocrinas programadas" gue derivan del epiblasto embrionario (o uno
de sus principales derivados) gue ha emigrado al endodermo durante el de

sarrollo embrionario. (Pearse y Takor 1979).

-LTQUIDOS ORGANICOS.- La presencia de T B H auléntica en el

liguido cefalorraquidec y otros liquidos corporales es dudosa, bien por—

gue no se ha caracterizado completamente la naturaleza del material estu
diado o porgue estos resultados no han sido confirmados por otros autores.
Se ha detectado material inmunorreactivo semejante a la T RH en el L CR

de personas normales (Oliver y Cols. 1974).

Se ha sefialado por Kirkegaard y Cols.(1979) un aumento de di-
cho material en pacientes con depresifn, lo cual apoyaria la idea de un

metabolismo alterado de la TR H en el S N C en la enfermedad depresiva.



Es diffcil la medicién de T R H en la circulacién sistémica ha-—

bida cuenta de su répida degradacién por enzimas proteolfticos y su pre -
sencia en la sangre humana es objeto de controversias (Jackson y Reichlin

1979).

S5in embargo en ratas recien nacidas se encuentran elevados nive-
les de T R H plasmitica (Engler y Cols. 1981) junto a una baja actividad
degradante enzim&tica.(Neary y Cols. 1978 a) Para Engler y Cols. (1981) di
cha T R H parece originarse en estructuras extraneuronales como péncreas y
tracto gastrointestinal ya gue la encefalectomia practicada a dichas ratas
no afecta las concentraciones de T R H. Neary y Cols. (1978 b) informan que
la sangre del cordén umbilical humano presenta una baja actividad degradan

te de 1la T R H.

Tanto en la orina humana como en la de rata se ha detectado la

presencia de material semejante a la T R H (Jackson y Reichlin 1979).

En la orina humana Bhandaru y Emerson (1980) muestran la presen
cia de altas cantidades de material inmunorresactivo semejante a la T R H
Acida.

—-0TROS TEJIDOS.— También se ha descrito la pre:-ncia de mate -
rigl semejante a la T R H en el sistema reproductor de la :. 0 in-—

cluyendo prédstata, testiculos, epididimo y vesiculas seminales (Pekary y

Cols. 1980), aunque su papel en la funcién gonadal no se ha dilucidado.

En los seres humanos se ha localizado material semejante a la
T R H en la placenta (Shambaugh y Cols. 1979) y también en el liguido am-

nidtico a partir de las 32 semanas de la gestacién (Morley y Cols. 1979 a)

Se desconoce también la funcién de la T R H en la placenta.
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DISTRIBUCION FILOGENETICA.~ Jackson (1982) opina gue el papel

jugado por 1la T R H en anfibios y peces no estd claro. En dichas especies
la T R H, a pesar de encontrarse en hipot&lamo y cerebro a mayor concentra
cién, gue en los mamiferos, es incapaz de activar la funcifin tiroidea.
Jackson y Reichlin (1977 b) demuestran gque junto a la serotonina se en —
cuentra en concentraciones muy elevadas en la piel de la rana. Este tejido
es derivado de, © programado por, el primitivo neurcectodermo, gue es tam-
bien una fuente rica de otros péptidos estructuralmente relacionados con
péptidos neurales, localizados en el cerebro y en el intestino de los ma—

miferos (Jackson 1979).

Jackson {1982), opina que el hallazgo de T R H en la totalidad
del cerebro de la larva de lamprea (que carece de T S H) y al final de la
cabeza del anfioxus (que carece de hip6fisis), es muy sugestivo, de que la
funcidn reguladora de la T S H que ejerce la T R H en los mamifercs, sea
un ejemplo de organismos gque adquieren una nueva funcidn a partir de una
estructura guimica preexistente. Por lo gque especula gue el papel primi-
tivo de la T R H en el tejido neurconal implicaria una funcién nerviosa y
gue solo tardfamente en la evolucién, se formaria la hip6fisis, tomando

la T A H el papel de hormona liberadora de la secreci6n de T S H.
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1 — 3 BIOSISTENSIS DE LA T RH

Mckelvy y Cols. (1975) demuestran la biosintesis de la T R H

en cultivos de 8rganos como el hipotdlamo de cobayo.

Al principio se habl8 de una sintesis enzimitica no ribosémica,
extremo este que noc ha podido ser confirmado (Jackson y Reichlin 1979).
Utilizando el cerebro de rana, que segin los trabajos de Jackson y Reich—
lin (1979) contiene altas concentraciones de T R H, Rupnow y Cols. (1979)
han descrito una macromolécula que bajo tratamiento quimico y enzimético

produce T R H.

Estos autores proponen que la T B H es un producto postrasla-
cional, derivado de un precursor macromolecular, que presumiblemente sur
ge por sintesis ribosémica. Son necesarios mas estudios para apoyar esta

hip6tesis
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1 -~ 4 DEGRADACION DE LA T R H

La degradacién de la T R H ha sido estudiada por numerosos
autores. (Redding y Schalli 1969, Bassiri y Utiger 1972) entre otros.

Distinguiremos:

-~ CAMBIOS DEPENDIENTES DE LA EDAD.- Se observdé también que
dependiendo de la edad existian cambios en la secrecién de hormonas ti-
roideas en la rata (Dohler y Cols. 1977) y en el hombre (Stubbe y Cols.
1978). Ademis Bauer (1976) y White y Cols. (1976) mostraron gue la ac—
tividad en las enzimas séricas degradantes eran sensibles a los niveles

de hormonas tiroideas en la rata.

Partiendo de estos datos, White y Cols. (1980), estudian los
cambios en la degradacién de la T R H, dependientes de la edad, en el
suerp humano y en el de la rata. Este estudio lo realizaron "in vitro"
con una técnica de radioinmuno-ensayo. Los resultados muestran gue en
la rata no existe inactivacién enzimética hasta la edad de 15 dias, —
aumentanda luego progresiva y proporcionalmente con la edad, alcanzan—

do su méximo en animales adultos.

Para'el suero humano obtienen resultados semejantes, si bien
precisan que aun cuando las peptidasas metabolizantes de la T R H estéan
presentes en cualguier momento de la vida postnatal, su actividad es in
ferior en recien nacidos y ninfos pequenos, luego su actividad aumenta
lentamente con un incremento muy rédpido inmediatamente antes de la pu-—
bertad. Estos autores llegan a la conclusifn gue la degradacifn sérica
de la T R H puede ser un factor importante en la regulacifin del eje hi-

potalédmico hipofiso—~tiroideo,

CAMBIOS DEPENDIENTES DE LA ESPECIE ANIMAL.- En un interesante
estudio, realizado tambien "in vitro" a partir del suero obtenido de ——
distintas especies animales, Brewster y Waltham (1981), clasifican las
especies animales, segln la vida media plasmética de la T R H. Como se

observa en la siguiente tabla.
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INFERIOR A 20¢ 20 - 850 50 - 200! 200 -~ ao0? 400!
Cerdo Gato Mono Rhesus Ratdén Perro
Rata Conejo Hamster
Hombre Cabra Cabayo
Burro

Comprobaron gue los metabolitos més importantes en el suero fue

ron los amino&cidos constituyentes de la T R H.
£l trabajo tiene tres consecuencias fundamentales:

12) Debe escogerse un modelo experimental correcto para extrapolar los

resultados obtenidos a la especie humana.

2} Debe estimularse la blsqueda de andlogos de la T R H gue sean mas
resistentes a la inactivacidn enzimética y gue presenten menos va—
riabilidad que la T R H a la degradacidén biolégica en las diversas

especies animales.

39) Confirma la corta vida media de la TRH en la especie humana (Invi—
vo es de 4—6'), lo cual es un inconveniente para sus posibles indi

caciones terapéuticas.
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1- 5 METABOLISMO DE LA T R H

Hasta los estudios de Peterkofsky y Battaini (1980), Matsui y

Cols. (1979) y Yanagisana y Cols. (1980) se habia pensado que la degra-
daci6n de la T R H originaba fragmentos biol6Sgicamente inertes, ya que
los primeros estudios, indicaron gque era transformada por una desamidasa
especifica del suero y del cerebro en un producto desamidado: Pirogluta-
mil-Histidil-Prolina, también llamad T R H &cida. También por accibn de
una peptidasa no especifica, se obtenfian alguno de los aminocfcidos cons—
tituyentes. Todos estos productos eran incapaces de controlar la secre—
citn de hormonas hipofisarias como demostraron Vale y Cols. em 1973 y

Reichlin y Cols. en 1976.

Prasad y Peterkofski (1978), variaron de forma radical estos
conceptos al descubrir gue los extractos hipotalémicos de hamster, con-
tenian un enzima, piroglutamato amino peptidasa, gque transforma la TRH
en un dipéptido, la histidil-prolinamida, el cual, répidamente se cicla
transforméndose en histidil prolina dicetopiperacina, gue seria el meta

bolito activo de la T R H.

Este hecho, se vid apoyado por los estudios realizados por —
Taylor y Dixon (1978), guienes purificaron parcialmenie dicho enzima del

suero de rata, separdndolo de otros enzimas séricos nue degradan la TRH.

Se podria esquematizar el metabolismo de la T R H como sigue:

PIROGLU~HIS-PRO-NH2
Peptidasa TAH Amidasa
Piroglutamato
v
PIROGLU-HIS Amino PIROGLU~HIS-PRO
Peptidasa (TRH ACIDA)
p— A4
' L
Histidil HIS-PRO~-NH2
Prolinamida CICLACION
Imidopeptidasa ENZIMATICA
NO ENZIMATICA
HIS-PRO-DICETOPIPERACINA

AMINOACIDOS &
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Los enzimas implicados en el metabolismos de la TRH presentan
interesantes propiedades, puestas de manifiesto por Prasad y Peterkofsky

(1976).:

12) La T S H inbibe la actividad de la T R H amidasa, pero no la ac-

tividad de la piroglutamatoaminopeptidasa.

29) La hidrocortisona inhibe actividad de la piroglutamatoaminopepti

dasa, peroc no inhibe a la T R H amidasa.

39) La TSH, entre otras muchas hormonas polipeptidicas, es capaz de

inhibir la actividad de la histidil prolinamida imidopeptidasa.
De estos resultados sacariamos dos consecuencias fundamentales:

a) La TSH ademé&s de su aceptado control por retroalimentacién de las
hormonas tiroideas podria conseguir gque la T R H se metabolizara preferen
cialmente a histidil prolina dicetopiperacina, al bloguear la degradacidn
de TR HaTRH AEGcida vy de histidil prolinamida a histidina y prolinami-
da. Es decir que la hip&fisis pucde retroalimentar al hipotdlamo y regu-

lar su propia funcién.

b) La hidrocortisona al inhibir la piroglutamato-aminco-peptidasa po-

dria bloguear la formacién de histidil prolina dicetopiperacina.

El principal metaboliio de la T R H es la Histidil-Prolina-Di-

cetopiperacina; cuya estructura quimica se aprecia en la figura 16.

Los trabajos de Prasad y Peterkofsky (1976) demostraron gue —

era el metalolito activo de la 1 R H.

Se encuentra ampliamente distribufda en el cerebro de rata a
mayores concentraciones que la T R H. (Yanagisawa y Cols. 1980), en tan

to que la T B H &cida se encuentra en bajas concentraciones (Emerson y

Cols. 1980).

Se han demostrado receptores de membrana para la T R H (Vale
y Cols. 1977), pero en las momentos actuales no se conocen receptores

de membrana para la histidil prolina diceto-piperacina.
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Este metadolito presenta ciertas peculiaridades:

Para el antagonismo de la narcosis paretancl y aumento de GMPC.
cerebeloso, producidas por la T R H, (Breese y Cols. 1974 a vy
Mailman y Cols. 1979), la histidil prolinadicetopiperacina ten—
dria mucha mayor potencia que la T R H (Prasad y Cols. 1977 y Ya-
nagisawa y Cols. 1979). Es decir que en estos casos la T R H se-

ria como una prohormona de su metabolito.

La histidil prolina dicetopiperacina presenta acciones distintas

a la T R H, es capaz de inducir hipotermia en la rata (Prasad y
Cols. 1978) y de inhibir la secrecién de prolactina (Bauer y Cols
1978 y Enjalbert y Cols. 1979), contrariamente a 1la T R H que in-
duce hipertermia (Brown y Cols. 1977 b) y liberacién de prolactina

(vale y Cols. 1977).

Frente a otras conocidas acciones de 1la T R H, como el antagonis-—
mo de la narcosis inducida por pentobarbital, la histidil prolina

dicetopiperacina carece de efecto (Peterkofsky y Battaini 1980).
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1 - 6 EBTUDIOS TOXICOLOGICOS DE LA TR H

Los primeros estudios realizados por Piva y Steiner (1972),
mostraron que la T B H era muy poco téxica, ya que su DL 50 por via

endovenosa en la rata era de 2.500 mgs./Kg.

Los mismos autores realizaron un estudio toxicolééico a corto
plazo (11 dias) administrando la T B H por via encovenosa a grupos de 10
ratas (5 machos y 5 hembras), a las dosis de 1,20 y 100 mgs./Kg./dia. Sus
resultados muestran una carencia de mortalidad y un ligero descenso del
peso corporal. En el estudio Histolégico aprecian un ligero aumento de la
altura epitelial y disminucién del coloide en el tirocides, de los anima-

les que recibieron las dosis més elevadas.

Nosotros (Palopy Cols. 1977; Escartin y Cols. 1977) realizamos
un ensayo toxicolégico de la T R H a largo plazo (6 meses), administran-
do el tripéptido en el agua de bebida a grupos de 20 ratas (10 machos y

10 hembras) a las dosis de 1,20 y 200 mgs./Kg./dia.

Observamos una carencia de mortalidad para todas las dosis en-
sayadas, un descenso del peso corporal en los animales machos de las do-

sis mas elevadas y una hipocolesteroclemia.

El hallazgo mas significativo enco: ~-do fué la hipertrofia ma-
maria acompafiada de secrecién léctea en las rci..s hembras que recibieron
20 y 200 mgs/Kg./dia de T B H. En el estudio histolégico de este 6rgano,
no se observaron alteraciones a la dosis de 1 mgs./Kg./dia y aparecié una
displasia mamaria a la dosis de 20 y 200 mgs./Kg./dia que parecid ser do-
sis dependiente en cuanto a la frecuencia de presen* - °° " de

las lesiones.

En su di. o adleracidn al efecto liberador de la

prolactina ejercido por la T R H.

Se observd también una hipercelularidad o hiperplasia en hipd-—
fisis, tiroides y suprarrenales a la dosis de 20 y 200 mgs/Kg. que expli

caron el aumento de peso encontrado en dichos 6rganos.
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No se observé modificacién histol8gica alguna en el resto de
frganos estudiados: bazo, corazén, higado, rifitn, pulmbn, péncreas, es-

t6mago, intestino delgado, timo, ovarios, Gtero y testiculos.

Estos resultados confirman la baja toxicidad del tripéptido,
ya gue la minima dosis ensayada, 1 mg./Kg./dfa, gue supera en alto gra-
do a la méxima dosis parenteral utilizada en seres humanos, no mostrd

modificacitn alguna en los parémetros estudiados.
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1 - 7 ACCIONES DE LA TR H

1 -~ 7 —-1.- EFECTOS ENDDCRINOS

~LIBERACION DE LA TSH.- En numerosos estudics realizados por
(Schally y Cols. 1973; Vale y Cols. 1977; Hall y Gomez Pam 1976; Scha-
1lly y Arimura 1978), la T B H ha mostrado su capacidad de estimular la
liberacién de TSH en mamiferos como el ratén, la rata, la nutria, la ove

ja, la cabra, la vaca, las aves y en seres humanos.
La T R H estimula también la sintesis de TGSH.

La estimulaci6n de la liberacién de TSH la realiza tras unir
se a receptores de alta afinidad de la TSH, activacién de la adenil-

ciclasa y generacién subsiguiente de AMP ciclico (Herschman 1974).

La secrecidn de TSH es primariamente regulada por el efecto
supresor por retroalimentacidn negativa de las hormonas tiroideas a ni-
vel de la TSH siendo la T R H el punto decisivo de esta interaccién (Reich—

lin y Cols. 1978).

La Dopamina (Scanlon y Cols. 1979) y la Somatoestatina (Tanjasi-
ri y Cols. 1976) pueden funcionar como factores fisioldgicos inhibidores
de la TSH reduciendo el grado de liberacién de la misma inducido por la

TR H.

La secrecién de TSH y su respuesta a la T R H la modulan tam—
bién los niveles de esteroides sexuales, cortisol, y h. del crecimiento

en la circulacién periférica.

Cuando se administra [ R H, a dosis de 200-500 ugs, por via en-
dovenosa a personas normales el méximo incremento en los niveles séricos
de TSH ocurre entre los 15 y 30 minutos (Hershman 1974; Sawin y Hershman
1976). Esta respuesta TSH origina un incremento en la Triyodotironina 90—
150 minutos después de la administracién de TRH. Los incrementos en los

niveles de tiroxina son menos notorios y més tardios en su aparicidn.
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La dosis minima de T R H requerida para producir una respuesta
TSH es de 15 ugs. y se obtiene un incremento dosis dependiente hasta lle
gar a 400 ugs. pasados dichos niveles no se consigue mayor incremento (

Snyder y Utiger 1972).

Por via oral la T R H podria ser eficaz, requiriendc dosis 20-
40 veces superiores (ello refleja o bien una dificultad en su absorcidén
digestiva, o una destruccién sufrida en el tracto gastrointestinal o en

el higada).

Entre personas normales, las mujeres presentan una mayor res——
puesta TSH, que los hombres, y en los hombres, pero no en las mujeres, es
fisiolégico hallar un descenso en la respuesta TSH conforme avanza la ——
edad. (Snyder y Utiger 1972; Burger y Patel 1977). Como veremos en indica
ciones este test es de inapreciable valor en el diagnéstico de alteracio-

nes del eje hipot&lamc-hipdfiso-tiroideo.

~LIBERACION DE PROLACTINA.~ La T R H puede liberar prolactina en
ratas, ovejas y seres humanos (Jacobs y Cols. 1971; Tashjian y Cols. 1971;

Bowers y Cols. 1971 y Debeljuk y Cols. 1973).

Sin embargo parece no Jjugar un papel importante en la regulacién
de la secrecién de prolactina (Gautvik y Cols. 1974; Harris y Cols. 1978).
La administracién endovenosa de 500 ugs. de T R H origina una liberacién
de prolactina, con un aumento méximo a los 15 - 30' de la administracién

(Alcanzéndose valores de dos o mis veces superiores a los normales).

Para la evaluacifn de las hiperprolactinemias el test de la TRH

ha sido de menos ayuda de lo gue en un principio se habia anticipado.

~MODIFICACION DE LA SECRECION DE HORMONA DEL CRECIMIENTO.,— En —-
personas normales la T R H previene la normal induccién por el suefio del
aumento de h. de crecimiento (Chihara y Cols. 1977); ademés previene en
las ratas normales la estimulacién de la liberacién de H. del crecimien—
to inducida por el pentobarbital (Brown y Vale 1975 a) tras la adminis -

tracién intracerebroventricular.
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En personas normales la T R H no estimula la liberaci6n de
H del crecimiento pero si que lo hace en el 5% de los pacientes con

acromegalia ( Jackson 1980 b )

En enfermedades hep&ticas, insuficiencia renal, anorexia
nerviosa y en depresiones la T R H puede estimular la liberacién de

H del crecimiento ( Morley 1979; Maeda y Cols. 1.975 ).

Estos hechos sugieren que 1la T R H tiene un efecto predomi-
nante sobre el SNC para inhibir la secrecidn de hormona de crecimien-—
to en la hip6fisis, sin embargo, cuando las vias aminérgicas o pepti-
dérgicas centrales, o ambas, estan alteradas, el normalmente débil —
efecto estimulatorio sobre la adenohip&fisis se pone de manifiesto (

Jackson 15982 ),
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1 — 7 - 2.— ACCIONES CENTRALES DE LA T R H

La localizacitén de la T R H en el SNC extrahipotalé&mico
sugiere un papel fisioldgico para este péptido enddgeno sobre to-
do en el &rea motora del SNC. Por los estudios farmacolé6gicos rea—
lizados, diversos autores ( Yarbrough 1.979, Jackson y Reichlin —
1.979) opinan gue independientemente -de sus defectos endocrinos la

T R H podria actuar como un neurctransmisor.

En un trabajo reciente, Kalivas y Horita ( 1.980 ) demues-
tran gue la T R H a concentracién de picomoles, aplicada en determi-
nadas zonas del cerebro de rata antagoniza la narcosis inducida por
el pentobarbital. Lo interesante de este trabajo es que se demuestra
gue en la respuesta analéptica y en la respuesta termogénica partici-
pan lugares distintos del SNC presentando una exguisita sensibilidad
ala T R H aplicada en dichas zonas. Este dato apoya el papel postu-

lado para la T R H como neuromodulador.

De las condiciones exigidas sustancia endbgena para ser con—
siderada como un neurotransmisor ( Cooper y Cols 1.978 ) la T R H cum—

ple con casi todas ellas, como vemas a continuacién.

12) Se ha localizado T R H en las terminaciones nerviosas (Hokfelt

y Cols 1.975 a )

29) Se libera bajo estimulo despolarizante a partir de preparacib—

nes sinaptosémicas hipotaldmicas ( Maeda y Fruhman 1.980 ).

32) Se han identificado receptores con alta afinidad para la T R H
en el cerebro extrahipotalémico ( Dgawa y Cols 1.981 ). Ahora
bien la distribucidn de estos receptores no es completamente

paralela con los niveles de T R H extrahipotal&mica.

a9) Aplicada por microiontoforesis la T R H induce en algunas re-—
giones del cerebro de rata un aumneto prolongado en la excita-
bilidad, lo gue sugiere gue en dichas zonas la 7 R H modularia
la accifn de otras sustancias transmisoras ( Renaud y Cols 1979).
Sin embargo aplicada en otras regiones del cerebro de rata el ——

efecto conseguido es de corta duracién, lo gque puede reflejar --
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efectos directos sindpticos ( Renaud y Cols 1.979 ).

52) Aunque no se ha observado recaptacién de la T R H en la terminacién
nerviosa ( Parker y Cols 1.977 ) se han identificado los enzimas -

gue metabolizan a 1la T R H en el SNC.

62) Se Ea descrito sintesis de T R H en el tejido reuronal de verte-—
brados. Todo lo anterior va a favor de gue la T R H en algunas ——
&reas del SNC actla como un neurotransmisor ortodoxo mientras que
en otras zonas modula los efectos de la monoaminas neurotransmiso

ras (Cooper y Cols 1.978 ).

Como corresponde a la importancia de su papel en el SNC la —
T R H esté& dotada de un gran nimero de acciones centrales, gue dividire

mos en los siguientes apartados:

ACCIONES ELECTROFISIOLOGICAS

ACCIONES COMPORTAMENTALES PROPIAS

ACCIONES BIORUIMICAS

INTERACCIONES COMPORTAMENTALES CON OTROS FARMACOS
COMPARACION DE LA T R H CON AMFETAMINA
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ACCIONES ELECTROFISIOLOGICAS

Estas acciones corroboran la importancia de la accidn central
de la T R H. Trabajos realizados por Renaud y Martin (1975) y Renaud y
Cals. (1975) maostraron gue aplicandoc T R H por iontoforesis cobre neu-
ronas del SNC, se inhibfa la frecuencia de descarga en mas del 70 % de
las células examinadas, en el cortex cerebral, hipotélamo ventromedial,
columna nuclear dorsal y cortex cerebeloso. Este efecto se acompafid con

un incremento del 30 % en la amplitud de la espiga (punta).

En estudios mis recientes los mismos autores (Renaud y Martin
1976) mostraron gue un andlogo de la T R H, conteniendo los dextroiséme
ros de los tres amincécidos constituyentes de la misma, era inactivoc en
esta prueba. En cambio, la 3~METIL-HISTIDIL-TRH (dotado de potente ac—-
cién endocrinolégica y central) posee una accién depresora sobre la fre

cuencia de descarga de las neuronas, mucho mis potente que la T R H.

Estudiando las acciones excitatorias de la acetilcolina sobre
la actividad esponténea de las neuronas cerebrocorticales, Yarbrough y
Singh (1978) demostraron que la aplicacién intravenosa. de T R H poten-

ciaba el efecto excitatorio de la Acetilcolina.

Se han estudiado en el gato, King (1975), los cambios induci-
dos en los parémetros suefo-insomio, tras la inyeccidn intraventricular
de la TR H a dosis.de 200 ugs. Se observaron aumentos en el tiempo de
latencia para dormir y en el tiempo gue el animal permanecia despierto
y en el registro electroencefalografico se inhibieron las ondas lentas

y el suefio MOR {suefio can movimientos oculares répidos).

En apoyo de la hip6tesis de gue 1la T R H es un excitante fi-
siolégico los trabajos de White y Beale (1975) en el conejo curarizado,
demostraron que la administracién intracerebral de 200 ugs. de T R H es
seguida de una activacién electroencefalografica gue dura més de 30 mi-

nutos.,
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—EXCITACION GENERALIZADA.~ En el estudio toxicolégico realiza-
do por Piva y Steiner (1972) ya se advirtié que la administracién de 100
mgs, de T R H por via endovenosa durante 11 dias originaba: Temblor, pilo
ereccidn, ereccidn de la cola y movimientos masticatorios con las patas

delanteras.

Estudios posteriores realizadaos por Schenkel-Hulliger y Cols.
(1974), demostraron gue la mayor parte de estos efectos ocurrian adminis

trando la T R H a dosis mas bajas.

Los trabajos de Prange y Cols. (1974) demostraron gque incluso
en ratas anestesiadas con pentobarbital la administrecidén de T R H ori-

ginaba lacrimacién, temblor y ereccifn de la cola (fendémeno de Straub).

Los mismos autores demuestran gue se trata de una accién cen-

tral ya que persiste en ratas hipofisectomizadas y tiroideoctomizados.

Sin embargo la administracién de T R H a monos no origina al-
teracién en la actividad motora, disminuyendo la exploracién ambiental
y los comportamientos dominantes, aumentando la mansedumbre de los anima

les (Crowley y Hydinger 1976).

—~REGULACION DE LA TEMPERATURA CORPORAL.—~ La T R H en algunas
especies origina hipertermia y en otras origina hipotermia. El papel --—
termoregulador se aprecia también en su capacidad de antagonizar la hi-

potermia originada por numerosos fArmacos y sustancias enddgenas.

Considerando esta accidn en el conejo, nos encontramos con ——
dos trabajos contradictorios. Por un lado Horita y Carino (1975) adminis
trando T R H por via intracerebroventricular (1-200 ugs.) o intraperito-
neal (1-10 mgs./Kg.) observan una hipertermia asociada con excitacién e

hiperactividad.

Por el contrario los trabajos de White y Beale (1975) no ob -
servan hipertermia tras la administraci6n intracisternal de 200 ugs. de

TRAH, a conejos curarizados.
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81 consideramos esta accifn en el gato los trabajos de Metcalf
(1974) mostraron gue la administracién intracerebroventricular de T R H
origina una hipotermia dosis dependiente, destacindose que dosis de 3 Na—

nogramos de T R H descienden la temperatura corporal 0,5°C.

Este efecto es corfirmado por Myers y Cols. (1977), demostrando
su independencia del eje hipofisotirocideo, pues la TS8H y la triyodotironi-
na carecen de accidn y ademés la accidn aparece si se inyecta en el mesen-
céfalo pero no en el hipotédlamo. Ademds esta hipotermia es independiente
del sistema noradrenérgico pues no es modificada por la administracidn ——

previa de Alfa—-Metiltircsina ni de fentolamina.

En la rata mantenida a temperatura ambiente la T R H origina ——

hipertermia (Brown y Cols. 1977 b).

En el ratén normotérmico, la administracién de T R H por via en
dovenosa a dosis de 0,1-10 mgs./Kg. no aumenta la temperatura corporal (

Metcalf y Dettmar 1981).

Los trabajos de Prasad y Cols. (1978) se ocupan ampliamente del
efecto termorregulador de la T R H y han tratado de elucidar el papel de
la histidil~prolina diceto-piperacina en esta accién. Dichos autores de -
muestran que la inyeccidén intracerebroventricular de este metabdlito ori-
gina una hipotermia dosis dependiente en ratas mantenidas a 4°C y a 2192C
pero no a 312C. La T R H se opone a este efecto hipotermizante lo gue -
apoya el concepto de gue el tripéptido modula el efecto hipotérmico de -

la histidil-prolina~dicetopiperacina,

—INDUCCION DE UN CUADRO SIMILAR AL SINDROME DE ABSTINENCIA ———
MORFINICA EN LA RATA.— Este cuadro fué descrito por Wei y Cols. (1975 y
1976), quienes observaron gue la inyeccidén de T R H en la sustancia gris
periacueductal gue rodea el 42 ventriculo, en hipotdlamo medio y en el —
&rea predptica originaba en la rata sacudidas gque recusrdan las de"un pe-
rro saliendo del agua", temblor de las patas e intensos escalofrios. Estos
autores establecieron la hipStesis de gue la T R H activaria los circul -

tos neuronales que conducen al ahorro de calor. Esta hipétesis es demos -
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trada por Kalivas y Horita (1980) que demuestran gue la neurogénesis es
similar, a la del antagonismo de la hipotermia en ratas narcotizadas con

pentobarbital.

Los primeros autores citados, comprobaron una correlacién posi-
tiva entre el contenido regicnal de T R H y el grado de respuesta a la in
yeccién de T R H; demostrando ademéds, qué las &reas del cerebro donde la
aplicacitn de naloxona precipita el sindrome de abstinencia en ratas mor—
finémanas, son paralelas a las &reas cerebrales gue mejor responden a la

aplicacidn de T R H.

Sorprendentemente para esta accidn, los mismos autores no obser

van disociacién entre las efectos endocrinogs y centrales de la hormona.

Otros autores estudiaron esta accién de la T R H (Martin y Cols.
1.977) y observaron que la induccidn de este sindrome es blogueado por la

administracién de morfina, clorpromacina y apomorfina.

Estos mismos autores constataron que la T R H aumenta las sacu-
didas que recuerdan las " de un perro saliendo del agua " que aparecen en
el sindrome de abstinencia morfinica sin alterar la unidn estereospecifi-

ca de la morfina en el cerebro de rata " in vivo " o " in vitro ".

Recientemente se ha demostrado que la T R H &cida, metabolito
de la T R H que se consideraba desprovisto de toda actividad biolégica,
es equipotente con la T R H en la induccién de este sindrome ( Boschi y

Cols. 1.980 ).

INHIBICION DE LA AGRESIVIDAD INDUCIDA POR AISLAMIENTO EN EL RA-
TON. ( MALIK 1.976 ). La T R H es extraordinariamente eficaz ya que la DE
50 es de 0,04 mg. Kg. por via intraperitoneal apareciendo los efectos a

los 30 minutos y durando unas 3 horas.

E1l mismo autor demuestra gue la triyodotironina, los aminodci--

dos constituyentes de la T R H y la d-amfetamina carecian de efecto.

AUMENTO DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA Y DISMINUCION EN EL CONSUMO
DE ALIMENTOS. Estas acciones descritas por Barlow y Cols. ( 1975 ) dan

ala T RH un perfil similar a la amfetamina. Con independencia de las
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tablas gue se verén al final de las acciones centrales, puede destacar—
se ya, gue el pretratamiento con 6-Hidroxidopamina intracerebral ( que
destruye las vias catecolaminérgicas centrales ), antagoniza el efecto

anorexigenc de la amfetamina, aumentando en cambio el de la T R H.

Los mismos autores muestran que el MIF, la T R H y los ami-
noécidos constituyentes de la T R'H no originan estas acciones. Pode-

mos por ello deducir que:

19) Estas acciones son independientes del eje hipofiso-tiroideo.
22) No son atributo inespecifico de los péptidos de bajo pesoc mo-

lecular.

CAPACIDAD PARA ACTUAR COMO ESTIMULO DISCRIMINATIVO EN APREN-
DIZAJE CONDICIONADO, (JONES Y COLS. 1.978). Demuestran gue en pruebas
repetidas las ratas pueden distinguir entre T R H, amfetamina y suero
fisioldégico.

El mAximo efecto de la T R H se observa de 5 a 15 minutos ——
después de la inyeccifn intraperitoneal de 20 mgs.Kg. y gue desaparece

al cabo de 1 hora.



29

ACCIONES BIOQQUIMICAS

S5e ha tratado de elucidar el mecanismo de accidn de la T R H
sobre el SNC, examinando los efectos de la T R H sobre los niveles en-

dbgenos de diversas aminas bidgenas.

Los estudios de Hine y Cols. (1.973) demostraron gue la admi
nistracidn intraperitoneal de 10 mgs.Kg. de T R H en el perro origina-
ba un cuadro de activacién simpética generalizada similar al obtenido
con amfetamina. Sin embargo no observaban modificacidn en los niveles
cerebrales de Dopamina, Noradrenalina y Serotonina, ni en sus metaboli
tos méas importantes, &cido homovainilico, &cido vainillilmandélico y -

dcido 5-hidroxiindolacético.

5in embargo, en ratas tratadas con T R H, los mismos autores
observan un aumento significativo en la concentracidén cerebral de 3-me-
toxi-4-hidroxi-feniletilenglicol (Mopeg) gue es un importante metaboli-

to de la Noradrenalina en el sistema nervicso central.

A mayor abundamiento debemos destacar los interesantes estu——
dios realizados por Keller y Cols. (1974). Dichos autores, confirman —-—
gue en la rata no se modifican los niveles totales de Noradrenalina, Do-

pamina y Serotonina.

Estos autores confirman también el aumento de 3-metoxi-4-hidro
xifeniletilenglicol, no solo en el cerebro total sino también en las di-
versas regiones estudiadas. Demuestran ademés gue esta accidn ocurre en

ratas tiroidectomizadas.

Debido a que dicho metabolitoc se elimina por un mecanismo de
transporte similar al de otros metabolitos que no se modificaron, se pen
s6 en la posibilidad gue el aumento cerebral de 3-metoxi-4-hidroxi-feni-
lehlenglicol, se debiera a un incremento en la liberacién de Noradrenali
na y su consecuente catabolismo. Esta posibilidad la demostraron los mis
mos autores, ya que tratando con T B H a las ratas una hora antes de la

inyeccién intraventricular de 14 C.—tirocsina aumentaba la acumulacién de
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14 C.-Noradrenalina formada en el cerebro total, sin modificarse 14 C.-
Dopamina. Estos resultados, indican gue tras el tratamiento con T B H,
hay un incremento en las sintesis de Noradrenalina cerebral para cofi——
pensar el aumento en la liberacién, ya que el nivel endSgeno de Nora——

drenalina no se modifica.

A conclusiones similares llegan los trabajos realizados por
Constantidinis y Cols. (1.974), Reigle y Cols. (1.974) y Horst y Spirt

(1.974).

Horst y Spirt ( 1.974 ) opinan que en los cambios observados
podian explicar los efectos antidepresivos de la T R H ya gue en el Test
Pargilina-Dopa los efectos de la T R H son aditivos con los de la Imi—-

pramina lo que sugiere que actlan por mecanismos distintos.

Cuenca (1.976), sefiala la importancia de estos resultados co-

mo apoyo de la hip8tesis catelominalérgica de la depresidn.

Sin embargo, los trabajos de Nemeroff y Cols. (1.977 a), no
confirman estos resultados. Dichos autores administrando la T R H de —-
forma aguda o crénica (5-9 dfias) no observan modificacién alguna en la
actividad de la enzima tirosina-hidroxilasa cerebral. También observan
qgue el-incremento en la actividad de dicho enzima inducido por Reserpi-

na no se modifica con la T R H.

Los autores sefialan que adn mastrando claramente gue no se in-
duce una nueva sintesis enzimética, existiria la posibilidad de que el
tratamiento con T R H indujera una activacidn alostérica transitoria de

la biosintesis enzimd&tica.

Los mismos autores, coincidicr: o o ot -~ ~edentes,
no observan modificaciones en los niveles totales de las tres aminas es—

tudiadas.

Cuenca y Cols. (1.975) demostraron que la T R H aumentaba la

respuesta del conducto deferente aislado de rata a la Nodrenalina.

Las relacicnes aminas bidgenas T R H se complican adn mas tras
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los trabajos de Battaini y Peterkofsky (1.980), guienes demuestran que
en los sinaptosomas obtenidos del estriado de rata, la T B H no modifi-
ca la recaptacidén de Dopamina, pero su metabolito, la Histidil-prolina

dicetopiperacina, si.

Los mismos autores, estudian el mecanismo, de esta inhibi-—
cién demostrando gue es similar a la ouabaina bloqueando la actividad
de la bomba de sodic ( la Dopamina es cotransportada al interior de -

los sinaptosomas con el sodio).

Estudiando los efectos de la T R H y la Histidil-prolina -
dicetopiperacina sobre la ATP asa s6dico-potésica de los sinaptosomas,
demuestran que la T R H carece de efecto y en cambio el dipéptido, a
concentraciocnes similares a las necesarias para inhibir la recaptacién

de Dopamina, inhibe la actividad enzim&tica.

El lugar de unidn de la Histidil-prolina-dicetopiperacina a
la ATP asa s6@dico potésico es distinto al de la ouabaina, y los mis—
mos autores demuestran que se une en el mismo sitio del vanadato en -

la superficie interna de la membrana plasmética.

Esta actividad del matabolito de la T R H, a diferencia de
Su precursor no es sorprendente pues como hemos apuntado anteriormente,
para ciertas acciones la T R H se comporta como prohormona del mismo
(ANTAGONISMO DEL ETANOL), pero en otras ocasiones presenta acciones —-

distintas.

Se han estudiado los efectos de la T R H sobre la Acetilco-
lina, mostrando gue carece de efecto en ratas normales, pero en cambio,
en ratas tratadas con Pentobarbital, 1la T R H es capaz de antagonizar
los incrementos regionales de Acetilcolina inducidos por el Pentobar—

bital. (Schmidt 1.977).

Esto, parece indicar que la T B H puede estimular neuronas
colinérgicas cuando su actividad se ha deprimido con drogas sedantes,
pudiéndose relacionar esta accién bioguimica con el efecto analéptico

de 1a T R H. En apoya de esta hipStesis los trabajos de Kalivas y Ho-

rita (1.980) demuestran la exquisita sensibilidad del Ssistema septo-
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hipocédmpico (controlado por el sistema colinérgico) a la accién ana-—

léptica de 1la T R H en ratas tratadas con Pentobarbital.

Se estudi6 el efecto de la T R H sobre la Adenilciclasa y

se observd que la T R H no aumentaba su actividad (Green y Cols. 1976).

Sin embargo Mailman y Cols. (1.978) ghservan gque la T R H au—
menta los niveles basales de G.,M.P. c. cerebeloso, antagonizando la re-
duccién de G.M.P. c. inducida por etanol en ratas normales e hipofisec

tomizadas.

En los momentos actuales autores como Dodson y Johnson (1979)
y Redos y Cols., (1976 a) opinan gue el etanol origina un descenso de —
G.M.P, c. en el cerebelo, sin encontrar modificaciones en los niveles

de A.M.P. c. (Redos y Cols. 1.976 b).

Los Gltimos autores, (1.976 a) demuestran que cuando descien-—
de la concentracién de etanol en sangre, los niveles de G.M.P. c. cere
beloso retornan a los valores normales, y, cuando las ratas se tratan
crénicamente con etancl, la depleccidn de B.M.Pc.cerebelosa es inferior

lo gue se asocia con la aparicién de tolerancia al alcohol.

Recientemente se ha demostrado gue el metabolito de 1la T R H,
la Histidil-prolina dicetopiperacina antagoniza el sueno inducido por
etancl, en ratas y también el descenso de los niveles de G.M.P.c. cere—
beloso.(Yanagisawa y Cols. 1.979), si bien con un patrdn algo distinto
ala TRH Asi la T R H induce un aumento precoz a los S minutos, se-
guido de un descenso gradual a partir de los veinte; en tanto gue para
la Histidil-prolina dicetopiperacina el aumento precoz se sigue de un
brusco descenso antes de los veinte minutos, a partir del cual, se ori-
gina otro incremento en los niveles de G.M.P.c. que dura aproximadamen-

te una hora.

Estos hechos, apoyan el concepto sostenido por dichos autores
de que los efectos de la T R H sobre los niveles de G.M.P.c. y scbre el
suefo inducido por etanol, implican la conversién metabdlica de T R H

en Histidil-prolina dicetopiperacina.
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El haloperidol no bloguea el aumento de G.M.P.c. cerebeloso
inducido por T R H pero si el inducido por apomorfina (Mailman y Cols.
1.979), y consecuentemente afirman que el aumentc en los niveles de —
G.M.P.c. cerebelosp inducido por la T B H, no estd relacionado con la

activacién de receptores dopaminérgicos.



34

—POTENCIACION DE LOS EFECTOS ESTIMULANTES DE LA L-DOPA EN
RATAS Y RATONES TRATADOS CON PARGILINA,~ Plotnikoff y Cols. (1972) fue-
ron los primeros en describir esta accifn farmacolégica con la T R H.
Demostraron sin ninguna duda, que la T B H potenciaba los efectos de la
L - Dopa (100 mgs./Kg. via intra-peritoneal) en ratas y ratones pretra-

tados con Pargilina ( 40 mgs./Kg. via oral).

La T R H canservaba esta accifn si se administraba a animales

hipofisectomizados y tiroidectomizados (Plotnikoff y Cols. 1972 y 1974).

Huidobro — Toro y Cols. (1974), confirmaron que la T R H admi
nistrada por via intracerebroventricular era activa y ademds que el MIF
(Prolil — Leucil - Glicinamida) y la Angitensina II eran también efica-

ces.
En un trabajo posterior, Plotnikoff y Cols.(1975), mostraron:

1) Que no aparecia tolerancia a este efecto de la T R H, al observar
gue la administracién durante 5 dfias de T R H no modificaba la ~—

respuesta.
29) Potenciaba los efectos de la imipramina.

32) La accibn se conservaba en animales suprarrenalectomizados, timec
tomizados, nefrectomizados, esplenectomizados, paratiroidectomiza
dos, castrados y pinealectomizados. (Sin embargo en los 3 Oltimos
casos se redujo la potencia de la T R H.

lLa actividad de 1la T B H en esta prueba fué la base de su uti-

lizacidn en clinica como antidepresivo.

Psteriormente Berensen y Cols. (1976) han sefalado la poca es-
pecificidad de esta prueba, mostrando gue numerosos péptidos como; Sus -
tancia P, Hormona tireotropa, Somatoestatina, MIF, LH -BH, encefalinas,
y Endorfina; y también numerosos féarmacos no antidepresivos como el clor

deacep6xido y la Atropina pueden dar una respuesta positiva en esta prueba.
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-POTENCIACION DE LOS EFECTOS CENTRALES DE LA SEROTONINA.- La

demostraron Green y Grahame - Smith (1974).

Se administré T R H a ratas que recibfan tranilcipromina (IMAO
que impide la destruccién de serotonina) y L-Tripléfano (Precursor de la

serotonina). :

Los mismos autores descartaron la participacién del eje hipo-

fisotiroideo en esta accidn.

El efecto se presentaba sin que se modificaran los niveles de
serotonina cerebral, ni los de tript6fano, por lo que se sugirié que la
T R H alteraria la sensibilidad del receptor serotoninérgico postsin&p-

ticao.

Los mismos autores destacan que la T R H aumenta la hiperacti-
vidad inducida por la 5 - Metoxi = N — N - Dimetiltriptamina, gue es un

agonista de los receptores serotoninérgicos centrales.

Huidobra - Toro y Cols. (1974) utilizando la pargilina como
IMAD y el 5 hidroxitripléfano como precursor de la serotonina, confir-
man este efecto en el ratdn, administrando la T R H por via intracere-
broventricular e intraperitoneal. Dichos autores demuestran gque este
test es més especifico que el anterior, ya gue ni el MIF ni la angio-

tensina II son activos.

~ACCION ANALEPTICA.~ Es una de las acciones més importantes de
la T R H y diversos autores lo han sefialado como un analéptico endbgero.

(Metcalf y Dettmar 1981).

La T R H, tanto administrada periférica como centralmente an-—
tagoniza la sedacién e hipotermia inducida por un gran nimero de depre-
sores centrales como : Barbitlricos, hidrato decloral, reserpina, clor-
promacina, diacepam y etanol, (Bissete y Cols. 1976 a y 1978; Breese y
Cols., 1974 a y b, y 1975; Brown y Vale, 1975b; Cott y Cols. 1976; Green

y Cols. 1976; Kraemer y Cols 1976; Prange y Cols. 15974, 1975 a y b).
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El antagonismo frente al pentobarbital, ha sido estudiado con
gran detalle por Prange y Cols. (1975 b), demostrando que la T R H anta-
goniza la sedacién e hipotermia inducida por el pentobarbital durante el
dia; en cambio si la administracién de T R H es por la noche unicamente
se antagoniza la hipotermia. Ademés la T B H es capaz de antagonizar la hi
potermia inducida por el pentobarbital independientemente de la temperatu

ra a que se sometieran los animales.

Otros autores como Brown y Vale (1.975 b), confirman igualmen—
te el antagonismo frente al pentobarbital, mostrando gue la administra-
cién endovenosa de T R H, aumenta la DL 50 (Disminuye la mortalidad) —-
del pentobarbital en un 25h, tanto en ratas intactas como hipofisectomi

zadas.

Peterkofsky y Battaini, (1.980) observan gue la histidil-pro-
lina dicetopiperacina no antagoniza la accidn depresora del pentobarbi-
tal, es decir que en este caso la T R H no actuaria como prohormona de

su metabolito.

El antagonismo de la T R H frente al etancl fue descrito por
Breese y Cols. {1.974 a). Posteriormente Prasad y Cols. (1.977) demos-
traron gue la histidil-prolina dicetopiperacina era 50 veces méas poten

te gue la T R H en esta accidn,

Debido a gue la amfetamina es también un potente antagonista
de algunos depresores, al final de este capitulo se reflejarén en una

tabla las analogias y diferencias existentes entre ambos compuestos.

Es imposible en los momentos actuales establecer un mecanis-
mo de accidn unitario gue expligue este efecto de la T R H.' Sin embar-
go disponemos de una serie de datos importantes que pasamos a ennumerar

a continuacifdn:

12) La T R H no modifica el metabolismo del etanol (Cott y Cols.
1.976).
22) La T R H no modifica el metabolismo del pentobarbital (Bree-

se y Cols. 1.975, Green y Cols. 1.976, Kraemer y Cols. 1.976).
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32) Esta accién es independiente de sus efectos endocrinos Cott
y Cols. (1.976). Dichos autores trabajando con anilogos es—
tructurales de la T R H observaron que algunos de ellos gue
eran incapaces de liberar TSH, tenfan mayor potencia analép-

tica que la T R H.

ae) Este efecto no es mediado por el AMP ciclico (Cott y Cols.
1.976).

52} Es independiente del sistema noradrenérgico (Cott y Cols.
1.976). Dichos autores demostraron gue al administrar nora-
drenalina o amfetamina por via intracerebral no se potencia-—
ba el efecto analéptico de 1la T R Q; por otro lado la admi—
nistracién de blogueantes adrenérgicos como la fentolamina o
el propanolol no reducia dicho efecto.

69) La histidil-prolina dicetopiperacina (metabolito activo de
la T R H) podria ser la responsable del efecto analéptico de
la T R H frente al etanol; sin embargo es ineficaz frente al

pentobarbital (Peterkofsky y Battaini 1.980).

7¢) Se trat6 de implicar al sistema gabaérgico en esta accién (
Cott y Engel, 1.977). Dichos autores sefialaron que los far—
macos gue remedaban las acciones del GABA como el baclofen,
dcidooxhidroxibutirico y &cido aminooxiacético, antagonizaban

las efectos analépticos de la T R H sobre el etanol.

Este trabajo es duramente criticado por Yarbrough (1.979),
quién sefiala que el muscinol, selectivo y potente agonista
gabaérgico de accién central es totalmente incapaz de anta-

gonizar el efecto analéptico de la T R H.

89) El sistema colinérgico podria implicarse en esta accidn., Cott
y Cols. (1.976), demostraron que la atropina metilnitrato, —-
gue pasa en muy poco proporcidn la barrera hematoencefélica,
administrada por via intraperitoneal no modificaba la respues—

ta, en cambio al administrarla por via intracerebroventricular
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la T R H. Las conclusiones de este trabajo son obvias:

A ) El1 efecto de la T R H es central.

B ) Requiere la integridad del sistema colinérgico en el
SNC.

Los trabajos de Kalivas y Horita (1.980), apoyan decisiva~

mente la importancia del sistema colinérgico en la accidn

analéptica de la T R H.

~ POTENCIACION DE LA ACCION ANTICONVULSIVA DEL FENOBARBITAL
El méximo inconveniente en la utilizacidn clinica del feno-

barbital cuando se utiliza en el Gran Mal epiléptico, es la sedacifin.

Como se ha visto en la accién analéptica, la T R H antago-

niza la sedacifn inducida por pentabarbital.

Nemeroff y Cols. {1.975), observaron gue la T R H y un te-
trapéptido andlogo, carentes ambos de accién anticonvulsiva en el elec—
troshock practicado en ratones, al asociarlos con el fenobarbital poten

ciaban de modo manifiesto el efecto anticonvulsivo del mismo.

El electroshock se considera como el modelo experimental de
eleccidn para la valoracidn de férmacos activos en el Gran Mal apilép-

tico (Swinyard 1.972).

En el mismo trabajo se demuestra que tanto el MIF, como la
TSH y la Triyodotoronina carecian de eficacia. Se pueden extraer de

todo ello las siguientes consecuencias:

a) Esta accién no es atributo de los péptidos de bajo peso mo-
lecular.

b) Esta potenciacién es independiente de la activacién del eje
hipofiso tiroideo.

c) La T R H podrfa utilizarse en clinica asociada al fenobarbi-
tal frente al Gran Mal epiléptico, ya gue antagonizaria la

sedecidn al tiempo que potenciaria su accién anticonvulsiva,
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—~ANTAGONISMO DE LA LIBERACION DE HORMONA DE CRECIMIENTO
INDUCIDA EN LA RATA POR PENTOBARBITAL Y MDRFINA,

El conocido antagonismo de la T R H frente a la sedacin in-
ducida por el pentobarbital, fue la base para gue Collu y Cols (1.975)
estudiaran esta accién. E1 efecto aparece tanto en ratas intactas como
tiroidectomizadas, pero la triyodotironina es también activa. Los mis-
mos autores observan que el propranolol antagoniza el efecto de la —

T R H pero no modifica la accidn de la triyodotironina.

Brown y Vale (1.975 b), muestran gue la T B H, su andlogo me-
tilado y la somatoestatina inhiben la liberacién de h. de crecimiento
inducida "in vivo" por la morfina y el pentobarbital, demostrando que
los efectos de 1la morfina y el pentobarbital son centrales pues care—

cen de efecto en preparaciones hipofisarias.

Estos autores, contrariamente a lo que habian demostrado Pran-
ge y Cols.(l.975 a), referente a la disociacién de efecto analéptico y
liberaci6n de TSH, demuestran gue andlogos de la T R H con poco activi-
dad estimulante de la liberacién de TSH, son incapaces de inhibir la 1i-

beracién de h. de crecimiento inducida por el pentobarbital.

Ademés: contrariamente a la T R H, estos Gltimos anilogos no in-
ducen la vibracidén répida de la cola, cuando se administran a ratas tre—

tadas con morfina.

— ANTAGONISMO DE LA LIBERACION DE PROLACTINA INDUCIDA POR
PENTOBARBITAL

La T R H, como hemos descrito en sus acciones endocrinas, ori-
gina liberacién de prolactina, es capaz, como demastraron Tache y Cols.
(1.977), de inhibir la secrecién de prolactina inducida por el pentobar-
bital. E1 efecto es evidente al administrarla por via periférica y cen—

tral.

Los mismos autores demuestran que la Triyodotironina no es ac—

tiva y que el propanolol no antagoniza esta accidén de la T R H.
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Sin embargo algunos andlogos desprovistos de actividad libe-

radora de TSH son activos en este test.
— ANTAGONISMO DE LA T R H FRENTE A LOS OPIACEQS

Se observé por Horita y Cols. (1.976), gue la T R H antagoni
zaba la hipotermia y depresién respiratoria inducida por la morfina en

el conejo, sin modificar la analgesia.

Posteriormente Holaday y Cols. (1.978), demostraron que la -
T R H antagonizaba la hipotermia y catalepsia inducida por Beta-Endor-
fina en la rata. Como en el trabajo anterior, la analgesia inducida —
por Beta—endorfina no se modificd tras el tratamiento con T R H. Esta
accidén de la T R H era independiente del eje hipofisotiroideo, pues -

aparecia en ratas hipofisectomizadas.

Los mismos autores, a partir de estos datos, sugleren gue -
la T R H serfa un antagonista fisiolégico de los opidceos, no modifi-
cando dichos receptores, sino gue a través de mecanismos fisiol&gicos

distintos, se opondria a algunas acciones de los opiéaceos.

Este antagonismo no es dnico en farmacologia, ya que la no-
repinefrina es un antagonista fisiolégico de la histamina, y su efica-
cia en el tratamiento del shock anafiléctico es muy superior a los far

macos que actlan competitivamente a nivel de los receptores histamini-

COos.

Esta acci6n de la T R H adquiere una importancia relevante
por cuanto se ha demostrado gue durante el shock se liberan Beta—en-

dorfinas a partir de la hip6fisis.

A partir de este dato se plante la posible eficacia de la
naloxona en el tratamiento de shock, y previamente a su utilizaci6n
clinica (Tiengo, 1.980; Peters y Cols. 1.981), se demostrd su eficacia
en el shock experimental endotéxico (Holaday y Faden 1.978); hemorrégi-
co (Faden y Holaday 1.979), y medular espinal (Faden y Col. 1.981 a).
La eficacia de la naloxona es indiscutible, pero como antagoniza la ac—

cifn analgésica de la Beta-Endorfina, podria intensificar el dolor pre-—
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sente en dichos transtornos.

Este hecho estimulé la utilizacién de la T R H en el shock
experimental ya gue no modificaba la anlgesia inducida por Beta-Endor—
fina. Se valorS la accién de la T R H en el shock experimental endoté—
xico y hemorrdgico en la rata (Holaday y Cols. 1.981). La dosis utili-
zada de T R H es de 2 mgs/Kg. por via endovenosa. Los resultados son -
comparables a los obtenidos'con naloxona perc, en el efecto de 1a T R H
participaria también su accién vascular directa aumentando la presién

arterial en animales normotensos.,

En un estudio realizado por el mismo grupo de investigadores
(Faden y Cols 1.981b), se demuestra también la eficacia de la T R H en
el shock inducido por lesin medular en el gato. Lo trascendente de es—
te trabajo es que se realiza comparativamente con un control positivo;

la dexametasona, por dos motivos:

a) La dexametasona puede inhibir también la liberacién hipofisa-
ria de Beta~Endorfina (Holaday y Faden 1.978).

b) Aungue controvertidamente, la Dexametasona es ampliamente uti
lizada en clinica en pacientes con lesién medular (Yashow —

1.978).

Los resultados demuestran una eficacia notablemente superior

de la T R H sobre la dexametasona.

La naloxona se ha utilizado clinicamente en el shock séptico
(Tiengo 1.980) y se obtienen buenos resultados con dosis de 0,4 mg. (6
ugs./Kg.) hecho gque demuestra que el ser humano es alGn mas sensible —

que los animales a esta medicacién,

Teniendo en cuenta gue en las experiencias animales, tanto
la T R H como la naloxona, se han utilizado a dosis similares, extra—
polando al hombre resultaria que una dosificacién tan baja como 0,5 mg.

de T R H podrfan obtenerse resultados satisfactorios.

La dosis de 0,5 mg. de T R H es ampliamente utilizada para el
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diagnfstico endocrinolégico de afecciones del eje hipotdlamo-hipofiso-~

tiroideo, mostréndose carente de efectos secundarios.

Evidentemente, los datos hasta ahora obtenidos en experimen—~
tacidn animal, son los suficientemente sugestivos para utilizar terapéu

ticamente la T B H en pacientes con lesifin espinal.
-~ ANTAGONISMO FRENTE A LA CLORPROMACINA

Esta accién fue estudiada por Kruse ( 1.975). La T R H a do-
sis inferiores a 5 hgs./Kg. por via intraperitoneal, antagoniza la se-

dacién relajacidn muscular e hipotermia inducidas por la clorpromacina.

La accidn descrita es central ya gque se presenta en animales

hipofisectomizados y troidectomizados. .

El mismo autor sefiald gue la potencia de la T R H era 20 ve-
ces superior en el ratdn gue en la rata. A la luz de nuestros conoci—-—
mientos actuales ello podria estar relacicnado con la menor degradacidn

plasméatica que exhibe la T R H en el ratén. (Brewter y Waltham 1.980).

El antagonismo frente a la clorpromacina, es también atribu-
to de la amfetamina, sin embargo en conejos pretratados con clorproma-
cina la T R H origina un comportamiento y un patrén electroencefalogri-—
fico caracteristicos de excitacién, y esto la diferencia claramente de

la anfetamina que se muestra inactiva ( Kruse 1.975).
— ANTAGONISMO FRENTE A LA NEUROTENSINA

La neurotensina es un tridecapéptido, gue se aislé a partir
del hipotdlamo bovino. (Carrawa/y Leeman 1.973). Por técnicas de radio-
inmuno ensayo se ha estudiado su distribucidn en la rata, comprobindose
gue Gnicamente el 30% del contenido cerebral de neurotensina, se locali-
za en el hipotélamo, el resto en el SNC extrahipotalémico. (Carraway y

Leenan 1.976 a).

Como en el caso de la T B H también se localiza en el tracto

gastrointestinal. (Carraway y Leenan 1.976 b).



43

La neurotensina al igual que la T R H, inhibe la secrecién
&cida géstrica estimulade por pentagastrina en el perro (Anderson y
Cols. 1.976). Cuando la neurotensina~se inyecta por via intracerebro
ventricular origina una marcada hipotermia en varias especies anima-
les (Bissette y Cols. 1.976 b:; Lipton y Cols. 1.976; Nemeroff y Cols.
1.977 b). Se ha demostrado gue la inyeccién intracerebral de la ——
T R H invierte parcialmente esta hipotermia (Nemeroff y Cols. 1.980).
El mismo autor sefala que los altos niveles de TSH presentes en ratas
tircidectomizadas, disminuyen ré&pidamente tras la administracién in——

tracerebral de neurctensina.,

La neurotensina potencia significativamente la narcosis in-
ducica por etanol, y la T R H también antagoniéa esta accibn (Luttin—
ger y Cols. 1.980). La T R H antagoniza significativamente la relaja-

cién muscular inducida por neurotensina (Osbahr y Cols. 1.979).

En fecha mas reciente Osbahr y Cols. (1.981) demuestran gue
la neurctensina por via intracerebralventricular es un potente analgé-

sico.

La analgesia inducida por la neurotensina no se antagoniza
por naloxona y en cambio dichos autores sefialan que la T R H tanto -

por via intracerebral como intraperitoneal antagoniza esta accién.

Dichos autores utilizan dos métodos térmicos (Placa caliente
e inmersién de la cola) y un método quimico (Ac. Acético al 0,6%). Des
tacamos agui que frente al estimulo quimico la T R H es ineficaz a do-
sis de 10 y 25 nanogramos por via intracerebroventricular. En la pégi-
na 648 de dicho trabajo los sutores destacan que la T R H a dosis de -
ugs. por via intracerebroventricular inhibe las contorsiones abdoming-

les inducidas por el &cido acético.
~ ANTAGONISMO DE LA HIPOTERMIA INDUCIDA POR OTRAS DROGAS

La T R H como se ha visto anteriormente antagoniza la hipo-

termia inducida por numerosos psicodepresores.

La T A H, es en realidad un antagonista potente del efecto
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hipotermizante inducido por otros muchos farmacos y ello refleja el

papel gue ejerce dicha hormona en la termorregulacidn.

Como vemos a continuacidén la T B H es eficaz frente a las

siguientes drogas:

19) Antagoniza la hipotermia inducida por bombesina en ratas
expuestas a 42 C. (Brown y Cols. 1.977 a y b).

29) Antagoniza la hipotermia inducida en el ratdén por el Delta-
S-Tetrahidrocanabinol (Bhargava 1.980). Este autor demuestra
que la T R H actla tanto tras su administracitén central como
periférica y en cambic la histidilprolinadicetopiperacina es
Gnicamente eficaz tras su administracidn intracerebroventri-
cular.

32) Antagoniza la hipotermia inducida por oxotremorina (Borsy y

Cols. 1.974 y Simon y Cols. 1.975).
—~ INDUCCION DE SALTOS EN EL RATON, ASOCIADA CON APOMORFINA

Esta accidn es de aparicidn reciente en la literatura (Ushi~

jima y Cols. 1.982).

Aparece tras la inyeccidén intraperitoneal de T R H a dosis
de 20 mgs/Kg. y con una dosis intraperitoneal de apomorfina de 0,25

mg./Kg.

Previamente dichos autores demuestran que ninguno de estos
féarmacos es capaz, per se, a estas dosis de originar este comporta——

miento.

La apomorfina a las bajas dosis utilizadas activaria prefe-
rentemente los autoreceptores dopaminérgicos presindpticos originando

una inhibicién en la liberacién de dopamina.

El haloperidol, Jjunto con su propiedad de bloquear recepto-
res dopaminérgicos postsindpticos, es posible que antagonize los auto-
rreceptores dopaminérgicos presindpticos, estimulados por las bajas do

sis de apomorfina utilizadas, y por ello antagoniza el salto inducido

por T R H y apomorfina.



45

La fisoestigmina y la fentolamina antagonizan el salto indu-
cido por T R H y apomorfina, y la atropina y la clonidina lo incremen-

tan.

Los autores llegan a la conclusién gue en la aparicién de es
te fenbmeno estén implicados mecanismos de inhibicidn colinérgica y do

paminérgica, y de activacién noradrenérgica.
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COMPARACION ENTRE LAS ACCIONES DE T R H Y ANFETAMINA

Como hemos visto el perfil farmacolégico de la T R H recuerda
en ocasiones al de la anfetamina, sin embargo existen entre ambos farma-
cos diferencias sustanciales. A continuacién esquemé&ticamente, se mues—

tran analogias y diferencias entre ellos.Cuadro 1: Analogias: TRH: Anfe-

.

tamina.

_EFECT0 TRH ANFETAMINA REFERENCIAS
—~Antagonismo de los Prange y Cols. (1975 g)
efectos del Pentobarbital + + Breese y Cols. (1975)
—Aumento de la actividad Breese y Cols. (1975)
locomotora + + Barlow y Cols. (1975)

Vogel y Cols., (1978 b)
1 1s. 9
—Actividad anorexigena + + Barlow y Cols (1 75)

vijayan y Mccann (1977)

—~Capacidad para actuar como

Jones Cols. 1975
estimulo discriminativo + + n Y ( )
- ; 1 fg—

A?;agonlsmi de. : réiaja Kruse (1975)

e

£ién muscular inducida en + + Simén y Cols. (1975)

el ratén por la clorproma

cina
~Hipertermia + + ~Carino y Cols, (1976)

Excitacid 1izad Hiney y Cols. (1973)
-Excitacidén generalizada + + Prange y Cols. (1974)
-Potenciacién de la Plotnikoff y Cols. (1972)

+ + N
L-DOPA " " (1975,

-Potenciacién de la accidn
anticonvulsiva del Feno — + +
barbital.

Nemeroff y Cols. (1975)
Stille (1953)



47

CUADRD 2 DIFERENCIAS T R H — ANFETAMINA

FECT®O T R H ANFETAMINA REFERENCIAS
~Induccidn de comportamien | Vosel o1 (19785)
to estereotipado + ogel y Lols.
—Ant i de 1 da -
ntagonismo de la seda N _ Bresse y Cols. (1974a)

ci6n inducida por etanol

-E1 pretratamiento con 6-
Hidroxidopamina antagoni - + Vogel y Cols. (1978 b)
za las acciones

~Inhibicidn de la agresi-
vidad inducida por aisla + - Malic (1976)
miento en el ratdn

—Actividad anticonflictiva + - Vogel y Cols. (1978 a)
~Inversién de la hipotermia . Borsy y Cols. (1974)
inducida por oxotremorina Simon y Cols. (1975)

~E1l pretratamiento con atro-
pina bloguea el efecto ana- + - Cott y Cols. (1976)
léptico



1~-7-3.—- ACCIONES DE LA T R H FUERA DEL SNC

SISTEMA GASTRO INTESTINAL., La T R H al igual gque otros pépti-
dos, descubiertos primitivamente en el SNC puede también localizarse -~
m&s alld de los confines del SNC y como se ha descrito en el apartado
correspondiente se demostrf su existencia en el sistema gastrointesti-
nal de la rata (Morley y Cols. 1.977). Este hecho estimuld la blsqueda

de nuevas accilones del péptido en el sistema gastrointestinal.

Los trabajos de Smith y Cols. (1976) demostraron gue la admi-
nistracidn intracerebroventricular de T R H en €l conejo estimulaba la
motilidad el colon. Esta respuesta se inhibia totalmente con atropina,

por lo gque se formuld la mediacidn del parasimpético en esta accidn.

Muchos autores posteriormente se han ocupado del tema y lo -
gue debemos destacar de las acciones gastrointestinales de la T R H es
la amplia variabilidad en la respuesta obtenida, dependiendo en gran
parte de la especie enimal considerada como vemos a continuacidn: En
el perro la administracidén parenteral de T R H inhibe la secrecifn —
géstrica estimulada por pentagastrina (Morley y Cols. 1979 b). En el
gato la T R H no modifica la secrecién géstrica basal ni la estimulada
por histamina y pentagastrina, pero en cambio inhibe la secrecién &ci-
da y de pepsina estimulada por insulina (Gascoigne y Cols. 1980). En
la rata el efecto es distinto ya gque la administracién intracerebro—

ventricular de T R H origina una estimulacidn de la secrecién &cida -

del estdmago vago dependiente; sin embargo, la administracidn endove-

nosa de 100 ugs./Kg. carece de efecto. {Tache y Cols. 1.980).

Utilizando la misma especie animal, pero ligando el piloro,
Morley y Cols. (1.981) demuestran gque la adminsitracién de T Ri or
via intlrocerebroventricular origina un aumento de la secrecidn &cida
géstrica dosis dependiente. Dichos autores comprueban gue ni 1la T R H
&cida, ni la Histidil prolinadicetopiperacina, son activas. Finalmente
en el mismo trabajo observan que la Beta-Endorfina inhibe la secrecidn
gastrica basal y la inducida por T R H, y gque la naloxona antagoniza

este efecto inhibitorio.
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En el hombre los trabajos de Dolva y Cols. (1.979) se han
ocupado de esta accibn. Dichos autores demuestran gue la administra-
ci6én de T R H por via endovenosa, a dosis variables (8-40-200 y 1.000
ugs/hora), a voluntarios sanos, origina de forma dosis dependiente un
descenso significativo en el volumen total de jugo géstrico y en la -
produccidén de &cido; sin embargo, dnicamente las dosis mé&s elevadas

disminuirian significativamente la produccién de pepsina.

Los mismos autores comprueban gue este efecto es indepen—

diente de sus acciones endocrinas.

Partiendo de estos resultados los mismos autores establecen

un paralelismo entre la T B H y la somatoestatina, destacando gue:

12) Tanto la T R H (Morley y Cols. 1.977) como la somatoestati-
na (Hﬁkfelt y Cols, 1.975 b) se localizan en el tracto gastrointesti-

nal de alguncas especies animales.

22) Ambos péptidos inhiben o retrasan la absorcifn de glucasa y
xilosa en el intestino humano (Dolva y Cols. 1.978) (Wahren y Felig

1.976).

32) La somatoestatina al igual gue la T R H, inhibe el volumen
de jugo géstrico, &cido y de pepsina en el hombre (Arnold y Creutz

Feld 1.975).

En el sindrome de Zollinger-Ellison la T R H es un potente

inhibidor de la secrecién &cida del estémago (Hutton y Cols. 1.981).

Como resumen de estos efectos gastrointestinales, pue’~ ~s-
pecularse gue si es posible que la T R H juegue u -
transmisor en el SNC, dicho tripéptido podria asu «. misma funcidn

mis alld de los estrictos confines del SNC (Dolva y Cols. 1.979).

SISTEMA CARDIOVASCULAR.- Participando mecanismos centrales,
posiblemente suprabulbares, la T R H origina un aumento en la presién

arterial.

Este efecto se ha demostrado tras administracién central en

conejos (Beale y Cols. 1.977); gatos y perros (Delbarre y Cols. 1.978).
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Este Gltimo autor observa la persistencia de la accién en animales

hipofisectomizados y tiroidectomizados.

Esta accibn de la T R H adguiere tras los trabajos de Ho-
laday y Cols. {1.981) y de Faden y Cols. ( 1.981 ), especial trascen—-
dencia, por la eficacia demostrada de la T R H en el shock experimen—

tal, y su posible utilizacidén clinica en dicha patologia.
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1~8 INDICACIONES DE LA T R H

Trataremos el tema con la mayor brevedad posible, ya que
las derivadas de sus acciones endocrinas se apartan del objetivo de
esta tesis y las resultantes de sus acciones centrales son amplia—-

mente debatidas.

ENDOCRINAS.— Por su capacidad liberadora de T S H se uti-
liza en el diagnfstico de transtornos que afectan al eje hipotalami-
co-hipofiso—~tiroideo. Dividiremos a estos transtornos en primariocs

(tiroideo), secundarios (hip6fisis) y terciarios (hipdtalamo).

En el hipotiroidismo primario, raramente se reguiere el
uso de T R H como ayuda diagndstica, a pesar de que observariamos

una hiper-respuesta sobre unos niveles de TSH anormalmente elevados.

Sin embargo la T R H es de gran utilicad tanto en el hiper—
tiroidismo difusoc como en el nodular, en este Gltimo casc puede ayu-—
dar al diagndstico precoz, ya gue es posible encontrar una baja res—
puesta TSH en pacientes que clinica y bioquimicamente se comporten -

como eutiroideos.

En hipotiroidismos secundarios lo tipico es una baja res—

puesta TSH.

En hipotiroidismos terciarios lo corriente es una hiperres—

puesta, caracteristicamente retrasada.

Sin embargo es frecuente que coexistan anomalias gue sccavan
la utilidad de este test para discernir transtornos hipotalémicos e hi-

pofisarios.

Es interesante recalcar qgue transtornos no endocrinos como
la insuficiencia renal, inanicidn y depresién pueden originar un descen-

so de la respuesta TSH.

Se ha estudiado este fendmeno con mayor detalle en la depre-
si6n penséndose gue esta baja respuesta TSH seria indicativa de una de-
presidén enddgena (Gold y Cols., 1.978) y que estaria correlacicnada con

. una buena respuesta a la terapéutica electroconvulsiva (Furlong y Cols.

1.976).
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Estos pacientes al recuperarse de la depresidn retornarian a la nor—

malidad en la respuesta TSH.

La causa de este fenSmeno es desconocida y entre las hip6-
tesis més aceptadas estd la de Prange y Cols. (1.979), quienes obser
van altos niveles circulantes de cortiseol en la depresifn, ouien por
retroalimentacién negativa a nivel de hip6fesis e incluso hipotélamo

frenaria la respuesta TSH.

Esta hip8tesis, coincide con datos preexistentes gue mos——
traban una baja respuesta TSH en pacientes con enfermedad de Cushing
no tratada, o en pacientes sometidos a una terapéutica a largo plazo

con gluco-corticoides (Otsuky y Cols. 1.973).

Por su efecto de estimular la secrecidn de prolactina es
menos Gtil de lo anticipado, en la evaluacidn de las hiperprolacti-
nemias. Sin embargo en pacientes con prolactinomas se encuentra una

baja respuesta (Kleinberg y Cols. 1.977).

En las hiperprolactinemias por otras causas, se puede en——
contar una baja respuesta, si bien con menos frecuencia gue en los -

prolactinomas (Biller y Cols. 1.980)

Debemos recordar aqui que aungue la T R H no modifica la
secrecidn de hormona de crecimiento en individuos normales, si gue
lo hace en un 50% de los'pacientes con acromegalia. Este fendmeno,
no sirve (nicamente de ayuda diagn6stica, sino que puede tener trans—
cendencia en la terapéutica. Los pacientes con acromegalia que exhibian
una respuesta positiva a la T R H, pueden suprimir la secrecifn de hor-
mona del crecimiento después de un estimulo dopaminérgico. Por consi—
guiente podemos suponer que estos pacientes se beneficiarén del trata——

miento con bromocriptina (Jackson 1.980 b )

CENTRALES.~ Se administrd T R H, a 10 mujeres normales en
un ensayo cruzado a doble ciego con suero fisiolégico (Wilson y Cols.
1.973). La via de administracidén fue la endovenosa y la dosis de ——-—

T RHde 0,5 mg. Los sujetos tratados con T R H presentaron relajacidn
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Se ha evaluado la eficacia terapfutica de 1la T R H en las si-

guientes situaciones clinicas.

DEPRESION.~ Los primeros ensayos de Prange y Cols. (1972) y -
de Prange y Wilson (1972) revelaron gue 10 mujeres con depresién unipo-
lar que recibieron T R H por via endovenosa (0,6 mg. ), presentaron un —
beneficioc répido, breve y parcial. Al cabo de una semana presentaban ——

recaidas.

Desde entonces diversos grupos de investigadores han intenta-
do discernir si la T R H puede ser un medicamento eficaz en la depre ——
sién, con resultados generalmente decepcionantes (Nemeroff y Cols. 1978 ;

Prange y Cols. 1978 a, b y c).

SINDROME DE ABSTINENCIA ALCOHOLICA.— Autores como Weingold y
Cols. (1968) y Tyndel (1974), demostraron que con frecuerncia la depre-

sidn va unida al alcoholismo.

Los trabajos més significativos han sido realizados por Loge—-—
sen y Cols. (1976) gue estudian el efecto de la T R H en 33 pacientes -
afectos de este sindrome que muestran una depresién secundaria. Adminis
tran 0,5 mg. de T R H por via endovenosa. El estudio es cruzado, a do -
ble ciego, y se compara con dos placebos, uno inactivo (suero fisioldgi
co), y otro positivo (Ac Nicotfinico). La terapéutica con T R H presenta
diferencias significativas en aquellos pacientes que muestran un factor
I de la escala de Hamilton. Al cabo de una semana de observaci6n los 3

grupos han mejorado y no se aprecian diferencias significativas.

En tres casos de Predelirium tremens, Huey y Cols. (1975) no

observan beneficios, al administrar T R H.
ESQUIZOFRENIA.- Podemos encontrarnos con:

a) Ausencia de efecto:lLos trabajos de Clark y Cols. (1975) y Linds—-

trom y Cols. (1977), comprendiendo 22.pacientes, muestran este resulta-

da.
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b) Efecto beneficioso: Abarca a 212 pacientes en los estudios realiza-

dos por Inanaga y Cols (1975 y 1978) y Campbell (1975). Los autores desta
can gue la T B H es eficaz cuando los sintomas predominantes son la reduc
ci6n de la espontaneidad, la abulia, la apatia y el abandono social origi

nando entonces un aumento de la motivacidn y de la relacidn social.

c) Efecto desfavorable: Son descritos por Bigelow y Cols. (1975) y Da-

vis y Cols. (1975) en trabajos realizados sobre 12 pacientes debe desta -
carse que o bien se trataban de esguizofrénicos resistentes a otras medi-

caciones o bien eran paranéicos.

Podriamos resumir lo anterior supaniendo gque todas los esquizo-
frénicos , con excepcién de los parandicos, con o sin neurolépticos, po -
drian beneficiarse del tratamientoc con T R H; y los resultados més espec—
taculares se obtendrén cuando la sintomatologia predominantes sea la apa—

tia, la abulfia y el abandono social.

Debido a que la T R H, puede tener una actividad prodoparminér
gica (Goujet y Cols. 1975), estos resultados apoyan la hipdtesis dopami-

nérgica formulada por Snyder (1973) para las esguizofrenias no parancicas.

PSICOSIS CICLICAS.- La T R H no originaria beneficios (Drayson
1974).

ENFERMEDAD DE PARKINSON.- Todos los trabajos realizados reconc—
cen unanimemente que la T R H no modifica el estado neuroldgico, si bien
aumenta la sensacidn de bienestar y el optimismo de estos pacientes. (Chg

se y Cols. 1974; Lakke y Cols. 1974 y Mc Caul y Cols. 1974).

SINDROME HIPERCINETICO EN NINOS.- Se administrd T R H a 2 nifios
que previamente no habian respondido a la medicacién con metilfenidato ob

servéndose mejoria en su comportamiento (Tiwary y Cols. 1975).

IMPOTENCIA SEXUAL EN VARONES.- Se probd en 12 pacientes adminis—
trando T R H por via oral, no mostrando ser superior al placebo (Benkert

1975).
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Relativamente pocos grupos de investigadores se han ocupado
del estudioc de esta accién de la T R H a pesar de existir una serie -

de datos sugestivos gue enumeramos a continuacién:

12) La T B H Est4 dotada de acciones centrales, independientes
de sus acciones endocrinas. Cada dia existen mas evidencias

. de su posible papel como neurotransmisor o neuromodulador.

29) La estructura guimica de la T R H es la de un tripéptido.
En el afio 1,973 los estudios de Pert y Snyder demostraron
la existencia de receptores‘opiéceos localizados en los -
sinaptosomas del cerebro de los mamiferos. Posteriormente
se demostré que los ligandos especificos de dichos recepto
res posefan también estructura peptidica (Hughes, 1.975; -
Terenius y Walhstrom, 1.975; Teschemacher y Cols. 1.975; -
Pasternak y Cols. 1.975).

Se sabe gue los opidceos exSgenos actlan como agonistas so
bre receptores opiéceos estereospecificos y saturables. Estos recepto
res se encuentran en mayor concentracién en el sistema limbico (cortex
frontal y temporal, amigdala e hipocampo), té&lamo, estriado, hipotdla-

mo, cerebro medio y médula espinal (Snyder y Cols, 1.974; Simon y Hi—

ller 1.978).

Estos mismos receptores son los lugares de unidn de algunocs

ligandos especificos endbgenos.

Los.trabajos de Hughes y Cols. (1.975) a partir de cerebros
de cerdo, lograron la identificacién de dos pentapéptidos. La Metioni
na-Encefalina (H-tir-gli-gli—-fen-met.OH) y la leucina—encefalina ( B
tir~gli—gli—fen—leu~DH]. Demostraron, gue ambos péptidos tenian una -~
potente actividad agonista sobre los receptores npiéceos. sobre todo
en el conducto deferente aislado de ratfin y menos en el ileon aislado
de cobayo, originando una inhibicién dosis dependiente de las concen—

traciones provocadas eléctricamente. Ademds demostraron gue la naloxo-—
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na antagonizaba esta inhibicidn.

Los mismos investigadores observaron que la secuencia de a-
mino&cidos de la metionina encefalina es idéntica a los residuos 6l-——
65 de la Beta-Lipotropina, Proteina de 91 amincécidos aislada de la -
hip6fisis de diversas especies animales y también del hombre. (Li y -

Cols. 1.965; Cseh y Cols., 1.972).

Los trabajos de Cox y Cols. (1.975), mostraron a partir de
la hip6fisis de diversas especies animales, la existencia de otros -~
péptidos con actividad opiécea, mayores y distintos guimicamente a -

las encefalinas.

Posteriormente los trabajos de Guillemin y Cols. (1.976) -

establecieron la estructura quimica de los mismos distinguiendo:

- La Gamma-Endorfina : su secuencia de aminoécidos correspon-—
de a los residucs 61-77 de la Beta-Lipotropina.

- La Alfa-Endorfina : su secuencia de amino&cidos corresponde
a los residuos 61-76 de la Beta-Lipotropina.

~ La Beta-Endorfina : su secuencia de aminoécidos corresponde

a los residuns 61-91 de la Beta-Lipotropina.

l.a Beta~Endorfina es el més potente de los opidceos endfge—

nos aislados hasta ahora.

Se ha estudiado la distribucién de las encefalinas encontrén
dose en &reas del SNC presumiblemente relacionadas con la percepci6n -
del dolor (La&mina I y II de la médula espinal, nécleo espinal del tri-
gémino en el tronco cerebral, sustancia gris periacueductal, sustancia
gris periventricular y rafe nuclear écrsal).y con la regulacidn de fun

ciones neurcendocrinas ( eminencia media).

También se han localizado més alld de los confines del SNC -

en plexos nerviosos y gléandulas exocrinas del estdmago e intestina.

Recaordando la distribucién de la T R H, podemos sefalar su
analogfa con la distribucifin de las encefalinas, ya gue al iguel que
ellas se encuentra localizada en el SNC hipotalémico y extrahipotalé-—

mico, y también en el sistema gastrointestinal.
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La distribucién de la Beta—-Endorfina es algo distinta ya que
se localiza fundamentalmente en la parte media y distal de la hip6fi—
sis e hipot&lamo. Sin embargo alguna de las neuronas que contienen Be-—
ta-Endorfinas constan de axones ascendentes y descendentes y alguno de
ellos tiene terminales en la substancia gris central, &rea que parece
Jjugar un gran papel en la modulacién del dolor y donde también hay al-

tas concentraciones de encefalinas (Snyder 1.978, Terenius 1.978).

lLas encefalinas y las Beta-Endorfinas parecen pertenecer a -
dos sistemas anatémicos y funcionalmente distintos, con funci6n de neu

rotransmisores, moduladores de la transmisién o neurochormonas.

La Beta~-Endorfina por su localizacién en hipotélamo y en hi-
p6sfisis y por su mayor duracién de accién es considerada como una prg

bable neurchormona.

Las encefalinas por su amplia distribucién, su rdpida destruc
cién, su localizaci6n en los sindptosomas, su liberacién tras la despo-
larizacidn, es muy posible gue actden como neurctransmisores o modulado

res de la funcién sin&ptica.

lLa Beta-~Endorfina es producida por divisidn de una proteina -
sintetizada en el hipotélamo gque es también la prohormona para la ACTH

y la Beta-Lipotropina.

los efectos de estos opléceos endbgenos, cuando se inyectan
convenientemente en 1los animales y en 21 hombre son similares a los ob-
tenidos con morfina, demostréndose la aparicifn de tolerancia cruzada

entre ellos y los opifceos exdgenos (Snyder 1.978; Terenius 1.978).

32) La T R H induce cuando se administra en la rata una ereccién

de cola de modo similar a la morfina.

49) La administracién intracerebroventricular de T R H en la ra-
ta origina unas sacudidas semejantes a las de un “perro sa-—
liendo del agua", similares a las gue aparecen en el sindro-
me de abstinencia a la morfina en la rata (Wei y Cols. 1.975,

1.976).
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59) Existen interacciones de la T R H con los opiiceos gue pasa-

mos a resumir a continuacidn:

lka T R H inhibe la liberacién de h. de crecimiento inducida en -

la rata "in viwvo" por la morfina.

La administracién de morfina bloguea las sacudidas como de un —
"perro saliendo del agua" inducidas por la T R H y la administra
cién de T R H aumenta las sacudidas, similares a las anteriores

gue aparecen en las ratas sometidas a deprivacitn morfinica (ng

tin y Cols. 1.977).

La T R H administrada por via intracerebroventricular en el cong
Jjo antagonizaba la depresién respiratoria e hipotermia inducidas
por la morfina, pero no modificaba la accién analgésica (Harita y

Cols. 1.976).

La administracién de T R H a ratas dependientes a la morfina, que
habfan desarrollado tolerancia para la accidn analgésica y para —
la hipotermia, evitaba la aparicifén de tolerancia para la accién
analgésica de la morfina sin modificar la tolerancia para la ac-

cién hipotermizante. {Bhargava 1.981).

Los autores que se han ocupado del antagonismo T R H - opiaceos,
demostraron que dicho antagonismo aparecia sin modificacién algu
na de los receptores opidceos y existe también un acuerdo un&ni-—
me en gue la T R H no antagoniza la accidén analgésica de la mor-

fina.

Esta ausencia de antagonismo sobre el efecto analgésico de -

la morfina, cre6 la perentoria necesidad de comprobar si la T B H "per

se" posefa accifn analgésica.

los trabajos de Martin y Cols. (1.977) muestran que la T R H

carece de accién analgésica, valorada con el método de retirada de la
cola en el ratén cuando se administra por via intraperitoneal a las do-

sis de 1-10-25 mgs/Kg.



Los estudios realizados por Holaday y Cols. (1978), realizados
en la rata, demuestran que la T R H administrada por via intracerebroven—
tricular a la dosis de 20 ugs., carece de efecto analgésico, valorado tam

bién por el método de la retirada de la cola.

Ambos trabajos, si bien utilizan diferentes especies animales,
y distinta via de administracién, presentan en comin el método utilizado
para valorar la analgésia, donde el dolor es inducido por la aplicacifn -

de un estimulo térmico.

En contra de estos resultados, Cuenca y Cols. (1978) demostra-
ron gue la T R H presentaba accidn analgésica, utilizando un método en -
el gue el agente nocitgeno es de naturaleza quimica, concretamente el —
bromuro de Acetil-colina. La prueba se realizd en ratones de sexo hembra
y la T B H se administrd por via endovenosa, mostrandose que a partir de
12,5 mgs.Kg. se inhibia Significativamente la aparicién de contorsiones
inducidas por la administracién intraperitoneal de bromuro de Acetilcoli

na a la dosis de 3,2 mgs.Kg.
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3 - OBJETIVD DE ESTA TESIS.- Como consecuencia del estudio

de los trabajos anteriores en que no todos los autores estaban de —-
acuerdo en la accidn anlgésica de la T B H y teniendo en cuenta que
no se habian empleado toda la gama de posibilidades para el estudio
de la acci6n analgésica que permitieran admitir o rechazar dicha ac
cidén, nosotros, interesados por el tema desde hace algin tiempo (Eg
cartin y Cols. 1.979 a; Palop y Cols. 1.979) decidimos realizar ex-

periencias con el fin de:

19) Constatar, o poner de manifiesto la accidn anlgésica de -
la T R H, empleando distintos métodos para inducir el do-
lor en el animal de experimentacién, tomando comoc referen

cia la accibn de la morfina.

2¢) Estudiar la posible relacién de la accién analgésica de —

la T R H con los receptores opiéceos.

32) Dilucidar si la accién analgésica de la T R H es debida a

su metabolito: histidil prolinadicetopiperacina.

42) Demostrar gue la accién analgésica de la T R H es una ac-

cidn central, independiente de sus acciones endocrinas.

52) Emplear distintos féarmacos que modifican el contenido de
aminas bidgenas en el sistema nervioso central para cbser
var su influencia sobre la accidn analgésica y poder'apog
tar hechos para aclarar o al menos contribuir al estudio
de los mecanismos biogquimicos implicados en la accifn anal

gésica de la T R H.
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4 - MATERIAL Y METQDOS

ANIMAL DE EXPERIMENTACION :

— Ratas albinas Sprague-Dawley, de 125 a 150 gs. de peso,
de ambos sexos, mantenidas hasta el momento de la experiencia en -——
condiciones de temperatura y humedad constante y alimentadas con ——
una dieta standard del mercedo tipo rata - ratén cria y agua ad li-

bitum,

— Ratones Swiss, machos y hembras, de peso comprendido en
tre 20 v 25 gs. y entre 25 -~ 30 gs., mantenidos hasta el momento de
la experiencia en condiciones de temperatura y humedad constante y
alimentadas con una dieta standard del mercado tipo rata - ratén -

cria y agua ad libitum.

—~ Cobayos de sexo macho, de la cepa "Tricolor pelo corto"”

de peso comprendido entre 600 - 700 gs.

VIAS DE ADMINISTRACION

VIA INTRACEREBROVENTRICULAR

Previa ligera anestesia etérea se practica una pequefia in
cisién en la piel que permite localizar el Bregma, 1o que permite —
fijar las coordenadas del punto de administracidén gue corresponden
en la rataa X=2mmy = 1,5mm z = 3,5 mm. Dicho punto esté& en la
rata a 2 mm, a la derecha de la sutura sagital y 1,5 mm. por detrés

de la sutura frontoparietal.

Una vez localizado el punto de la administracién perfora-
mosel hueso craneal mediante una broca fina que facilita la penetra

cidén de la aguja de administracidn.

La administracidn se realiza mediante una microgeringa HA-
MILTON 701 N. de 10 u 1 con aguja de diémetroc adecuado (calibre 26 s,
didmetro exterior 0,47 mm.) provista de un tope, situado a 3,5 mm. -

del extremo (correspondiente a la coordenada z ).

Siguiendo esta metodologia la administracidn de los produc-

tos se realiza en el ventriculo lateral derecho.
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Al finalizar las experiencias se confirmd® la correcta admi-
nistracién mediante la inyeccién de 10 ul de azul de Evans al 1%, por
el mismo orificio observando la distribucién del colorante previa fi-
jacidén de los cerebros. E1 azul de Evans no difunde y permite observar
una coloracién azulada en ventriculo lateral, 3 er. ventriculo, Acue-

ducto y 42 ventricula.

Via endovenosa.— Se realiz6 en la vena dorsal de la cola, -

manteniendo sujetos a los animales en un cepo de Makrolon. Se utiliza
ron jeringas estériles de polipropileno de 41 cc de cono luer, y agu—

jas estériles tipo luer (16/15).

Via subcuténea.— Se realizé en el dorsoc de los animales en

la parte superior del cuello algo por detrés de las orejas. Cuando se
administraron dos productos por esta via la segunda administracién se
realizd en el dorso de los animales cerca de la base de la cola. Las

agujas y Jjeringas utilizadas fueron idénticas a las anteriores.

Via intraperitoneal.— Se realizd en la mitad inferior dere-—

cha del abdomen, con el mismo tipo de jeringa y aguja descrita ante——

riormente.

Volumen de administracidn.— El volumen de administracién en

la via intracerebroventricular fue de 10 ul., Para el resto de vias -—

utilizadas fue de 10 ml/Kg. en el ratén y de 2 ml./Kg. en la rata.

Sustancias o reactivos utilizados.-—

T R H-Prem. (Procedente del departamento de sintesis de Laboratorics

Frumtost-Prem Ref. F-52 G-559-1

- Acetil-L-Histidil-L-prolinamida (Procedente del departamento de sin-
tesis del Laboratorioc Frumtost-Prem Ref. 33-164-2

- Benzoil-L-Histidil-L-Prolinamida Clorhidrato (Procedente del depar-
tamento de sintesis del lLaboratoric Frumtost-Prem Ref. 33-182-3

~ Histidil-Prolina Diceto Piperacina (Procedente del departamento de
sintesis del Laboratorio Frumtost-Prem Ref, 38-39-2

- Morfina Clorhidrato (Procedente de la Jefatura Provincial de Sanidad )

- Naloxona (Endo)



63

- Eter etilico (Panreac)

- Acido-Acético (Panreac)

~ Fenilbenzoguinona (Sigma P-8251)

- Metilnitrato de Atropina (Sigma A-0382)

~ Sulfato de Atropina (Sigma A-0257)

- Sulfato de Eserina (Sigma E~8625)

- Clorhidrato de Apomorfina (Sigma A-4393)

~ 5-Hidroxi L-Trptofano (Sigma H-3753)

- Oxotremorina (Aldrich : 11,305-0)

~ Reserpina - Inyectable (Serpasol : Ciba-Geigy)
~ Cloruro sbédico (Merk AG Darmstadt)

~ Clorurc potésico (Merck AG Darmstadt)

- Cloruro calcicoanhidro (Merd AG Darmstadt)

— Fosfato monopotésico (Merck AG Darmstadt)

- Sulfato Magnesico Hidratado (Merck AG Darmstadt)
~ Bicarbonato sédico (Merck AG Darmstadt)

~ Glucosa Anhidra (Panreac)

METODOGS

1¢) ESTUDIOS EN ORGANO AISLADO
2¢) ESTUDIOS IN VIVO

19 ) ESTUDIOS EN ORGANO AISLADO.- Los cobayos se sacrificaron me-

diante fuerte golpe en la regidén occipital y posteriormente desangrados
cortando las principales arterias del cuello. Se abridé el abdomen con in
cisibn en la linea media separando al ileon del resto del intestino; de

forma sistemdtica se descartaron los 20 cms. distales del ileon.

Una vez separado el ileon se introdujo en una solucidn de Krebs

bicarbonatada con la siguiente composicién:

- (01 Na : 118 mM,
-~ Clk : 4'69 mM.
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- Cl2 Ca : 2'47 mM,
- Po g Hok 1116 mM.
- 504 Mg2 7 Hx0 : 1118 mM.
~ G0z HNa : 25 mM.

Glucosa (Cg Hio Og) : 9 mM,

Se ha utilizado la preparacién de misculo longitudinal, plexo-

mientérico de ileon de cobayo, que denominaremos "tira" de ileon.

La diseccién de la tira se llevd a cabo de acuerdo con la des—
cripcién de Patén y Zar (1968) y Kosterlitz y Cols. (1970. A una porcién
de ileon de unos 8 cm. de longitud se le introduce una varilla de vidrio
de unos 7 mm. de diémetro, tratando de gue la linea de desgarro mesenté-—
rica producida al separar el ileon del restc del intestino en la cavidad
abdominal guede en linea recta. Con una torunda de algoddn impregnada con
1l{quido nutricio, se va separando de forma suave el misculo longitudinal
a todo lo largo de la unidén de desgarro mesentérica y una porcién circu-—

lar en la parte superior del segmento del ileon.

Cogiendo com unas pinzas esta porcidn superior se separd la —
tira suavemente; ésta contiene la totalidad del misculo longitudinal y -
la mayor parte del plexo mientérico qué estéd fuertemente adherido en las

fibras longitudinales.

Esta preparacitSn se colocd en un bafio de organc aislado de 7,5

ml. de volumen gue contenila solucidén bicarbonatada de Krebs a 372C.

El liguido nutricio fue alreado permanentemente con carbdgeno
(95 % 05 — 5 % CO05.) con 1o que se mantuvo el p H. de la solucién en --
7,4,

La tensién inicial se establecié en 400 mgs.

El érgano permanecid en estas condiciones durante 30 minutos pa
sados los cuales se estimuld electricamente por medio de dos electrodos -

circulares de platino situados en la parte superior e inferior del bafio;~



65

los estimulos eléctricos consistian en impulsos rectangulares de 1 m seg.
de duraci6n, aplicados a un voltaje suficiente para producir la méxima —
contraccién del mésculo (40 v.). La frecuencia de estimulacién se mantuvo

canstante en 0,1 ciclos por segundo (HZ).

Los estimulos eran producidos por un estimulador elé&ctrico Leti
ca Li 12100 conectado a su vez a un amplificador. Las contracciones del -
masculo liso se registraron por medio de un transductor de tensidn isomé-
trico modelo Letica acoplado a un poligrafo Letica modelo BIO-RECORDER —
2000.

El peso medio de las tiras utilizadas fué de 36,1 mgrs.

Una vez la tira de ileon esté colocada en el bafio se deja en re
poso unos 25 minutos lavando cada 10 minutos. Pasado este tiempo se esti-
mula y cuando las contracciones son constantes (aproximadamente a los 10
minutos ), inyectamos 0,1 ml. de los productos a valorar en el bafio dejéan-
dolos en contacto con el 6rgano unos dos minutos, tiempo suficiente para
gue si son activos den la méxima inhibicién. Para sacarlos del bafio reali
zamos tres lavados por rebosamiento cada dos minutos recuperéndose las —
contracciones y alcanzando la altura original. (En el caso de actividad -
de los productos se puede obtener una recuperacién més répida de la altu-

ra de las contracciones inyectando Naloxona).

La concentracidn de morfina itilizada ha sido la de 5X1O_8M. y
las concentraciones ensayadas de T R H han sido: 1,75X1D~8, 1,75X1O_7, —_
1,75010°8 vy 1,75x107° M.

La concentracion de Naloxona utilizada ha sido la de 5X1D—8 M.

Los volimenes inyeotados'han sido de 0,1 cc. para los productos
ensayados. La preparacién misculo longitudinal-plexo mientérico de ileon
de cobaya ha demostrado ser uno de los mejores métodos para la determina
cién de la actividad opidcea "in vitre". La potencia analgésica de los -
agoniétas opidceos se mide por su eficacia en inhibir las contracciones-

del mlsculo liso intestinal. La morfina y otros opiécecs actlan sobre —
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los receptores "mu" del plexo mientérico del ileon de cobaya disminuyen
do la salida de Acetilcolina. Esta inhibicién es proporcional a la dosis

utilizada y es antagonizada de forma reversible por la naloxona.

Se calcula el tanto por ciento de inhibicidn, consideranda gue
el 100 % de inhibicién nos anularia la contraccién anterior a la dosis -
del opiéceo. El1 efecto del opigceoc es directamente proporcional al loga-

ritmo de la concentracidén gque hay en el bafo.

29) ESTUDIOS IN VIVO

METODO DE PRESION EN LA COLA.- La técnica fué originariamente

descrita por Green y Young (1951).

El animal utilizado es la rata Sprague — Dawley de 125 - 150
grs. de peso. El estimulo doloroso consiste en la compresidn macénica -
de la cola de la rata. Debe realizarse en la porcién mas distal de la -

cola, gue es la zona mas sensible a este estimulo doloroso.

Es importante utilizar animales jSvenes, pues las mAximas va—
riaciones en los umbrales de sensibilidad obtenidos cuando se realiza -
la prueba en animales en diversos estadfos de crecimiento, corresponde
al periodo de la vida coincidente con el méximo desarrollo de la cola.
Ello se debe a gue al aumentar el diémetro de la cola disminuye la pre-

8id6n ejercida por unidad de area.

La causa del dolor en este método es la deformacidn de las es

tructuras més profundas de la cola.

La repetida exposicién de los animales al estimulo doloroso,-—
no modifica el umbral doleoroso, lo cual permite la valoracidn de agentes

analgésicos a lo largo del tiempo en los mismos animales.

Nosotros hemos urilizado en este método el analgesimetro UGO~
BASILE. El1 aparato consta de un dispositivo que ejerce automiticamente
un presidn creciente de forma uniforme en funcibén del tiempo. La pre —
sién aplicada se indica por un cursor, gue se desplaza a lo largo de ——

una graduacién. Las piezas aplicadas sobre la cola del animal tienen la
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forma de un cono provisto de un vértice redondeado y apoyo plana, y
san de teflén, gue es un material biolégicamente inerte y que ade—
més presenta un coeficiente de rozamiento muy débil, lo gue permite

una retirada brusca de la cola de la rata sin ocasionar heridas.

Para la realizacidn de la prueba se colocan los animales

en un cepo de makrolén.

El operador dispone de un pedal para la puesta en marcha
del aparato y deja de accionarlo cuando observa una reaccién de for
cejeo en los animales. En dicho momento lee directamente en la esca
la el valor de la presifdn ejercida y ello corresponde al umbral de

sensibilidad dolorosa,

Después de cada medicidn, la corredera o cursor que lleva
el peso es conducida de nuewo al punto de partida elevidndola y des—

lizéndola sobre la guia.

En nuestras condiciones experimentales, el tope méximo de
presidén aplicado cuando se encontrd actividad analgésica fue de 400

pondios.

Con este método se ha determinado la accidn analgésica de
los siguientes productos administrados por via intracerebroventricu-—

lar, y disueltos en suero fisiol8gico.

2) MORFINA : Dosis de 0,05-0,1-1-5 y 10 ugs/rata

) TR H : Dosis de O, 4-1-10-50-100 y 200 ugs/rata

o) HISTIDIL PROLINA DICETOPIPERACINA : Dosis de 100 ugs/rata
9) ACETIL-L-HISTIDIL-L-PROLINAMIDA : Dosis de 100 ugs/rata

2) BENZOL-L-HISTIDIL-L~PROLINAMIDA CLORHIDRATO : Dosis de 100

ugs/rata.

Se incluye un lote de animales a los gue se les administra
suero fisiolégico con el fin de determinar si se modifica el umbral
doloroso por la ligera anestesia etérea necesaria para la administrg

cién intracerebroventricular.



68
Hemos trabajado con lotes de 10 animales.

En nuestras condiciones experimentales determinamos el um—
bral de dolor de cada animal a los 45,30 y 15 minutos antes y a los
5,15 ; 30,45 y 60 minutos después de la administracién de los produc
tos ensayados. Cuando estudiamos el antagonismo por la naloxona, la

administramos por via subcuténea a la dosis de 2 mgs./2 ml./Kg., 10

minutos antes de la inyeccidn intracerebroventricular de la TR H o

de la Morfina.

Para determinar el efecto analgésico se calcula para cada
animal del valor del &rea bajo la curva mediante la aplicacidn de la

siguiente férmula :

AREA = 2,5 (U_qg + U,5) + 5 (Uys5 + Upqs) + 7,5 (Uyqs + Ugsg) +

15 (Us3g + Uggs) = Kilopondios/minufb.

Donde U corresponde al umbral doloroso obtenido en el tiem

po indicado en el subindice.

Una vez establecida dicha &rea podemos obtener el &rea de
proteccidén en porcentaje con respecto al &rea mixima que se obtiene
con una dosis de 5 ugs. de morfina, mediante la aplicacién de la si-

guiente formula :

- P to - A. G
PROTECCION = A. Producto - A. Control )

A. Morfina - A. Control

100

Se calcula la media, desviacibn standard y error standard
del efecto abtenido para cada dosis de los productos ensayados asi -
como para los controles. Se determina si existen diferencias estadis
ticamente significativas.para el efecto obtenido entre los lotes pro
blema y el control mediante el célculo de la t de Student estable——

ciendo los distintos niveles de significaci6n en cada caso.

Para la T R H y para la morfina se calcula la DA 50, deter—
minadndola graficamente y representando el efecto frente a logaritmo -
de la dosis. Cuando se estudia el antagonismo por naloxona se determi

na la significacién estadistica entre el tanto por ciento del &rea de
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proteccién obtenida por una dosis de producto en presencia o en ausen—

cia de naloxona siguiendo el criterioc estadistico antes mencionado.

Con la histidil prolina dicetopiperacina y los dos dipépti-
dos anadlogos de la T R H antes mencionados lo (nico gue pretendemas —
es'comprobar sl a la dosis indicada presentan accidn analgésica. Cal-
culamos el &rea de proteccién, su porcentaje con respecto a la &rea -
maxima obtenida con morfina y la significacién estadistica mediante -
el cédlculo de la t de Studend con respecto al control y a la propia -

TR H.

METODO DE LA PLACA CALIENTE.~ E1 estimulo doloroso en esta

prueba es de naturaleza térmica.
Este método fue descrito por Eddy y Leimbach (1.953).

Corrientemente la placa es mantenida a una temperatura de -
56 grados, sin embargo diversos autores (Dsbahr y Cols. 1.981) senalan
gue si la temperatura de la placa es de 52¢ . es posiblé la repeti—
cién de la prueba en los mismos animales a distintos tiempos sin oca-

sionarles dano.-Nosotros hemos adoptado esta modificacidn.

Hemos empleadc como animal de experimentacidn ratén albino

Swiss hembra de peso comprendido entre 25 y 30 grs.

La placa utilizada por nosotros (LETICA) consiste en un blo
gue de aluminio compacto, material con una inercia térmica alta. E1 -
tamafio de la placa es de 11 cms. de anchura, 50 cms. de longitud y 11

cms. de altura.

fsté separads en dos partes, lo gue permite trabajar con dos

animales al mismo tiempo.

La placa se conecta mediante dos tubos a un termostato de in
mersién "termotronic", gue en el extremo del motor lleva acoplado el -
conjunto de bomba impelente, lo gue hace gue dicho termostato sea tam-

bién Gtil como termostato de circulacidn,
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La circulacién continua de agua entre la placa y el termosta-

to mantiene la temperatura de la placa con una gran precisién.

Para conseguir la temperatura del agua adecuada se afloja el
tornillo de blogueo del iman rotativo girando hacia la derecha o hacia
la izguierda hasta que €l indicador de lectura sefiale en la escala la

temperatura seleccionada.

A continuacién se acciona el interruptor de la bomba y el in-
terruptor de calefaccidn, y al mismo tiempo se encenderén los pilotos -
de sefializacién. Se desplaza el botdn de regulacién fina "variowat" has-

ta su méximo (punto 11).

Una vez gue el bafo alcanza la temperatura de trabajo se co-
rrije la inercia térmica desplazando el "variowat" hasta el punto 9, -

obteniéndose precisiones muy altas de la temperatura.

Establecimos un tiempo limite de permanencia en la placa de
30 segundos. Hemos considerado como vAlidas tres respuestas posibles

al dolar:
19) Elevacién de alguna de sus patas. En nuestras condiciones expe-

rimentales, con gran frecuencia (Superior a un 80%) esta fue la

primera respuesta al dolor.

29) lamida de alguna de sus patas. Esta respuesta también se obtuvo

con gran frecuencia pero en general era posterior a la primera.

39) Salto fuera de la placa. En nuestras condiciones experimentales
la encontramos raramente. Ello podria estar relacionado con la
temperatura a gue hemos trabajedo y tambiér - eris—
ticas de la placa.

Por este método se valora la accién analgésica de la T A H

y de la morfina.

Traba jamos con 30 animales, divididos en tres grupos de 10

a los gue se administrd:
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12) Suero fisiolégico subcuténeo ( 10 ml./Kg.)
22) T R H 10 mgs./Kg. por via subcuténea

32) Morfina 10 mgs./Kg. por via subcuténea.

Los ratones se colocan en la placa inmediatamente antes de
la prueba ( tiempo Q) y posteriormente a los 20, 40 y 60' después de
la administracidn. Una vez colocados los anim les en la placa se cro-
nometra el tiempo transcurrido hasta gque aparece una de las respues—

tas al dolor y se anota dicho tiempo.

En general los animales control permanecen menos tiempo en
la placa conforme se va repitiendo la prueba. Se considera que existe
actividad analgésica cuando aparezca un incremento significativo en el
tiempo de respuesta con respecto a los animales control para cada uno
de los tiempos (El tiempo de respuesta de un lote problema en el tiem—
po 20 debe compararse con el tiempo de respuesta del lote control a ——

ese mismo tiempo).

Asimismo debe existir una uniformidad en la respuesta obteni

da en el tiempo O para todos los lotes estudiados.

El estudio estadistico se realiza partiendo de la media y —
error standard obtenidos mediante el c&lculo de la t de Student esta—
bleciendo los niveles de significacién entre los lotes problemas y el
control. Por el mismo método, y siguiendo los mismos criterios de valo
racién estudiamos la influencia del sulfato de atropina administrado -
por via subcuténea a la dosis de 10 mgs/Kg., 10 minutos antes de la cg
locacidén de los animales en la placa, sobre el efecto analgésico de 10

mgs./Kg. de morfina administrados por via subcuténea.

METODO DEL ACIDO ACETICO.- La introduccién del &cido acético

para la valoracién de analgésicos se debe a los trabajos de Koster y

Cols. (1.959).

El método se basa en el principio de que la inyecciénde sus—
tancias ligeramente irritantes en la cavidad peritoneal de las ratas o©

ratones induce un sindrome caracterizado por la aparicién de repetidos
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estiramientos, retorcimientos o contorsiones de la musculatura abdomi-—
nal acompafiados de estiramiento de las patas posteriores. Nosotros lla-

maremos a la respuesta obtenida contorsién abdominal.

Se ha intentado inducir un cuadro similar al descrito utili-
zando otros &cidos, pero han sido descartados, bien por obtenerse cur—
vas dosis respuesta irregulares (Ac. Clorhidrico Ac. Lactico); bien —
por inducir respuestas bajas y a mayor concentracién convulsiones (Ac.

Citrico).

El &cido acético induce de modo satisfactorio estas contor—
siones y el nlGmero total de las mismas es directamente proporcional a
la concentracién del Acético utilizado. En nuestras condiciones expe-
rimentales utilizamos la concentracifn del 1%. El animal utilizado ha
sido el ratbn albino Swiss de sexo hembra y de un peso comprendido en—

tre 25 y 30 gramos.

Se prepart el &cido acético aspirando con una pipeta de 1 cc.
llevando esta cantidad a un matraz aforado de 100 cc. y afadiendo agua

bidestilada agitando convenientemente hasta enrasar el matraz.

El matraz conteniendo dicha solucidn permanecié cerrado y an
tes de cada inyeccidn se agité y se colocd una parte alicuota en un ——
cristalizador, administréndose a los animales 10 ml./Kg. por via intra

peritoneal.

Se utilizaron lotes de 5 animales, gque tras la inyeccidn del
agente irritante se colocaron individualmente en Jjaulas de makrolon, -
desprovistas de viruta, anoténdose las contorsiones abdominales reali-
zadas por cada uno de ellos entre el minuto 5 y el minuto 20 que siguen
a la administracién intraperitoneal del &cido acético, calculéndose la
media, desviacién y error standard. E1 efecto analgésico de una sustan
cia o varias administradas conjuntamente se determina por la inhibicién
de las contorsiones abdominales realizadas comparativamente con las ob-

tenidas en los animales utilizados como control.
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Se calcula el porcentaje de inhibicién mediante la aplicacién

de la siguiente f6rmula:

% de inhibicién 100 Media contorsiones tratados
{1} = —
Media contorsiones control

X 100

Este porcentaje nos permitiré obtener la recta de regresién -
‘representando efecto frente a logaritmo de la dosis mediante el mé&todo

de los minimos cuadrados.

Igualmente el célculo de la media y error standard nos permi-
tiré mediante el cé&lculo de la t de Student determinar los niveles de -

significacifn en cada caso.

Se han utilizado 10 animales como mfnimo para cada tratamien—

to.

Por este método hemos valarado:

12} Accifn analgésica de la TRH administrada por via subcuténea 10
minutos antes del &cido acético, a la dosis de 1,25; 2,5; 5y

10 mgs./Kg. obteniéndose la correspondiente recta de regresitn.

29) Accién analgésica de la morfina administrada subcutaneamente 15
minutos antes del &cido acético a la dosis de G,16; 0,32; 0,64;

1y 1,28 mgs./Kg. Obteniéndose la correspondiente recta de re—

gresitn,

39)Influencia de la reserpina administrada por via intraperitoneal,

a la dosis de 2,5 mgs{Kg. dada veinte horas antes del ac. acéti

co sobre el efecto analgésico de la morfina, a las dosis de ——
0,321 y 1 mgs./Kg y de la T R H a la dosis de 2,5 y 10 mgs./Kg.
administradas en las mismas condiciones gue en los apartados 19

y 292,

49) Influencia de la apomorfina administrada por via subcuténea a

la dosis de 0,25 mgs/Kg., 15 minutos antes, del &cido acético
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sobre la accin analgésica de la morfina, a la dosis de 41 mgs./
Kg. administrada del modo resefiado y sobre la accién analgésica

de la T R H,

La T R H se administré en este caso a las dosis de 1,25; 2,5; 5
y 10 mgs./Kg. en las condiciones sefialadas en el 12 apartado, -

obteniéndose la correspondiente recta de regresién.

METODO DE LA FENILBENZOQUINONA.- E1 agente inductor del dolor

es comg en el caso anterior de naturaleza quimica.

Este método se introdujo en la valoracifn de analgésicos gra-—

cias a los trabajos realizados por Hendershot y Forsaith (1959).

En el método original se valoraban las contorsiones abdomina-
les realizadas en los veinte minutos siguientes a la inyeccidn de la fe

nilbenzoguinona.

Hemos utilizado para esta prueba ratones albinos Swiss de sexo
hembra y de un peso comprendido entre 20 y 24 gramos. Asimismo hemos adop
tado la modificacién del método original realizada por Linee y Gouret (
1972), gue en esencia consiste en valorar las contorsiones abdominales -
realizadas desde el minuto 5 hasta el minuto 10 tras la administracidén
de la fenilbenzoguinona. En dicho periocdo de tiempo los animales reali-

zan el mAximo de contorsiones.

Esta modificacifn presenta asi una ventaja en cuanto a rapi -
dez de realizacién de la prueba sobre el método originalmente descrito

por Hendershat y Forshait.

La metodologia seguida para la preparacién del agente induc—

tor del dolor la exponemos a continuacidn:

12) Se pesan 20 mgs. de fenilbenzoguinona.

22) Previamente 100 cc. de agua bidestilada en matraz aforado se
mantienen en un bafio termostatado a 40 2C.

39) A un matraz topacic de 100 cc. le incorporamos un imén de agita-

cidén magnética y le abocamos los 20 mgs. de fenilbenzoguinona.
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Afiadimos 5 cc. de alcohol etilico absoluto que disuelven comple-
tamente a la fenilbenzoguinona, ayudado por agitacién magnética

durante 3 minutos.

42) Afadimos progresivamente el agua bidestilada a 40° C. a interva-
los regulares, y continuacmos agitando, hasta enrasar el matraz
topacio. La solucién asi preparada estd a una concentracién del

0,02 % .

59) La temperatura del bafio se desciende a 372 C. y durante toda la
duracidn de la prueba la solucién hidroalcohdlica de fenilbenzo
guinona es mantenida alli. Dos_minutos antes de la administra-—
cién de la fenilbenzoquinona secamos el matraz del bafio, agitan

do durante dos minutos en el agitador magnético.

62) Tras la agitacién se coloca una parte alficuota en un cristaliza
dor y se cargan las jeringas previamente preparadas hasta un va

lumen de 0,2 cc.

72) Se han utilizado lotes de cuatro animales, a los gue independien

temente del peso, se les administra por via intraperitoneal 0,2

cc. de la solucién hidroalcohélica de fenilbenzoquinona al 0,02%

Después de la administracién los animales son colocados en jau—
las individuales de makrolon desprovistas de viruta procediéndo-
se a la anotacién de las contorsiones abdominales realizadas en—

tre el minuto 5 y el minuto 10.

El efecto analgésico de una sustancia o varias administradas
conjuntamente se determina por la inhibicién de las contorsiones abdo-
minales realizadas comparativamente con las obtenidas en los animales

utilizados como control.

El porcentaje de inhibici6dn se calcula del modo ya expuesto
en el método anterior y nos permitiri obtener las correspondientes —

rectas de regresién.

Los niveles de significacién se obtienen de modo anidlogo al

expuesto en el método del Acido acético,
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Se han utilizado B animales como minimo para cada tratamien—

Por este método hemos valorado :

Accifn analgésica de la T R H administrada por via endoveno-
sa, 15 minutos antes de la fenilbenzoquinona a las dosis de
0,25, 1, 2,5, 5y 10 mgs./Kg. obteniéndose la correspondien
te recta de regresién.

Accién analgésica de la T R H administrada por via subcuté-—
nea, 20 minutos antes del agente inductor del dolor, a las
dosis de 1,25, 2,5, 5y 10 mgs./Kg. calculéndose la recta -
de regresidn.

Accidn analgésica de la morfina administrada por via subcu-
ténea 25 minutos antes de la fenilbenzoguinona a las dosis
de 0,16, 0,32, 0,64 y 1,28 mgs./Kg. calculédndose la recta -
de regresién.

Influencia de diversos farmacos sobre la accién analgésica
de la T R H y de la morfina, administradas por via subcuté-
nea, 20 y 25 minutos antes de la fenilbenzoguinona respecti

vamente, Distinguiremos:

Influencia del S5-Hidroxitript6fano, a la dosis de 25 mgs./

Kg.,por via intraperitoneal 22 minutos antes de la fenil—

benzoguinona sobre la accién analgésica de la T R H (2,5 -

mgs./Kg.) y de la morfina (0,321 mgs./Kg.).

Influencia del S5-Hidroxitript6fano, a la dosis de °2° /

Kg. administrado por via subcuténea, 22 minutos anic.

agente inductor del dolor sobre la accidn analgésica de la
T RH a las dosis de 0,312, 0,625, 1,25 y 2,5 mgs./Kg. ob-

teniéndose la correspondiente recta de regresidn.

Influencia del sulfato de eserina a la dosis de 0,1 mgs.z

Kg. administrado por via subcuténea, 25 minutos antes de la

fenilbenzoguinona, sobre la accién analgésica de la T R H

(2,5 mgs./Kg.) y de la morfina (0,321 mgs./Kg.).
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h)

1)

7

Influencia de la oxotremorina a la dosis de 0,01 mgs./Kg.

administrada por via subcuténea 30 minutos antes de la fe-—

nilbenzoquinona sobre la accién analgésica de 10 mgs./Kg.

de T R H, y de 0,321 mgs./Kg. de morfina.

Influencia de la oxotremorina, a la dosis de 0,01 mgs./Kg.

administrada por via subcuténea 30 minutos antes de la fe

nilbenzoquinona sobre la accidn analgésica de la T R H, a
las dosis de 1,25, 2,5, 5 y 10 mgs./Kg. obteniéndose la -

correspondiente recta de regresién,

Influencia del metilnitrato de atropina a la dosis de 2,5

mgs.ZKg. administrado subcuténeamente 30 minutos antes de

la fenilbenzoguinona sobre la accién analgésica de 2,5 mgs.

/Kg. de T R H.

Influencia del sulfato de atropina administrado por via sub

cuténea a las dosis de 0,625, 1,25, 2,5 y 5 mgs./Kg. 30 mi-

nutos antes de la f. nilbenzoguinona, sobre la accidn analgé

sica de 2,5 mgs./Kg. de T R H.

Influencia del sulfato de atropina, a la dosis de 5 y 10 mgs.
/Kg. administrado por via subcuténea 30 minutos antes de la
fenilbenzoquinona, sobre la accién analgésica de la morfina
a las dosis de 0,32 y 0,64 mgs./Kg.

Influencia del sulfato de atropina a la dosis de 1,25 mgs./

Kg. administrado por via subcuténea, 30 minutos antes de la

fenilbenzoguinona sobre la accidn analgésica de 1la T B H a
las dosis de 0,156, 0,312, 0,625, 1,25 y 2,5 mgs./Kg., obte—

niéndose la correspondiente recta de regresién.
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5) RESULTADOS

5-1 ACCION ANALGESICA DE LA T R H

5-1-1 : METODO DE PRESION EN LA COLA

La T R H administrada por via intracerebroventricular presenty
actividad analgésica. Como observamos en la tabla I y en la figura 1 el
efecto analgésico de la T R H es dosis dependiente. E1 porcentaje del
drea de proteccién obtenido se incrementa de modo dosis dependiente, pa
sando de un 12 % para la dosis de 0,1 ug/rata a un 67,70 % para la dosis

de 200 ug/rata.

A la dosis de 0,1 ug la diferencia es muy significativa con res—
pecto al control (p < 0,01) . Para el resto de las dosis ensayadas se ob
tienen unas diferencias altamente significativas con respecto al control

(p< 0,001).

Se constata tambien gue el méximo efecto analgésico con la T R H
aparece a los 5 minutos de la administracidn. Se aprecia oue a los 5 mi-~
nutos con dosis de 100 y 200 ug/rata los animales soporten el maximo de
presién aplicado en esta prueba. E1 efecto analgésico obtenido con la

T RH declina de forma répida a lo largo del tiempo.

En la tabla II y en la figura 2 se aprecia el efecto obtenido cuan
do se administra morfina por via intracerebroventricular. Esta accidn anal
gésica es también dosis dependiente y el porcentaje del Area de proteccidn
pasa de un 11,28 % para la dosis de 0,05 ug a un 100 % para la dosis de

5 ug/rata.

Los niveles de significacién con respecto al control, pasan de ser
significativos (p<£0,05) a la dosis de 0,05 ug, a altamente significativos
(pAL 0,001) para el resto de las dosis ensayadas.

Al igual que la T R H, el maximo efecto analgésico se obtiene a los
5 minutos de la administracién, peroc la declinacién del efecto es més len-
ta y a las dosis de 5 y 10 ug/rata la maxima presién aplicada (400 pondios)

se soporta durante todo el tiempo.



TABLA I ACTIVIDAD ANALGESICA DE LA TRH (I.C.v.) MET O DE PRESION EN ' . COLA

_-= llnlnl.l.l..llli]llll[llI.«l.llsl.flf«li“““””“”“””“““““””v oo g fomrdfeneloe m““““”ﬁ"“”“““J“nn”“”““”n
. 'MEDIA DE PRESIONES (PONDIOS) SOPORTADAS PARA A : DA
Dosis MERIAS ( ) 3 AREA AREA 50
10 rat KILOPONDIO> PROTECCION
>roducto [19/10ml /ratal 451 +151 +30¢ +451 I MINUTO ’ % ug/rata
Suexro
5alino 10 ul . 130,0 201,8 | 166,0 155,6 | 149,92 41,5 0,0 + 1,39 0,0 + 9,9 —_—
- | e T T I ~ |12,00+ 7,98 |
0,1 150,0 241,1 | 176,7 167,0 | 1 138,0 1,0 1,12 (++)
1 144,0 | 300,90 | 225,0 | 182,0 156,0 2,15+1,07 (4t4)
‘ 36,73+20,47 44,2
10 149,0 394,3 | 285,0 236,0 | 196,0 | 178,0 5,1342,86 (+i+) (10-170)
T, R.H.
52,21416, 71
50 143,0 371,17 322,0 300,0 | 234,0 219,0 7,30+2, 34 (+++)
54,05+20, 24
100 141,0 400,0 | 329,0 279,0 | 262,0 223,5 7,55+2,83 s
67,70+20, 04
200 122,0 | 400,0 | 385,0 | 317,0 | 270,0 | 180,0 9,4612,80 (1)

+++ p < 01001
++ p £ 0101
+ p ¢ O'C5



Fig, 1 ACCION ANAIGESICA DE LA T.R.Ho ( i.c.ve ) EN EL METODO DE PRESION EN LA COLA
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TABLA II  ACTIVIDAD ANALGESICA DE LA MORFINA ( I.C.V.) METODO DE PRESION EN LA COLA
Dosis TTEMPO AREA AREA 50
LOP
Producto | ug/10 ui/rata | _ 151 + 51 + 151 |+ 300 + 451 + 60! szmemonOm\ PROTECCION ug /rata
O\pl
S
DUSTO 10 u1 130,0 | 201,8 | 166,0 | 155,6 | 149,2 | 141,5 0,0 £1,39 | 0,0 £9,9 —
&mwwmw lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll N
0,05 134,0 | 202,0 | 216,0 | 197,0 | 176,0 164,0 |[1,58 £ 1,51 AJ,mmAH 10,82
+
0,1 142,0 293,0 | 292,0 | 289,0 236,0 206,0 [6,50 £ 1,86 gm.¢w+m+ww,mﬂ
+
MORF INA 1 129,0 | 336,6 | 345,5 | 324,0 | 328,8 286,0 |9,85 £ 2,35 Qo.bm = wm.ﬁm 0126
et (011-017
+
5 155 400,0 | 400,0 | 400,0 | 400,0 400,0 13,99 * 0,04 Aoo,wmﬂy%~MQ
10 147,5 | 400,0 | 400,0 | 400,0 | 400,0 400,0 |[13,98 * 0,02 100,00 + 0,14
+++
+++ p < 0,001
++ p < 0,01
-+ Hu < Oqom



Fig. 2 ACCION ANAIGESICA DE LA MORFINA ( i. c. v. ) EN EL METODO DE PRESION EN LA COLA
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En la figura 3, comparamos el porcentaje de &rea de proteccidn
frente a distinta dosis de T R H y morfina. Podemos apreciar como la mor—
fina tiene mayor potencia y alcanza a la dosis de 5 ug el 100% de pro-
teccidn. La T R H alcanza como méximo el valor de 67,70% a la dosis de

200 ug.

En la figura 4, se representan las rectas de regresién obtenidas
para las T R H y la morfina poniendo en ordenadas el porcentaje de érea

ge inhibicidn y en abcisas el logaritmo de la dosis.
Para la T R H, la ecuacién de la recta obtenida es:
E= 14,97 4+ 21,29 x log dosis (ug/rata).

El coeficiente de correlacién obtenido es r= 0,99 y la correla-
cién lineal es altamente significativa (p< 0,001 entre efecto y logarit-

mo de la dosis.
Para la morfina la ecuacitn de la recta obtenida es:
E= 72,90 + 39,48 x log dosis (ug/rata).

El coeficiente de correlacidn es : r= 0,97 y la correlacidn ob-

tenida es significativa(p<0,0S)entre efecto y logaritmo de la dosis .

Podemos observar como la ordenada en el origen es més elevada
en el caso de la morfina y también que la recta gue representa a la mor-
fina esté& mas desplazada hacia la izquierda lo gque indica una mayor po-
tencia.Por interpolacién de ambas rectas se determina la dosis analgésica
50 ( DAsg ) para ambos productos quedando establecida en:

- MORFINA : DAsg = 0,26 ug/rata
- THH : DAsg = 44,2 ug(rata

it

Las dosis analgésicas 50 resefiadas, correspaonden a la accibn anal-—

gésica valorada a 1lo largo de los 60 minutos que dura la prueba.

En la tabla III se observa el efecto analgésico en forma de por-—
centaje de animales gue soportan una presién en la cola igual o superior

a 300 pondios, valorado a los 5 minutos de la administracién de la T R H.

Las dosis de T R H son de 0,1, 0,5, 1,0 y 10 ug/rata. Existe una



Fige 3 PORCENTAJE DE AREA DE PROTECCION OBTENIDA CON IA T.R.H. Y MORFINA EN EL METODO
DE PRESION EN LA COLA
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Fig. 4 EFECTO ANALGESICO DE T.R.Hs Y DE LA MORFINA VALORADO EN EL METODO DE
PRESION EN LA COILA ’

A: MORFINA E: 72'90 + 39'49 x log Dosis (ng/rata)
B: T.R.H, E: 14'97 + 21'59 x log Dosis (ng/rata)

100 .. *
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" relacién dosis efecto pasando de una proteccién del 20% a la dosis de

0,1 a un 90% para la dosis de 10 ug/rata.

En la figura 5 representamos en ordenadas probits correspon-
dientes a tanto por ciento de efecto y en abscisas dosis en ug/rata.
Se obtiene de esta forma, la correspondiente recta de regresién con

1la siguiente ecuacidn:

E

5,32 + 1,06 x dosis

El coeficiente de correlacién de la recta es: r= 0,99 y la

correlacién obtenida es altamente significativa ( p< 0,001 ).

Por interpolacidn obtenemos la DAsg de la T R H cuando el
efecto se valora a los 5 minutos de la administracifin quedando establecida

en: 0,51 ug/rata que corresponderia aproximadamente a 4 ug/kg.



Fige 5 ACTIVIDAD ANALGESICA TeR.H. (I.C.V.) DETERMINADA A LOS 5 MINUTOS DE LA ADMINISTRACION,
EN EL METODO DE PRESION EN LA COLA

Probits

E= 5'32 + 1'06 x Dosis (ng/rata)

o s e e e e wmas e ey S e aee  wewe

0101 0" 1 10 pe/animal
bwa-uO 151 ug
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5-1-2 : METODO DE LA PLACA CALIENTE

La T R H administrada por via subcuténea a la dosis de 10 mg/Kg

carece de efecto analgésico.

Como observamos en la tabla IV y en la figura 6, la media del
tiempo de respuesta al dolor ( en segundos ) obtenida a los 20, 40 y 60

minutos de la administracidn no difiere significativamente del control.

Por el contrario, la morfina incrementa de forma notoria dicha
media alcanzando su maximo ( 29 £0,63 segundos) a los 40 minutos de la
administracién del producto. Las diferencias con los animales control

son altamente significativas ( p<0,001 ) a todos los tiempos ensayados.



TABLA IV ACTIVIDAD ANALGESICA DEL T.R.H., Y DE LA MORFINA VALORADA EN EL METODO DE LA PLACA

CALIENTE.
MEDIA Y ERROR ESTANDAR DEL TIEMPO DE RESPUESTA AL DOLOR mz SEGUNDOS
TRATAMIENTO -
TIEMPO O TIEMPO 20 TIEMPO 40 TIEMPO 60
§. FISIOLOGICO 21 + 1,09 15,4 + 1,43 12,8 + 1,46 10,6 + 0,82
10m1/kg.
T.R.H. 10 mg/kg. 21,1 + 0,92 14,3 + 1,17 13,3 + 0,89 12,3 + 0,72
ot o e A S v St s S i o St O D e, S i B - T " s e o i s e e " o S ot S — o - s v o oo s 2 e o S ot ——— ———— — "~ e s it S s ot St s St s S W T P i o D S 4 lllllllll - —— . - o ——— o —
NIVEL DE SIGNIFICACION CON
RESPECTO AL CONTROL N.S. N.S. N.S. N.S.
MORFINA 10 mg/kg. 19,3 & 1,12 26,4 1 0,97 29 10,63 24,4 1 1,6
- e W S WD S W M S AN S R WO ik SV W S — — —— —— - W . st [ s S . S, s SV Sy S o W o B, W — —— -~ — .A lllllllllllllllllllllll W — " — Y e S " o W o s G e S . S S G SO = S S W wm— — o — - ———an — o
NIVEL DE SIGNIFICACION CON
RESPECTO AL CONTROL. N.S. Tt o Tt

e Wt o e aer ot e iy BT s ey Py ek Bt Sy SR o T e S ok A e S iy ot T T s Ay o Sr Pt TS W i s e W Sm G e N S e S S T S A b MR e T mem M m i ot e T W S hm T Mo T s T e o e Mt mm e et St e e e o o e e M S T b fhme Ty ey e o St St e e St e oy e e e e Tt W ©
I s s T T T e T e T e T I L I I S N S N N S N N N S N O T S N T T O N N N I T N T N R S T S T N S N I S S N S T T S T N R N S N T T e S T N s S S s s



O0——0  SF 10 ml/Kg

Fig. 6 ACCION ANAIGESICA DE LA T.R.He Y DE LA MORFINA EN T.R.H, 10 ng/Kg sc
EL METODO DE LA PLACA CALIENTE —4 eitelle g

»————%  MORFINA 10 mg/Kg sc

(Tiempo limite de permanencia en la placa: 30'! )

Tiempo de
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al dolor
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5-1-3 : METODO DEL ACIDO ACETICO

La T R H administrada por via subcuténea tiene accidn analgésica.
En la figura 7 se representa el efecto obtenido ( en ordenadas ) frente al

logeritmo de la dosis en mg/Kg ( abscisas).

Con las dosis de 1,25, 2,5, 5y 10 mg/Kg de T R H se obtiene la

correspodiente recta de regresi6n gue tiene la ecuacidn siguiente:

E = 154 56 x log dosis ( mg/Kg )

El coeficiente de correlacién de dicha recta es de: r= 0,989595
y la correlacién lineal es significativa ( p< 0,02 ) entre efecto y loga-

ritmo de la dosis.

Por interpolacién la DAspg de T R H por via subcutinea en este

método es de 4,22 mg/Kg.

Operando de forma andloga, con las dosis de morfina ensayadas:
o,1s, 0,32, 0,64, 1,0 y 1,28 mg/Kg se obtiene la recta de regresién co-

rrespondiente con la siguiente ecuacidn:

E = 73,2 + 73,1 x log dosis ( mg/Kg )

£l coeficiente de correlacidn de dicha recta es de : r= 0,986 y

la correlacién lineal es muy significativa ( p<0,01 ).

La DAsg de la morfina en este método es de 0,48 mg/Kg.

Comparando ambas rectas se observa una mayor ordenada en el ari-

gen y una mayor pendiente en el caso de la morfina.



Fig. 7 EFECTO ANALGESICO DE IA T.R.He. Y DE LA MORFINA
(Metodo del Ac. Acetico)

100 + B

90

70 t

60

50
A: Morfina E= T73'2 4+ 73'1 x log do

(me/Kg)

B: TeR.He E= 15 + 56 x log dosis (m

10 %

3 3 3 ] $ud- L '
+ L

0'16 0'32 0164 1 1'25 4128 2'5 5 10 Dosis mg/Kg
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5-1-4 : METODO DE LA FENILBENZOQUINONA

La T R H presenta actividad analgésica valorada en este método.

Se ha determinado la accidn analgésica administrando el pep-
tido por via subcuténea y endovenosa tal como se aprecia en la figura 8

donde se representa el efecto obtenido frente al logaritmo de la dosis.

La recta de regresidn obtenida para la T R H por via endoveno-

sa tiene la siguliente ecuacibn:

E = 51,22 + 43,55 x log dosis ( mg/Kg )

Su coeficiente de correlacién es de: r = 0,993 existiendo una
correlacién lineul altamente significativa ( p< 0,001 ) entre efecto y

logaritmo de la dosis.

Por interpolacién la DAsp obtenida para la T R H por via endo-

venosa es de 0,94 mg/Kg.

La recta de regresién obtenida cuando se administra la T R H

por via subcuténca tiene la siguiente ecuaci6n:

E = 20,5 + 70,7 x log dosis ( mg/Kg )

El coeficiente de correlacién es de: r = 0,968 con una corre-
lacién lineal significativa ( p< 0,05)entre efecto y logaritmo de la

dosis.
Por interpolacién la DAsQ seria en este caso de 2,61 mg/Kg.
Estudiando ambas rectas de modo comparativo se observa una oOr-

denada en el origen mds elevada cuando la administracién es par via endo-

venosa,



maHm.o m

EFECTO

100

0

50
40
30

20

10

EFECTO ANAIGESICO DE LA T.R.H. POR VIA ENDOVENOSA Y SUBCUTANEA
(Metodo de la Fenil Benzoquinona)

A: T.R.H, sc E = 20'S + 70'7 x log DOSIS (mg/Kg)
Bs T.R.H, iv E = 51122 + 43'55 x log DOSIS (mg/Kg)

0'25 1 1125 215 5 10 DOSIS T.R.H. mg/Kg
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En la figura 9 se compara la recta de regresi6n obtenida por 1a T B H
cuando se administra por via subcuténea con la obtenida con la morfina

administrada por la misma via.

La recta de regresién para la morfina presenta la siguiente

ecuaciodn:

E = 82,7 + 61 x log dosis ( mg/Kg )

Su coeficiente de correlacién es de : r = 0,969 con una co-—
rrelacién lineal significativa ( p< 0,05 ) entre efecto y logaritmo de

la dosis.

Por interpolacidn la DAsg de la morfina valorada en el método

de la fenilbenzoguinona serfa de 0,29 mg/Kg.

Si comparamos las rectas de regresidn obtenidas con 1la T R H
y con la morfina observamos como en este Gltimo caso, el valor de la or—

denada en el origen es muy superior.



Fig. 9 EFECTO ANAIGESICO DE LA T.R.H. Y MORFINA POR VIA SUBCUTANEA
(Metodo de la Fenil Benzoquinona)

E.=82'7 4+ 61 x log DOSIS (mg/Kg) MORFINA
B: E =20'S + 70'73 x log DOSIS (mg/Kg) T,R.H,
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5-2 POSIBLE INTERACCION Dt LA T R H CON RECEPTORES OPIACEQS.

5-2-1 : INFLUENCIA DE LA NALOXONA SOBRE LA ACCION ANALGESICA DE LA
TRHY DE LA MORFINA.

En la tabla V se aprecia como la naloxona no modifica la
accion analgésica de la T R H valorada en el método de presién en la

cola.

La T R H a la dosis de 100 ug/rata nos da un &rea de protec-
cién de 15,65 kilopondios/minutoc que no difiere significativamente de

la obtenida en ausencia de la naloxona ( 17,25 kilopondios/minuto ).

Por el contrario el efecto analgésico obtenido con 5 ug/rata
de morfina se reduce de modo impresionante por la naloxona, obteniéndo-
se un &rea de proteccién de 13,34 kilopondios/minuto con una diferencia
altamente significativa { p<0,001 ) con la obtenida por la morfina, a
esta misma dosis, en ausencia de la naloxona ( 23,38 kilopondios/minu-

tos.

En la tabla VI se expresa el efecto de la naloxona sobre el
porcentaje del &rea de proteccidn obtenido con la T R H y con la morfi-

na en presencia y en ausencia de la naloxona.

En el caso de la T B H dicho porcentaje no difiere significa-
tivamente, obteniéndose valores de 48,91 en ausencia de naloxona y de

46,45 en presencia de naloxona.

En el caso de la morfina la reducci6n del porcentaje del &rea
de proteccifin en presencia de naloxona es muy acentuada, pasando de un

100% a un 28,22% con una diferencia altamente significativa ( p<0,01 ).
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En la figura 10 expresamos en un diagrama de barras los

resultados expuestos en la tabla VI.

5-2-2 : ACCION EN LA PREPARACION DE MUSCULO LONGITUDINAL - PLEXO
MIENTERICO DE ILEON DE COBAYQ.

Tal como observamos en la figura 11 la T R H , a ninguna
de las concentraciones ensayadas{ Desde 1,75 x 10 8 M a 1,75 x 10 =S )

inhibe las contracciones obtenidas.

En la figura 12, se observa el efecto obtenido con la morfi-

na a concentraciones de 5 x 10 -8 m . Se aprecia una reducci6n marcada
en las contracciones, gue corresponde a un 43,48 % y también observa-—
mos comp la naloxona, a concentracidnes de 5 x 10 -8 M antagoniza esta

inhibicidn.



ig. 10 INFLUENCIA DE LA NALOXONA SOBRE LA ACCION ANALGESICA DE LA
MORFINA Y DE LA T.R.H,

Morfina 5 ug/Rata

Naloxona 2 mg/Kg
NJ Morfina 5 ug

Efect¢
% T.R.H. 100 ug/Rat.
Naloxana 2 mg/Kg
TeR.He 100 ug
100 -+
50 ¢+
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5-3 ACCION ANALGESICA DE LA HISTIDILPROLINA DICETOPIPERACINA.

La histidilprolina dicetopiperacina carece de accifn anal-

gésica valorada en el método de presifén en la cola.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla VII. El
&rea de proteccifin obtenida cuando se administra 100 ug/rata de histi-
dilprolina dicetopiperacina es de 10,63 kilopondios/minuto que no di-
fiere précticamente de la cbtenida con la administracién de suerc fi-
siolégico { 9,93 kilopondios/minuto ) y que €s muy distinta de la ob-
tenida con 100 ug/rata de T R H (16,94 kilopondios/minuto).Expresando
estos resultados en porcentajes del &rea de proteccin la histidilpro-
lina dicetopiperacina obtiene un 5,2% , gue no difiere estadisticamen—
te del control y 1la T R H un 52,1% , con una diferencia altamente sig-

nificativa ( p<0,001 ) con respecto al control.

En la figura 13, representando en ordenadas la media de pre-
siones soportadas en pondios y en abscisas el tiempo en minutos, expre-—
samos graficamente los resultados expuestos en la tabla VII. Podemos
apreciar como la histidilprolina dicetopiperacina es muy similar al con-

trol y la notable diferencia existente entre ambos y la T R H.
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5-4 ACCION ANALGESICA DE LA ACETIL-L-HISTIDIL-L-PROLINAMIDA Y DEL

CLORHIDRATO DE BENZOIL-L~HISTIDIL ~L--PROLINAMIDA.

Los dos andlogos de la T R H estudiados presentan actividad

analgésica cuando se valoran en el método de presidn en la cola.

Los resultados cbtenidos se expresan en la tabla VIII. Como
en 21 caso de la T R H el efecto m&ximo se produce a los 5 minutos de
la administraci@n intracerebro ventricular de los péptidos y el efecto
declina con rapidez a lo largo del tiempo. El efecto obtenido con am—
bos an&logos es algo inferior al obtenido con la T R H como vemos a

continuacién.

a) Con la acetil -l-histidil-l-prolinamida obtenemos un é&rea
de proteccidn de 15,47 kilopondics/minuto que expresado en porcentaje
representa el 41,18%. Este porcentaje comparado con el control es al-
tamente significativo ( p<0,001 ) , no difiriendo estadisticamente

del porcentaje obtenido con la TR H ( 52,1% ).

b) Con el clorhidrato de benzoil-l-histidil-l-prolinamida, ob-
tenemas un &rea de proteccidén de 14,47 kilopondios/minuto que expresa-
do en porcentaje representa el 35,98%. Este porcentaje es altamente
significativo ( p<0,001 } comparado con el control y significativo

( p< 0,05 ) cuando se compara con la T R H.

En la figura 14 se expresan graficamente los resultados obtenidos

en la tabla VIIIL.

En las figuras 15 y 16 representamos gré&ficamente las estruc-—
turas quimicas de ambos andlogos, de la T R H, de la histidilprolina

dicetopiperacina y de la morfina.



TABLA VIII EFECTO DE LA T.R.H. ACETIL-L--HISTIDIL-L~PROLINAMIDA Y CLORHIDRATO DE BENZOIL-L-—
HISTIDIL-L-PROLINAMIDA ( I.C.V.) EN EL METODO DE PRESION EN LA COLA.

m s o a e St Tt mme T Am m mm SS e S ey St s e T s S S T S S S S we e Y S TN s e iy v T A S Sim Mm S mim e S o b T e Ak e e M e o T S e v s M e T Tt e et T T e S St Ak s AT R oy o T S % e A v o e = e S ey o

llllllllllllll l._lil.l.ll..l.ll.l..ll..ll.nlll|.l|.l|||.l.l..l|||ll.l:ll.l-l.l.l.l.l.ll..l...ll|I..ll..l.l..|n|.l|||-.l|.II.|||I.I..ll..lal'u._-.lll...ll.lu.ll.I.I.“"”"“J."""""”"""”"”“J
DOSTS MEDIA DE PRESIONES SOPORTADAS PARA CADA TIEMPO AREA PROTECCION

S prioromos /| e
................ ug /10uy/rata | =15 | +5 | 15 | 430 |45 |+ 60 T T T eI
e e R ) e e FEEEEEmSES T. lllllll 4 lllllll e e S %llllllllll lllll J"H"HIUHHUHUHHH
S. FISIOLOGI-

co. 10 w1 160,00 | 187,14 |174,24 | 161,42 | 160 150 9,93 T 0,88 0
T.R.H. 100 ug 141,00 | 400,00 |329,00 | 279,00 | 262,00 | 237,75 16,94 = 0,89 52,1
(+++) )

ACETIL~L—

HISTIDIL-L— 41,18

+ H

PROLINAMIDA 100 ug 152,14 { 350,71 |309,28 | 234,28 | 230,71 |215,00 15,47 £ 0,70 (1)

LENZOILw-L-

+

HISTIDIL-L— 100 ug 153,00 | 320,00 [297,00 | 229,00 | 215;56 | 196,00 14,77 = 0,49 35,98

PROLINAMIDA

CLORHIDRATO (+#4) ()

- p < 0,001 “"p  0'001

{IIVEL DE SIGNI- NIVEL DE SIGNI- ~rL 0107
FICACION RESPEC | ++ p < 0,01 FICACION RESPEC ~b 0105

TO AL CONTROL + p < 0,05 TO AL TRH
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5-5 INFLUENCIA DE FARMACOS QUE MODIFICAN EL CONTENIDO DE AMINAS

BIOGENAS EN EL S.N.C. SOBRE LA ACCION ANALGESICA DE LA T R H

Y DE LA MORFINA,

5-5-1 : RESERPINA.

a) Cuando se emplea la T R H y morfina a dosis de 2,5 y
0,321 mg/kg. encontramos los resultados de la tabla

IX gue se pueden resumir de la forma siguiente:

19) El pretratamiento con reserpina no modifica la media
de contorsiones realizadas, comparativamente con el

control.

22) La media de contorsiones realizadas por los animales
gue recibieron suero fisiol6gico y 0,321 mg/Kg de mor—
fina fue de 19,4, gue es muy significativa ( p< 0,01 )
comparada con el control. Los animales pretratados con
reserpina y administrados con la misma dosis de morfina
presentan un aumento en la media de contorsiones reali-
zadas gue es de 29,5, sin que se aprecien diferencias

significativas con los animales control.

32) No se observan diferencias significativas en el efecto
analgésico de la T R H en presencia o en ausencia de
reserpina, siendo las medias obtenidas de 19,25 y 19,6

respectivamente.

b) Cuando se emplean la T R H y morfina a dosis de 10 y 1
mg/Kg respectivamente los resultados obtenidos se mues-—
tran en la tabla X y en la figura 17 y los podemos resu-—

mir a continuaciédn:



TABLA IX INFLUENCIA DE LA RESERPINA SOBRE LA ACCION ANALGESICA
DE LA TRH Y DE LA MORFINA

RESERPINA SUERO FISIOLQO | RESERPINA SUERO FISIOLO| RESERPINA
GICO GICO
PARAMETRO CONTROL }|SUERO FISIOLO .
GICO TRE 215 mg/kg | TR 2'5M9-/XG|yoperya MORFINA
llllllllll prmbmd prvaden sdmundemmbuaguretp i’ -_—= o= === —_—a proefmmes SRl putuont e “lp—l.wm'.\—ll‘g’mmll'llpﬂlwl'mldlﬁm&“ﬂ“@l-“““u.ﬂ
MEDTIA 35,47 36,85 19,6 19,25 19,4 29,5
ERROR STANDARD 3,18 4,88 2,76 3,22 4,05 3,97
NIVEL DE SIGNIFI-
CACION RESPECTO N.S. +tt ++ ++ N.S.
CONTROL
ITVEL DE SIGNIFI-
CACION RESPECTO
z. m. Z. m.
PATRON

+++ p < 0'001

++ P< O'O
+ P < 0'05
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1¢) E1 pretratamiento con reserpina no modifica significa~

tivamente la media de contorsiones realizadas con res-~

pecto al control.

A esta dosis, el lote tratado con morfina, presenta una
media de contorsiones de 5,4, con una diferencia muy sig-
nificativa ( p< 0,01 ) con respecto al control. El pretra—
tamiento con reserpina eleva de forma marcada ma media de
contorsiones que pasa a ser de 27,8 , reduciendo el nivel
de significacién con respecto al control, a no significa-
tivo y existiendo entre ambos tipos de tratamiento una di-

ferencia significativa { p<0,05 ).

El pretratamiento con reserpina no modifica la media de
contorsiones obtenida con 10 mg/Kg de T R H, que es de
9,8. En ausencia de reserpina dicha dosis nos da una me-
dia de 10,6. En ambos casos, el nivel de significacidn
comparando - la media de contorsiones realizadas con

respecto al lote control es muy significative ( p<0,01 ).



TABLA X INFLUENCIA DE LA RESERPINA SOBRE LA ACCION ANALGESICA
DE LA TRH Y DE LA MORFINA
RESERPINA |SUERO FISIOLO| RESERPINA SUERO FISIOLO RESERPINA
PARAMETRO CONTROLicgro FISIOLO GICO TRH 10 mg./kg|%tC0 MORFINA 1 mg./Xg.
GICO TRH 10mg/Xg. MORFINA 1mg/Xg
e ot oot s e ittt e s e e et et b ene et pam i o esteeirviniprmrreeparrsred. Sl peteslumey e s gl ey vy oI e =
MEDTIA 35,6 35,06 10,6 9,8 5,4 27,8
ERROR STANDARD 5,16 4,56 3,35 5,68 2,48 6,72
NIVEL DE SIGNIFI~-
CACION RESPECTO
CONTROL N.S. ++ ++ ++ N.S.
NIVEL DE SIGNIFI-
CACION RESPECTO
N.S. ~
PATRON

+++ p < 0'001
++ p< 0'01
+ P<0'05

**tp< 0'001
“"p< 0'01
“p< 0'05
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5-5-2 : APOMORFINA.

5-5-2-1 INFLUENCIA S0BRE LA ACCION ANALGESICA DE LA T R H Y DE
LA MORFINA.

Los resultados se aprecian en la tabla X1 y en la figura

18 resumiéndolos a continuacién:

12) la apomorfina a la dosis ensayada ( 0,25 mg/Kg ) no
modifica la media de contorsiones realizadas respecto

al control.

29) La respuesta obtenida con 1 mg/Kg de morfina expresada
como media de contorsiones es de 10,4 con una diferencia
altamente significativa ( p<0,001 ) con respecto al con-
trol. E1 tratamiento con apomorfina eleva notablementé es—
ta media que pasa a ser de 20,8, reduciendo su nivel de
significaci6n con respecto al control a muy significativo
( p<0,01 ), apreci&ndose entre ambos tratamientos una di-

ferencia significativa ( p<0,05 ).

32) La media de contorsiones realizadas con la dosis de 5
mg/Kg de T R H es de 20,37 con una diferencia muy signifi-
cativa ( p« 0,01 ) respecto al control. E1 tratamiento
con apomorfina y T R H disminuye considerablemente la me-
dia de contorsiones realizadas gue pasa a ser de 8,8 au-
mentando la significacién con respecto al control a ni-
veles altamente significativos ( p<0,001 ), apreciéndo-
se entre ambos tratamientos una diferencia significativa

( p<«0,05 ) .

5-5-2-2 INFLUENCIA DE LA APOMORFINA SOBRE LA ACCION ANALGESICA DE
DOSIS CRECIENTES DE T R H.



TABLA XI INFLUENCIA DE LA APOMORFINA SOBRE LA ACCION ANALGESICA
DE LA TRH Y DE LA MORFINA

APCMORFINA SUERO FISIO- | APOMORFINA SUERO FISIOLQ { APOMORFINA
PARAMETRO CONTROL SUERO FISTIO- LOGICO GICO

LOGICO TRH 5 mg./Kg | TRH 5mg./Kg. |MORFINA 1mg/Kg| MORFINA 1 mg./Xg.
MEDTA 40,6 40,6 20,37 8,8 10,4 20,8
ERROR STANDARD 2,99 3,53 2,28 2,98 3,19 1,88
NIVEL DE SIGNIFI-
CACION RESPECTO

N. S, ++ 4 44 ++

CONTROL
NIVEL DE SIGNIFI-
CACION RESPECTO ~ ~
PATRON

+++ p < 0'001
++ P< O'O1
+ P< 0105

~%% p < 0'001
"™ p< 001
“ p< 0105
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INFLUENCIA DE DOSIS BAJAS DE APOMORFINA SOBRE LA ACCION ANAIGESICA
DE 1A T.R.H. Y DE LA MORFINA

T 1

Controls S.F. ,
S.F.

SR SOF.

40 Apomorfina 0'25mg/¥
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* ¥
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Los resultados obtenidos se expresan en la tabla XII,
aprecidndose gue el tratamiento con apomorfina modifica la res-—
puesta analgésica obtenida para todas las dosis de T R H : 1,25,
2,5, 5,0 y 10 mg/Kg., observando una notable disminucién en la

media de contorsiones.

Podemos destacar, que la T R H a dosis de 1,25 mg/Kg.,
en ausencia de apomorfina, presenta una media de contorsiones de
31,8 gue no difiere significativamente del control. En presencia
de apomorfina la media pasa a ser de 24,1 con una diferencia muy

significativa ( p<0,0l ) con respecto al control.

Considerando la dosis de 5 mg/Kg de T R H , ohservamas
como la media de contorsiones realizadas en ausencia de apomorfi-
na es de 20,37, pasando a 8,8 cuando se administra apomorfina; se
observa entre ambos tratamientos una diferencia significativa (

p< 0,05 ).

Con los resultados expresados en la tabla XII se obtie-
nen la rectas de regresién de la T R H en presencia y en ausencia
de apomorfina, tal co mo se aprecia en la figura 19, donde repre-
sentamos el efecto obtenido frente al logaritmo de la dosis en mg/Kg
la ecuacifn de la recta obtenida por la T R H en ausencia de apomor-

fina ( recta A de la figura ) es de:
E =15+ 5% x log Dosis ( mg/Kg )

El coeficiente de correlacién de la recta A es de: r = (0,98995
con una correlacién lineal significativa ( p<0,02 ) entre efecto y
logaritmo de la dosis.

La ecuacién de la recta obtenida con la T B H en presencia

de apomorfina ( recta B de la figura ) es de :



TABLA “** INFLUENCIA DE LA APOMORFINA SOBRE LA ACCION ANALGESICA DE LA TRH

- — P p— ”Jul b’ ontmureliamery o= e, Demp g NI WOt PR —_——— F=u= ——
APOMORFI-| SUERO FI~ |APOMORFI~| SUERO FI | APOMORFI |SUERO FI-|AOPOMORFI|SUERO FI |APOMORFI-
NA SIOLOGICO [NA SIOLOGICO NA SIOLOGICO|NA SIOLOGICQ NA
t 1 1 1
PARAMETRO CONTROL mcmww@mmm TRH © mw%\ kgl Trm 0'25mg/Kg qppy |0'25mg/Kg| qru  |0'15mg/Kg
sToL0GICo |1 25ma/ kg P 2'5 mg/Kg | TRH 5mg/Xg. TRH 10 mg/Xg| TRH
S I st AR K N 2'5mg/kg| | 5mg./kg.| _|iomg./Xg.
IEDIA DE
CONTORSIONES 40,6 40,6 31,8 24,1 25,3 17 4= 20,37 8,8 10,6 6
SRROR
STANDARD 2,99 3,53 3,68 3,48 3,82 2,93 2,28 2,98 3,19 2,49
HIVEL SIGNIFICA-
>ION RESPECTO AL
ZONTROL N.S. N.S. ++ ++ ++ ++ +++ +++ +4+
IVEL DE mHQZHﬂW
CACION RESPECTO . ~
A\ TRH N.S. N.S. N.S.
+++ P < 0'001 "t p < Q001
++ p < 0101 ~tp < 0'0]
+p < 0'05 “p < 005
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E = 37,49 4+ 51,16 x log dosis ( mg/Kg ).

Su coeficiente de correlacién es de: r = 0,983 con una
correlacién lineal significativa ( p«0,05 ) entre efecto y loga—

ritmo de la dosis.

Como se aprecia en la figura 19 la recta B est& despla—
zada hacia la izquierda y se ha incrementado el valor de la orde-

nada en el origen, lo que indica una potericiacién del efecto.

Por interpolacitn de ambas rectas obtenemos la DAsQ que

es;

it

- recta A ( T R H sin apomorfina ) : DAgg = 4,22 mg/Kg

~ recta B ( T R H con apomorfina ) : DAgy = 1,75 mg/kg



Fig. 19 INFLUENCIA DE LA APOMORFINA EN LA ACCION ANAIGESICA DE 1A T.R.He
(Metodo Ac. Acetico)

EFECTO As T.R.H, sc E = 15 + 56 x log DOSIS (mg/Kg)

B: APOMORFINA + T.R.H. E = 37'49 + 51'16 x log
D0SIS (mg/Kg)

100 {

90 ¢

70 ¢

40 ¢

20 ¢+

Ao -+~

1125 215 5 10 DOSIS T.R.H. mg/Kg
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5-5-3  5-HIDROXITRIPTOFANO. (5-HTP )

5-5-3-1 INFLUENCIA DEL 5-HTP ADMINISTRADO POR VIA INTRAPERITONEAL
50BRE LA ACCION ANALGESICA DE LA T R H Y DE LA MORFINA.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla XIII y

en la figura 20 resumiéndolos a continuacién:

12) E1 tratamiento con 5-HTP no modifica la media de con-
torsiones realizadas significativamente con respecto
al control. Sin embargo, apreciamos una reduccién en
la media de contorsiones realizadas, tanto en el lo-
te control como en el de 5-HTP, nosotros atribuimas
gsta reduccién a la administracidn intraperitoneal de
suero fisioldgico o de 5-HTP 22 minutos antes de la
administracién por la misma via del agente inductor del

dolor.

2¢) La media de contorsiones realizadas por los animales

gue recibieron suero fisioldgico y 0,321 mg/Kg de mor—
fina fue de 6,75 que es inferior a la realizada por el
control no difiriendo significativamente del mismo. E1
tratamiento con 5-HTP disminuye la media de contorsiones
realizadas que pasa a ser de 1,37, adguiriendo un nivel

de significacifn respecto al control, muy significativo

( p<0,01 ), y un nivel significativo ( p<.0,05 ) con res-

pecto al lote gue recibié suero fisiclégico y morfina.

32) La media de contorsiones obtenida con dosis de T R H
de 2,5 mg/Kg es de 8,58, inferior a la media del con-
trol, pero no difiriendo estadisticamente del mismo. E1
tratamiento con 5HTP disminuye la media de contorsiones
a 4 con una diferencia muy significativa ( pe< 0,01 ) caon

respecto «¢1 control.



TABLA XIIT INFLUENCIA DEL 5 HIDROXITRIPTOFANO ADMINISTRADO POR VIA
INTRAPERITONEAL SOBRE LA ACCION ANALGESICA DE LA TRH Y DE MORFINA

5 — HTP SUERO FISIOLO| 5 — HTP MORFINA
GICO 0'321 mg/Kg. MORFINA
A TRO ' .
PARAME CONTROL |SUERD FISIOLO| o 45 ng/xg| TR 2'5 Mg/ X ol re 2o FISTOLO- 5 — HTP
GICO
GICO
MEDTIA 13,75 12,75 8,58 4 6,75 1,37
ERROR STANDARD 2,79 2,03 2,79 1,24 2,46 0,46
NIVEL DE SIGNIFI-
CACION RESPECTO N.S. N.S. o N.S. ++
CONTROL
NIVEL DE SIGNIFI-
CACION RESPECTO N.S. n
PATRON
+++ p < 01001 % p < 01001
++ p< 0101 " p< 001
+ P< 0'05 " p< 0'05



Fig. 20 INFLUENCTIA DEL 5~HIDROXITRYPTOFANO SOBRE LA ACCION ANAIGESICA
DE LA T.R.Ho Y DE LA MORFINA

X S.F.
Contro S.F.
5-H.T.P. 25 mg/Kg
20 1 SOFQ
S.F.
MORFINA 0'321 mg/K
R T 5~H,T.P. 25
. T MORFINA O'321
10
5
a* W
+ 4+
0

S.F.
k TeRoHe 2'5 mg/Kg
—35-H.T.P, 25
20 1 ZAT R.H, 2'5
s | T .
1o T
N
\ %" %
5
\ =
0 471




5-5-3—-2 INFLUENCIA DEL 5-HTP ADMINISTRADO POR VIA SUBCUTANEA SOBRE
LA ACCION ANALGESICA DE DOSIS CRECIENTES DE T R H.

Se aprecian los resultados obtenidos en la tabla XIV y en

la figura 21 resumiéndolos de la forma siguiente:

12) La administracién de 5-HTP no modifica la media de con-
torsiones realizadas con respecto al control. Se observa
como la media obtenida es superior comparéndola con la

media obtenida cuando la administracidn se realizaba por

via intraperitoneal.

20) E1 tratamiento con S-HTP modifica el efecto analgésico
obtenido con todas las dosis ensayadas de T R H : 0,312,
0,625, 1,25 y 2,5 mg/Kg, disminuyendo la media de contor—
siones y aumentando la significacién con respecto al con-
trol a las dosis de 0,625 y 1,25 mg/Kg. Podemos destacar
gue ninguna de las dosis ensayadas aparecen diferencias

significativas, cuando la comparacidn se realiza con el

lote que recibié suero fisiolb6gico y T R H.

Con los resultados de la tabla XIV se obtienen las rectas de

regresién de la T R H en presencia y en ausencla de 5-HTP apareciendo

representadas en la figura 21.

La ecuaci6n de la recta A ( T R H en presencia de 5-HTP)es
de :

E = 51,5+ 41,0 x log dosis { mg/Kg)

Su coeficiente de correlacién es de : r = 0,9587 y la co-

rrelacién lineal entre efecto y logaritmo de la dosis es muy signifi-

Cativa ( p<0,01 ).
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La ecuacién de la recta B { T R H en ausencia de 5-HTP ) es

de:

E= 17,9 + 65,8 x log dosis ( mg/Kg )

Su coeficiente de correlacién es de : r = 0,978 con una
correlacion lineal significativa ( p< 0,05 ) entre el efecto y el lo-

garitmo de la disis.

Estudiando ambas ecuaciones, se evidencia un aumesto de la
ordenada en el origen para la recta B, lo gue apunta hacia una poten-
ciacién del efecto, debemos aclarar,que no existen diferencias signi-
ficativas entre ninguno de los puntos ( correspondientes a la misma
dosis ) de las rectas A y B.Por interpolacién obtenemos la DAgg de

ambas rectas:

- recta A (T R H en presencia de 5-HTP): DAgg = 0,92 mg/Kg

- recta B (T R H en ausencia de 5-HTP) : DAgg = 3,07 mg/Kg

Il



Fig. 21 INFLUENCIA DEL 5-HIDROXITRIFPIOFANO SOBRE LA ACCION ANALGESICA DE LA T.R.H.
(Agente inductor del dolor: Fenil Benzogquinona)

A: 5-Hidroxitriptofano + T.,R.H.

E: 51'5 + 41 x log Dosis (mg/Kg)
Efecto B: T.R.He.
E; 17'9 + 65'8 x log Dosis (mg/Kg)
100 +
mo <+
80
T t
60 |
50 4
40 ¢
30 ¢+
20 .
10
0 3 + + t + \

0'312 0'625 1125 215 5 10 7,R.H, Dosis (mg/Kg)



5-5-4 : EGERINA

Los resultados obtenidos se expresan en la tabla XV y en

la figura 22 y se pueden resumir de la forma siguiente:

12) E1 tratamiento con sulfato de eserina a la dosis de 0,1
mg/Kg. no modifica la media de contorsiones realizadas

con respecto al control.

29) lLa media de contorsiones realizadas por los animales que
recibieron suero fisiolégico y 0,321 mg/Kg. de
morfina fue de 10,37, no difiriendo estadisticamente del
control. La adicién de eserina a la misma dosis de morfi-
na disminuye la media de contorsiones, que pasa a ser de
5, adguiriendo el nivel de muy significativo ( p< 0,01
con respecto al control, pero sin diferencias significati-

vas cuando se compara con la morfina.

32) No se observan diferencias en el efecto analgésico de la
T R H en presencia o en ausencia de eserina, siendo la me-

dia de contorsiones de 8,37 y 9,25 respectivamente.



TABLA XV INFLUENCIA DE LA ESERINA SOBRE LA ACCION ANALGESICA DE LA
TRH Y DE LA MORFINA

ESERINA SUERO FISIOLO ESERINA MORFINA MORFINA
132 K 1321 mg.
P ARAMETRO C ONTROL |SUERD FIsTOLO |#TC 01321mg/Xg 01321 mg./Xg
= TRH 2'5 mg/kg
GICO TRH 2'5 mg/kg SUERO FISIOLO- ESERINA
- L . N D L _|GIco |
MEDTIA 18,25 15,75 9,25 8,37 10,37 5
ERROR STANDARD 3,64 3,37 2,42 1,74 2,78 1,19
NIVEL DE SIGNIFI-
CACION RESPECTO N.S. N. s, + N.S. ++
CONTROL
NIVEL DE SIGNIFI-
CACION RESPECTO N.S. N.S. '
PATRON

+++ p < 01001
++ p< 0'01
+ p< 005



INFLUENCIA DEL SULFATO DE ESERINA: SOBRE ACCION ANALGESICA
DE LA T.R.Ho Y DE LA MORFINA

Controls S.F.,
SJFe

Eserina 0'1 mg/kg
SJ.Fe.

Morfina 0'321mg/Kg
S.F.

Morfina 0'321
Eserina 0*1

S.Fe

\
\ TeReHe 2'5 m&/Kg

F77] Eserina’0'1
Z7ZA T.R.H. 25

15

10

i




5-5-5 : OXOTREMORINA

5-5-5-1 INFLUENCIA S0BRE LA ACCION ANALGESICA DE LA TR H Y DE
LA MORFINA.

Los resultados obtenidos se aprecian en la tabla XVI y en

la figura 23, resumiéndolos a continuacién:

12) La oxotremorina a la dosis ensayada no modifica la media

de contorsiones realizadas con respecto al control.

22) La media de contorsiones obtenida con la dosis de 0,321
mg/Kg. de morfina es de 7,25, con una diferencia muy sig-
nificativa ( p4 0,01 ) con respecto al control. El trata-
miento con oxotremorina disminuye la media de contorsiones
que pasa a ser de 2,33, aumentando la significacién con res—
pecto al control a niveles altamente significativos (p<0,001).
l.a comparacién con respecto al lote que recibié suero fisio-

l6gico y morfina es muy significativa. ( p<0,0L ).

39) La media de contorsiones obtenida con la dosis de 10 mg/Kg.
de T R Hes de 3,91, con una diferencia altamente signifi-
cativa ( p4 0,001 ) con respecto al control. El tratamiento
con oxotremarina aumenta la media de contorsiones que pasa
a ser de 10,16, disminuyendo la significacidn con respecto

al control a niveles muy significativos ( p< 0,01 ).

La comparacidén con respecto al lote que recibid suero fisio-

l6gico y T R H es muy significativo { p<« 0,01 ).

5-5-5-2  INFLUENCIA SOBRE LA ACCION ANALGESICA DE LA T R H.

Se expresan los resultados obtenidos en la tabla XVII y figura



TABLA XVI INFLUENCIA DE LA OXOTREMORINA SOBRE LA ACCION ANALGESICA
DE LA TRH Y DE LA MORFINA

SUERO FISIOLQ

OXOTREMORINA

SUERO FISIOLO

CONTROL

OXOTREMORINA OXOTREMORINA
PARAMETRO CONTROL |SUERD FIsTOLQ |#1O GICO MORFINA
GICO MORFINA
t
TRH 10 mg/XKg |TRH 10 mg/Kg 01321 mg./kg 0'321 mg./Kg.

—— T e = mnDmmmnn == L L O I S T o T S T T o e e = [’!IIII’.‘I‘““I'IIlls‘l‘]l'””“””“““HI'I‘I"']'ltl“”vrh“””“" ‘‘‘‘‘‘‘ ”l“lll””ll‘”l‘l‘ll!“;l
MEDTIA 18,43 18,13 3,91 10,16 7,25 2,33
ERROR STANDARD 1,56 0,98 0,92 1,96 0,85 0,73
NIVEL DE SIGNIPFI-
CACION RESPECTO N.S. SR ++ ++ -

NIVEL DE SIGNIFI-
CACION RESPECTO
PATRON

AN

+++ p < 01001
++ p< O'O1
+ p< 005

AANANAN

AA

‘g g ‘o
AN AA

o eoNe)

O O O
Vi - O
3
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-

Control: S.F.,
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24 observéndose que el tratamiento con oxotremorina aumenta la media
de contorsiones realizadas por todas las dosis ensayadas de T R H :
1,25, 2,5, 5,0 y 10 mg/Kg.disminuyendo su nivel de significacién con

respecto al control,

Considerando la dosis de 5 y 10 mg/Kg. de T R H dicho nivel
pasa de altamente significativo ( p< 0,001 ) a significativo ( p< 0,05 )
y muy significativo ( p< 0,01 ) respectivamente. A la dosis de 2,5 mg/Kg
de T R H disminuye la significacitn con respecto al control desde muy

significativo ( p4 0,01 ) a no significativo.

Se abservan diferencias en la significacidn con respecto a la

TRHa las dosis de 2,5 ( p4£ 0,05 ) , 5y 10 mg/Kg. ( p< 0,01 ).

Con los resultados de la tabla XVII se obtienen las rectas
de regresifn de la T R H en presencia y en ausencia de oxotremorina,
tal como se aprecia en la figura 25 donde representamos el efecto obte-

nido frente al logaritmo de la dosis.

La ecuacifn de la recta obtenida con la T R H en ausencia de

oxotremorina ( recta A de la figura ) es:
E =17,9 + 65,8 x log dosis ( mg/Kg ).
El coeficiente de correlacién de la recta A es de: r = 0,978
y la correlacién lineal es significativa ( p<£ 0,05 ) entre efecto y lo-

garitmo de la dosis.

La ecuacién de la recta obtenida con la T R H en presencia de

oxotremorina ( recta B de la figura ) es:

E =-3,67 4+ 50,13 x lag dosis ( mg/Kg)

El coeficiente de correlacién de la recta B es de: r = 0, 9846

-



TABLA XvII INFLUENCIA DE LA OXOTREMORINA SOBRE

LA ACCION ANALGESICA DE LA TRH

OXOTREMO~ | SUERO FI- |OXOTREMO~|SUERO FI-POXOTREMO- |SUERO FI-|OXOTREMO-|{SUERO FI-OXOTREMO-
RINA SIOLOGICO |[RINA SIOLOGICORINA SIOLOGICO] RINA SIOLOGICJRINA
0'01mg/ K 1
PARAMETRO CONTROL m.méwm\wm TRH ewm\ ' e oemwsm\w@ ru |0'OMMg/KG|  npy 0'01mg/Kg
UERO FI-l10mg/Xg 10 mg/Xg| 5 mg/Kg TRH TRH
¢ ]
....... , JBIOLOGICO 5 Me/X9_| 2'59/%8|a1smg/xg |24 1 v asng/e
DIA DE
)NTORSIONES 18,43 18,13 3,91 10,16 5,62 11,87 9,62 16,12 14,75 18
RROR
'ANDARD 1,56 0,98 0,92 1,96 1,39 1,14 1,21 2,45 2,06 2,86
. Vi, DE SIGNIFIA
-2ION RESPECTO
4 OOH@HHNOH._ Zcm. +++ ++ +++ + ++ Z-m. 2. m. ZOMQ
C/EL DE SIGNIFIA
.CION RESPECTO
‘dg ~n an ~ Z ) m L)
+++ p < O0'001 *°%p <« 0'001
++ P < 0'01 “%p < 0'O1
+ p <. 0'05 “p < 0'05



INFLUENCIA DE LA OXOTREMORINA SOBRE LA ACCION ANAIGESICA DE LA T.R.H.

Be 24
Oxotremorina
0'01 mg/Kg, S.F.
1T Oxotremorina
20 4 T.R.He 1'25 mg/Kg
T - .
24 Oxotremorina
T.R.H. 2'S mg/Kg
15 1 ‘ \‘\Oxotremori_na
| +*: NN T.R.H. 5 mg/kg
= | :is
—Z 1 1Y Oxotremorina
77— N
10 ==\ T.,R.He 10 mg/Kg
+ 7é1 N
= \\ - antro:l: SQFQ ,SOFO
Z— N
= N
5 ¢ == N,
m ’L’\\\
==\
f i \\ ] :
_'J 47’ - ™

S.F.
T.R.H. 1'25 mg/Kg

S.Fe
T.R.He 2'5 mg/Kg
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| 1 <.

R T.R.He S mg/Kg
U
-
15~ SeFe
5 ) T.R.Hs 10 mg/Kg
* %
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* Kk Xk
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y la correlacién lineal es significativa ( p< 0,02 ) entre efecto y

logaritmo de la dosis.
Se observa como el tratamiento con oxotremorina desciende
de forma notable el valor de la ordenada en el origen ( a =-3,67 )

lo que indica un antagonismo del efecto.

Los puntos correspondientes a las dosis de 2,5, 5,0 y 10

mg/Kg. en las rectas A y B difieren estadisticamente.

Por interpolacién de ambas rectas obtenemos la DAgg que son:

—~ Recta A ( T B H sin oxotremorina ) : DAgg = 3,07 mg/Kg.

— Recta B ( T R H con oxotremorina ) : DAgg =11,76 mg/Kg.



Fige 25 INFLUENCIA DE LA OXOTREMORINA EN LA ACCION ANAIGESICA DE LA T.R.He
(Metodo de la Fenil Benzoquinona)

EFECTO A: T.R.He E = 17'9 + 65'8 x log DOSIS(mg/Kg)

B: OXOTREMORINA + T.R.He E = =3'67 + 50'13 x log
DOSIS (mg/Kg)

100 7

% ¢

30 ¢}

2 T

AO 4+

1125 215 5 10 DOSIS T.R.H. sc mg/Kg
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5-5-6 : ATROPINA

5-5-6~1 : INFLUENCIA DEL SULFATO DE ATROPINA A LA DOSIS DE 5 mg/Kg.
G0BRE LA ACCION ANALGESICA DE LA T R H Y DE LA MORFINA.

Los resultados obtenidos se aprecian en la tabla XVIII y en

la figura 26, resumiéndolas a continuacién.

12) E1 sulfato de atropina no modifica la media de contorsio

nes realizadas con respecto al control.

22) La media de contorsiones obtenida con la dosis de 0;321
mg/Kg. de morfina es de 10,25, con una diferencia signi-

ficativa (p « 0,05) con respecto al control.

El tratamiento con sulfato de atropina no modifica la me-—
dia de contorsiones obtenida y no existen diferencias sig
nificativas con respecto al lote que recibié suero fisio-

logico y morfina.

32) La media de contorsiones cbtenida con la dosis de 2,5
mg/Kg. de T R H es de 9,45, con una diferencia altamente
significativa (p £ 0,001) con respecto al control. El tra
tamiento con sulfato de atropina desciende de modo espec—
tacular la media de contorsiones que pasa a ser de 1,25.
Comparando este lote con el que recibié suero fisiclogico

y T R H se encuentra una diferencia significativa (p<.0,05).

5-5-6-2 : INFLUENCIA DEL SULFATO DE ATROPINA A LA DOSIS DE 10 mg/Kg.
SOBRE LA ACCION ANALGESICA DE LA MORFINA.

a) Método de la fenilbenzogquinina:

La dosis ensayada de morfina es en este caso de 0,64 mg/Kg



XVIIT
TABLA

ANALGESICA DE LA TRH Y DE LA MORFINA

INFLUENCIA DE LA ATROPINA SULFATO 5 mg./Kg. SOBRE LA ACCION

| ATROPINA SUERO FISIOLO| ATROPINA MORFINA MORFINA
PARAMETRO CONTROL |SUERO FISIOLO GICO |
| | |
GICO TRH 2'5 mg/Xg|TRH 2'5 mg/Kg | ineq FISTOLO- ATROPINA
T o N e — —_——== progumd jrundandmiumiurnd sunfevn Gt (el sy iy — ] == —_—==s mmmm N S I S s e e
MEDTIA 18,35 17,54 9,45 1,95 10,25 10, 25
ERROR STANDARD 1,60 3,18 1,32 0,75 2,92 5,34
NIVEL DE SIGNIFI-
CACION RESPECTO
N.S. ++ +4+ + N.S.
CONTROL
NIVEL DE SIGNIFI-
CACION RESPECTO - N.S.
PATRON
+++ P< 01001 ~CP < 0'001
++ P e 0'O] P < 0V
“P < 0'05

iu.. < 0t05



Fig. 26 INFLUENCIA DEL SULFATQ DE ATROPINA SOBRE LA ACCION
ANAIGESICA DE 1A TwR.Ho Y DE LA MORFINA

Controls S.F.
S.Fo

Atropina 5 mg/Kg

20 [ 3 T S.F.

S.F., Morfina 0'32
Mg/Kg
15 3 T Atropina 5
> Morfina 01321
10
5 o
0

S.F.
ESiE;T.R.H. 2'5 ng/Kg

20 F s
tropina 5
' | +R.H. 2'5
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Los resultados obtenidos se aprecian en la tabla XIX y
en la figura 27 observéndose que el sulfato de atropi
na no modifica de forma significativa la media de con-

torsiones obtenidas con la dosis de 0,64 mg/Kg. de mor

fina.

Método de la placa caliente:

La dosis de morfina es en este caso de 10 mg./Kg.

Los resultados obtenidos se aprecian en la tabla XX y

en la figura 28, resumiéndolos a continuacidn.

El tratamiento con sulfato de atropina no modifica de
forma dignificativa la media del tiempo de respuesta al
dolor, con respecto al control a ninguno de los tiempos

ensayados.

El tratamiento con suero fisiclogico y morfina, aumenta
notablemente la media del tiempo de respuesta al dolor,
con unas diferencias altamente significativas (p < 0'001)

con respectc al contrpl, a todos los tiempos ensayados.

El tratamiento con sulfato de atropina y morfina, disminu
ye la media del tiempo de respuesta al dolor, observéndo-
se, gue si bien a los 20 minutos dicha media es altamente
significativa (p € 0,001) con respecto al control, a los

40 y 60 minutos disminuye a muy significativa (p< 0,01).

Ademés a los 60 minutos se aprecia una diferencia signi-
ficativa ﬁJ( 0,05), cuando se compara con el lote gue

recibibé suero fisiologico y morfina.



TABLA XIX INFLUENCIA DEL SULFATQ DE ATROPINA (10 mg./Xg.) SOBRE LA ACCION ANALGESICA DE

LA MORFINA
ATROPINA SUERO FISIOLOGICO ATROPINA 10 mg/Xg.
L] HA L] >
PARAMETRO CONTROL 10 mg./Xg MORFIN MORFINA 0'64 mg/Xg.
SUERO FISIOLOGICO 0'64 mg./Xg.
MEDIA DE CONTORSIONES 17,37 16,37 5,37 3,75
ERROR STANDARD 1,80 1,60 1,22 0,75
NIVEL DE SIGNIFICACION
RESPECTO AL CONTROL N.S. ot -
|
. NIVEL DE SIGNIFICACION
RESPECTO A LA MORFINA N.S.

+++ p < Q001
++ p< 0O'O1
+ p< 0'05
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TABLA XX INFLUENCIA DEL SULFATO DE ATROPINA SOBRE LA ACCION ANALGESICA DE LA MORFINA VALORADA EN
EL METODO DE LA PLACA CALIENTE.

u“”"n“n""nn““n""n"u"“"ﬂ"“““"""""J"""uu"u"n"“"”"“n"""""""“"""u"""”"""“ﬂ“"“nn"""““u"“"u""n“""unu"""uuu"""u""“u""""""""
1} .
mm MEDIA Y ERROR ESTANDAR DEL TIEMPO DE RESPUESTA AL DOLOR EN SEGUNDOS
I TRATAMIENTO
]
m" TIEMPO O TIEMPO 201 TIEMPO 40! TIEMPO 60!
H
I g, FISIOLOGICO
mm s, FISIOLOGICO ° ml/kg. 15,28 + 1,47 9,85 + 0,74 12,85 + 1,89 10,28 + 1,24
I ATROPINA SULFATO 10 mg/kg.
1!
§ 5._FISIOLOGICO - 8o i,32 ) e, i,oh | 10,281 1,5% 2,07 & 1,15
| NIVEL DE SIGNIFICACION CON
mmmmmmoeo AL CONTROL N.S. N.S.. N.S. N.S.
I g, FISIOLOGICO
I °
| MORFINA 10 mg/kg. ________ | 52 £1,82 | 272 rl.A | 28,0 20,7 | 258 Ehe
i NIVEL DE SIGNIFICACION CON
I RESPECTO AL CONTROL N.S. ot it et
i
i ATROPINA SULFATO 10 mg/kg.
| MORFINA 10 mg/KGam o 15,33 41,30 | EhMianL | F7rices | I EAY
! NIVEL DE SIGNIFICACION CON
! RESPECTO AL CONTROL N.S. ++ - ++
=C -— Gom G . W S S S S S Sty D WD S — — — f— - — O GED AP CORD SR SEID W) R SIS G W G W .y —
! NIVEL DE SIGNIFICACION CON NS, N.S. N.S -
! RESPECTO A S.F.+ MORFINA )

+++ p< 0,001 o p £ 0,001

++ P < 0,01 DR » Iy 0,01

+ Pe 0,05 ; P < 0,05



Fig., 28 INFLUENCIA DEL SULFATO DE ATROPINA SOBRE LA ACCION ANAIGESICA
DE LA MORFINA, VALORADA EN EL METODO DE LA PLACA CALIENTE = ===-= S.Fe + S.F. 10 nl/Kg

s————— Atropina Sulfato 10 mg/Kg + S.F,.

'iempo de #——— S.F. + Morfina 10 mg/Kg
respuesta
:1 dolor s¢———— Atropina Sulfato + Morfina
segundos)

30 4 * K X *

1
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administracidn (minutos)
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5-5-6-3 : INFLUENCIA DEL METILNITRATO Y DEL SULFATO DE ATROPINA A LAS

DOSIS DE 2,5 mg/Kg. SOBRE LAACCION ANALGESICA DE LA T R H.

Los resultados obtenidos se aprecian en la figura 29, resumiéﬁ

dolos a continuacitn:

1—) El tratamiento con atropina (metilnitrato y sulfato) no modi-

fica la media de contorsiones realizadas con respecto al con-

trol.

-) La media de contorsiones obtenida con la dosis de 2,5 mg/Kg.
de T R H es de 9,45 con una diferencia altamente significe-

tiva (p < 0,001) con respecto al control.

El tratamiento con sulfato de atropina disminuye de forma es-—

pectacular la media de contorsiones realizadas que pasa a ser

de 0, 25.

La comparacién de este lote con el gue recibié sueroc fisiolé-

gico y T R H nos da una diferencia muy significativa (p< 0,01).

32) E1 tratamiento con metilnitrato de atropina no modifica la me-
dia de contorsiones realizadas con respecto al lote gque reci-

bié suerc fisioldgico y T R H.

5-5-6-4 : INFLUENCIA DE DOSIS CRECIENTES DE SULFATO DE ATROPINA SOBRE LA
ACCION ANALGESIGA DE LA T R H A DOSIS DE 2,5 mg/Kg.

Los resultados obtenidos se aprecian en la tabla XXI y en la fi

gura 30, resumiéndolos a continuacién:

12) E1 sulfato de atropina, a las dosis de 0,625, 1,25, 2,5y 5
mg/Kg., no modifica la media de contorsiones realizadas con

respecto al control.
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5-5-6-5

resumen a

De manera dosis dependiente el sulfatoc de atropina dismi-
nuye la media de contorsiones realizadas por 1la TR H ,
pasando a ser de 9,45 en ausencia de sulfato de atropina
a 5,25, 2,75, 0,25 y 1,25 en presencia de las distintas

dosis de sulfato de atropina ensayadas.

A partir de la dosis de 1,25 mg/Kg. de atropina se aprecian
diferencias estadisticamente significativas con respecto al

lote gue recibid suero fisiolégico y TR H .

INFLUENCIA DEL SULFATO DE ATROPINA A LA DOSIS DE 1,5 mg/Kg.
SOBRE LA ACCION ANALGESICA DE DOSIS CRECIENTES DE T R H .

Los resultados obtenidos se aprecian en la tabla XXII y se

continuaciodn:

El sulfato de atropina no modifica la media de contorsiones

realizadas con respecto al control.

Se observa una disminucién franca de la media de contorsio-
nes realizadas, por todas las dosis de T R H ensayadas cuan—
do se asocian con el sulfato de atropina, aumentando el ni-
vel de significacidn con respecto al control a las dosis de
0,625 y 1,25 mg/Kg. de T R H. La comparacién con los lotes gue
recibieron suerc fisioldgico y T R H muestran diferencias sig-
nificativas ( p40,05 ) a la dosis de 0,625 mg/Kg. y muy sig-

nificativas ( p< 0,01 ) a la dosis de 2,5 mg/Kg. de TR H .

Con los resultados de la tabla XXII se obtienen las rectas

de regresién de la T R H en presencia y en ausencia de sulfa—
to de atropina tal como se aprecia en la figura 31 donde re-
presentamos el efecto obtenido frente al logaritmo de la do-

sis.



TABLA XXI INFLUENCIA DE DOSIS CRECIENTES DE ATROPINA SULFATO SOBRE LA ACCION
ANALGESICA DE LA TRH A DOSIS DE 2'5 mg./Xg.
ATROPINA | ATROPINA | ATROPINA | ATROPINA [S,FISIOLO|ATROPINA |ATROPINA | ATROPINA | ATROPINA
0'625mg/K[1'25mg/kg |25mg./Kg | 5mg./Kg. |GICO 0'625mg/X|1'25mg/Xg| 2'5mg/Xg.| 5 mg./Kg.
PARAMETRO CONTROL S.FISIOLO| S.FISIOLQS.FISIOLO | S.FISIO~| TRH TRH TRH TRH TRH
GICO GICO GICO LOGICO
JRuvimar bt e tespnipuisi e el == pred = === = =Imo== s o emmieiir s Gt ii— ot = W lllllllllllllll _mosmmpm oo mmon ==
MEDTIA 18,35 14,- 14,75 17,38 | 17,54 9,45 5,25 2,75 0,25 1,25
ERROR
STANDARD 1,60 4,74 4,61 2,60 3,18 1,32 1,66 1,- 0,25 0,75
NIVEL DE SIGNL
FICACION RES-
PECTO CONTROL N.S. N.S. N.S. N.S. et +++ -+ +++ +++
NIVEL DE SIGNI
FICACION RES— N.S. ~n ~n -
PECTO PATRON
+++ p < 0%'001 "t p < 01001
++ p < 0101 T p < 0101
+ p < 0105 P < 0'05



Fige 30

20

15

10

INFLUENCIA DE DOSIS CRECIENTES DE SULFATO DE ATROPINA SOBRE IA ACCION

ANAIGESICA DE IA T.R.Ho

S.F.
T+R.He 2 '5 deg

* * %k
-

#*
*

Control: S.F.,
S.F.

Atropina 0'625 mg/¥

S.F.

Atropina 1'25 mg/K¢

S.F’

Atropina 2'S5 mg/Xg

S‘F.

Atropina 5 mg/Kg

S.F.

Atropina 0'625

| ToReHo 215

Atropina 1'25

T.ReHe 2'5

Atropina 2'5
T.R.HO 2 .5

mAtropina 5

T.R.He 2'5

%k

* k%

++

passpas §




TABLA XXII INFLUENCIA DE LA ATROPINA SULFATO (1'5 mg./Kg) SOBRE LA
ACCION ANALGESICA DE DOSIS CRECIENTES DE TRH

@v ATROPINA| ATROPINA M@MHMHOI ATROPI-|S.FISIO- |ATROPINA S.FISIOLJ ATROPINA|S.FISIO-|ATROPINA
%AA\ - S.FISTO-| TRH ICO NA LOGICO TRE 2TCO - LOGICO -
& & LOGICO |0"151mgy TR o TR 0t625mg/K TRH  f1'25mg/Kg| TRH | 2'5mg/Kg.
oS 0'312mg/K0'312mgk 0'625mgk 1125mg/K 2'5mg/Xg
e e T T T g O e T e e T et e e e e s N o T T T N S s T s s e e e e b e e e e e e e e i e e e e .L.‘Hl..‘llll == ———
MEDTIA 187 17'9 1415 1915 1175 1615 415 1515 6 9'45 2175
ERROR
STANDARD 1142 1106 4128 4129 31425 21215 357 3175 31675 1132 1100
NIVEL DE
SIGNIFICA-
CION RESPEC N.S,. N.S. N. S, N.S. N.S. A+ N.S. ++ +4+ +++
TO CONTROL
NIVEL DE
SIGNIFICA—
CION RESPEC Py N.S an
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La ecuaci6n de la recta B de la figura ( T R H sin atropina )

es:

E =17,9 + 65,8 x log dosis { mg/Kg. )
Su coeficiente de correlacién es de r = 0,978 con una corre-
lacidén lineal significativa ( p< 0,05 ) entre efecto y loga-

ritmo de la dosis.

La ecuacién de la recta A de la figura { T R H con sulfato de

atropina ) es:

E = 68,3 + 51,99 x log dosis { mg/ Kg. )

Su coeficiente de correlacidn es de r = 0,925 y la correla—
cién lineal es significativa ( p< 0,05 ) entre efecto y loga-

ritmo de la dosis.
Observamos coma el tratamiento con sulfato de atropina aumen—
ta espectacularmente el valor de la ordenada en el origen ( a = 68,3 )

lo que indica una potenciacidén del efecto.

Por interpolacitn de ambas rectas obtenemos la DAgg gue son:

- Recta A : DAgg 0,44 mg/Kg.

— Recta B : DAgp 3,07 mg/Kg.

En la figura 32 se muestra las rectas de regresidén obtenidas
con la morfina y con la asociacidn de T R H con sulfato de tropina. Pue-
de apreciarse en ella como la recta B ( T R H con atropina ) se aproxi-

ma a la recta A.

Se observan también las notables diferencias entre las rectas



Fig. 31 INFLUENCIA DEL SULFATO DE ATROPINA SOBRE LA ACCION ANAIGESICA DE LA T.R,H.
(Agente inductor del dolor: Fenil Benzoquinona)
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Fig. 32 EFECTO ANAIGESICO DE LA MORFINA Y DE LA ASOCIACION DE T.ReH. CON SULFATO DE ATROPINA
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de regresidn de esta figura y las gue se representan en la figura 9.

5-5-7 : INFLUENCIA DEL SISTEMA COLINERGICO EN LA ACCION ANALGESICA
DELA TRH.

La figura 33 muestra las rectas de regresidn obtenidas con
laTRH, (rectaB ), con la T RH y sulfato de atropina ( recta A )
y con la T R H y exatremorina ( recta C ), apreciéndose la potencia——
cién del efecto analgésico en la recta A, y el antagonismo del mismo

en la recta C.

Las DAsg obtenidas por interpolacién de las tres rectas se-

rian:

12) DAgsgde la TRH: = 3,07 mg/Kg.
22) DAgg de la T R H con sulfato de atropina = 0,44 mg/Kg.

32) DAgg de la T B H con oxotremorina = 11,76 mg/Kg.



Fig. 33 INFLUENCIA DEL SIST, COLINERGICO EN LA ACCION ANALGESICA

DE IA T.R.H. (Metodo de la Fenil Benzoquinona)
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6 .~ DISCUSION DE LA ACCION ANALGESICA DE LA T R H

6—1).— Los resultados obtenidos nos permiten afirmar que 1la T R H

presenta una indudable accidén analgésica.

La actividad analgésica de la T R H estd relacionada con —
el tipo de dolor, es decir con el método utilizado en la -
induccién del dolor y permite diferenciar el perfil analgé
sico obtenido del de la morfina. En efecto, la T R H mues—
tra accidén analgésica en el método mecénico y en los méto-
dos guimicos utilizados, pero carece de efecto cuando el -

agente inductor del dolor es de naturaleza térmica.

Por el contrario la morfina se muestra eficaz en los tres

métodos ensayados.

La ausencia de actividad de la T R H en el método de la —
placa caliente corrobora los resultados obtenidos por noso
tros (Escartin y Cols. 1.979 b), utilizando el método de -
la retirada de la cola, en la rata y administrando 1la T R H

por via intracerebroventricular.,

Nuestros resultados coinciden con los trabajos de Cuenca y
Cols. (1978), quién mostré la accién analgésica de la T R H
utilizando el bromuro de acetilcolina y concuerdan también
con los trabajos de Martin y Cols. (1.977) y Holaday y Cols.
(1.978) quienes utilizando métodos de naturaleza térmica —

descartaron la accidn analgésica de la T R H.

Se puede afirmar pues gque la T R H es eficaz con cualquiera
de los métodos guimicos utilizados comunmente en la valora-

cidn de analgésicos.

Por otro lado demostramos la eficacia analgésica utilizando

un método de presién (mecénico).

Los trabajos de Tyers (1.980) demuestran gque Gnicamente los

agonistas opi&ceos sobre receptores u serian eficaces en ~—
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los métodos térmicaos. Esta eficacia va ligada también a la
produccién de hébito cuando dichos analgésicos son utiliza

dos clinicamente.

En la seccibn 5-2 de los resultados hemos demostrado tanto
" in vivo ' como"in vitro" gque la T R H es inactiva sobre

los receptores opiéceos. u.

Tyers (1.980) demuestra que los farmacos opidceos agonistas
parciales como la pentazocina son ineficaces en los métodos
térmicos y activos en los métodos de presién y en los méto-
dos guimicos, y no existen dudas sobre la eficacia analgési

ca de la pentazocina, cuando se utiliza en clinica.

En nuestros resultados apreciamos una menor potencia analgé
sica de 1la T R H con respecto a la morfina en todos los mé-
todos ensayados, Esta diferencia es notable cuandc la admi-
nistracidén es por via subcuténea. Sin embargo considerando

el método de presibn, y valorando la accién analgésica de -
la TR H a los cinco minutos de su administracién intracere
broventricular la DAsg obtenida (0,51 ug/rata) aproxima a -
la DAsg de la morfina valorada a lo largo de toda la prueba

(0,26 ug/rata).

5i consideramos lasDAsp obtenidas en los diferentes métodos

ensayados y las comparamos con las dosis activas de la T R H
en tros acciones universalmente aceptadas de la hormona, ob-
servamos que estén dentro de dichos limites y en algunos ca-
s0s por debajo. Como ejemplo los trabajos de Cott y Cols. —
(1.976) muestran gue la T R H reduce ce forma significativa
el suefio inducido por etanol con dosis del orden de 10 mg/-
Kg. por via intraperitoneal. Con esta misma dosis y por via
subcuté&nea nosotros encontramos una proteccién analgésica —
superior al 80% en el método de la fenilbenzoguinona y del

orden de un 75% en el método del Acido acético.
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Osbahr y Cols. (1.981) consideran gue los métodos térmicos mi-
den la primera respuesta al dolor (respuesta al estimulo nocig
geno solo durante su eplicacién) y esto no se asocia con una —
extensa injuria tisular. Consideran también gue el test del &-
cido acético es el mejor método para valorar las respuestas al

dolor asociadas con injuria tisular.

Gracias a los trabajos de Holaday y Cols., (1.981) y de Faden y
Cols. (1.981 b) el efecto anlgésica de la T R H adguiere singu
lar trascendencia ya gue ademés de no antagonizar la anlgesia

inducida por la Beta-Endorfina liberada, la T R H " perse " —

tiene efecto analgésico.

Podria pensarse gue esta accidn analgésica de la T R H fuera -
una accidén inespecifica, comin a algunos otros tripéptidos del
SNC. Los trabajos de Plotnikoff y Kastin (1.974) descartaron -
la accidn analgésica del MIF (Hormona inhibidora de la libera-—
cién de h. melanotropa : Prolil-Leucil-Glicinamida), tras su -
administraci6n oral en el ratén, en el método del &cido acéti-
ca. En 1.978 Cuenca y Cols descartan la accif6n analgésica del
MIF tras su administracién endovenosa a dosis de 50 y 100 mg/
Kg. en el ratén utilizando el método del bromuro de Acetilco-

lina.

Nosotros (Palop y Cols. 1.979) descartamos la accién analgé-
sica del MIF, en la rata, administréndolo por via ICV a la do
sis de 100 ug/rata y utilizando el método de presién en la co
la. En el mismo trabajo demostramos que un tripéptido sintéti
ca, obtenido con el 1€r aminoécido de la T R H y los 2 amino-
dcidos terminales del -+ MIF, que corresponderia a la L-piro—
glutamil-l-leucil-l -Glicinamida, administrando andlogamente -

al MIF carecla de accién analgésica.

La accién analgésica que presentan los 2 dipéptidos anilogos
estructurales‘de la T B H gue hemos estudiado es demostrativa
de que el efecto anlgésico de la T R H es una accidn central
de la hormona independiente de sus conocidas acciones endocri

nas,
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En efecto, Guillemin y Cols. (1.974) observan gque la presencia
del piroglutémico es fundamental para gue la T R H presente la
accidn liberadora de TSH. En la tabla siguiente procedente de

dicho trabajo podemos apreciar lo anterior con més claridad.

PEPTIDO ACTIVIDAD T R H ACTIVIDAD RELATIVA %
""""" ESPECIFICA
( U/mg )
- TRH 50. 000 100,00
— Ciclobutoil-his-— at a,01
pro~NHo
-~ Ciclopentil-his— 8 0,02
pro-NHo

Por el contrario y refiriéndonos a la accién analgésica, el pi-
roglutémico tiene poca importancia, y si la tiene en cambio la

terminacién histidil-prolinamida (Bladé Font y Cols. 1.980).

La accién analgésica de la T R H no es mediada por la histidil-

prolina dicetopiperacina.

La ausencia de efecto analgésico de este metabolito de 1a T R H
no debe sorprendernos, ya que si bien para algunas acciones de
la T R H como el antagonismo de la narcosis por etanol, la his
tidil-prolina dicetopiperacina tiene mayor potencia gue la —
T R H. (Prasad y Cols. 1.977; Yanagisawa y Cols. 1.979); el ci
tado metabolito puede tener acciones distintas a 1la T B H como
originar hipotermia en ratas (Prasad y Cols. 1.978) o inhibir
la secrecién de prolactina (Bauer y Cols. 1.978; Enjalbert y -
Cols. 1.979); por Gltimo la histidil-prolina dicetopiperacina
puede carecer de efecto frente a otras conocidas acciones de -
la T R H como es el caso del antagonismo de la narcosis induci

da por pentobarbital (Peterkofsky y Battaini 1.980).

La distribucifn de 1la T R H en el sistema nervioso central ex—
trahipotalédmico puede hacer pensar que la T R H juega un papel
cuya importancia gueda por elucidar; pero que indudablemente —

est& relacicnado con las vias del dolor.
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En efecto los trabajos de Winokur y Utiger 1.974; Brownstein
y Cols. 1.974; Wei y Cols 1.975 demuestran la existencia de

elevadas concentraciones de T R H en cerebro anterior, tron—
co cerebral, diencéfalo posterior y anterior, area predptica,
septum (sobre todo en los ndcleos dorsal y lateral) y &rea -
periacueductal del 4°9 véntriculo, zonas todas ellas relacio-

nadas con la integracién de la sensacitn dolorosa.

La disociacién de la actividad encontrada (térmica y presién)
debe recaer en las estructuras nerviosas donde ambas sensa——
ciones estén discriminadas, es decir vias medularss y bulbo-

espinales:

- Trabajos de electrofisiclogia realizados con la T R H por Re-

naud y Martin (1.975) y Renaud y Cols. (1.975) podrian expli-
car la accibén analgésica encontrada. Dichos autores abserva—
ron gue la aplicacién de T R H por iontoforesis inhibfia la —
frecuencia de descarga en mis del 70% de las células examina-
das. Entre dichas células estaban las de la columna nuclear -

dorsal muy relacionada con la integracién del dolor.

Podriamos formular la hip6tesis de que ademés de este efecto

inhibidor 1la T R H podria de modo similar a la morfina ejer—
cer un efecto de modulacidn excitatoria en las sinapsis de —
las vias ascendentes de la sensibilidad dolorosa gue tienen -
un efecto inhibidor de la sensaci6n dolorosa. Esta posibili-—-
dad seria mas discriminativa sobre las vias de sensibilidad -
térmica o dolorosa y podria contribuir a explicar le disocia-

cidén encontrada en la accidn analgésica de la T R H.
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7 .~ DISCUSION DE LAS INTERACCIONES

Debe destacarse gue ninguno de los farmacos utilizados para estu-
diar las posibles interacciones a las dosis utilizadas ha mostra—

do efecto inhibidor sobre las contorsiones abdominales realizadas.

Esta posibilidad se tuvo especialmente en cuenta cuando se valord
la interaccidn con farmacos parasimpaticomiméticos, gue muestran
actividad analgésica en el test de la fenilbenzoguinona y en el -
de la retirada de la cola como demostraron Howes y Cols. 1.989; —

Ireson 1.970; Pleuvyry y Tobias 1.971.

La ausencia de actividad analgésica de la Eserina y de la oxotre—
morina a las dosis ensayadas corroboran los trabajos de Harris y

Cols. 1.969 y Dewey y Cols. 1.970.

Influencia de la reserpina.-—

El antagonismo claro gue ejerce el alcaloide sobre la accifn anal
gésica de la morfina coinciden con los trabajos publicados en la
literatura por Tagaki y Cols 1.964; Dewey y Cols. 1.970; Fennesy
y Lee 1.970; Pleuvry y Tobias 1.971; Sparkes y Spencer 1.971 y -
Alamo y Cols. 1.979, guienes utilizando distintos métodos de anal

gesia obtienen los mismos resultados.

Sparkes y Spencer(l.971)mostraron gue la inyeccidén intracerebro-
ventricular de serotonina en la rata potencia el efecto antinoci
ceptivo de la morfina e invierte el antagonismo de la reserpina
sobre la accidn analgésica de la morfina. Por el contrario la ad-
ministracidn intracerebroventricular de noradrenalina carecia de
efectos, por 1lo gue contluyen gue en el efecto antagbnico de la -
reserpina sobre la morfina tiene mayor trascendencia el vaciamien
to de los depbsitos de serotonina, que los de noradrenalina. La -
reserpina, en nuestras condiciones experimentales no modifica la

accidén analgésica de la T R H.

Nuestros resultados no coinciden con los publicados en la litera-
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tura por Alamo y Cols. 1.979. Debemos subrayar gue si bien la do-
sis de reserpina utilizada, su via de administraci6n y el tiempo

de latencia entre la administracifn de la reserpina y la del agen
te analgésico fueron iguales, existen diferencias en el método de

analgesia utilizado y en las dosis de T B H ensayadas.

5-Hidroxitript&fano (5-HTP)

El 5-HTP potencia de forma clara la accién analgésica de la morfi
na. Estos resultados coinciden con los publicados en la literatu—~
ra por Takemori y Cols. 1.975 y Tulunay y Cols. 1.976, quienes —-
utilizando la misma dosis de 5-HTP, la misma especie animal pero
distinto método de analgesia (retirada de la cola) obtienen una

potenciacidén manifiesta del efecto analgésico de la morfina.

El 5-HTP modifica la respuesta analgésica de la T B H, y si bien

los resultados obtenidos por nosotros apuntan hacia una potencia-
cién del efecto, debemos sefialar gue ningunc de los puntos obteni
dos en la recta de regresidn en ausencia de 5-HTP, difiere de for
ma significativa de los obtenidos en la recta de regresién en pre

sencia de 5-HTP.

Los resultados anteriores demuestran gue si bien el 5-HTP tiende
a potenciar la accién analgésica de la T B H, esta potenciacidn

no es tan evidente como en el caso de la morfina.

5i analizamos en conjunto estos resultados con los obtenidos con
la reserpina, concluiriamos que la integridad del sistema seroto-
ninérgico es m&s importante para la accidn analgésica de la morfi

na gue para la accién analgésica de la T R H.

Alamo y Cols. (1.981) mostraron gue la paraclorofenilanina (inhi-
bidor de la sintesis de serotonina) antagoniza la accién analgési-
cade la TR H y gque la adninistracién de 5-HTP a la dosis de 100
mg/Kg. administrado cuatro horas antes gue la T R H restaura par-

cialmente el efecto analgésico de la misma.

Alamo y Cols.(l.979) demostraron que la alfametiltirocina antago-

nizaba la accién de la morfina, no modificando en cambio la acci6n
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analgésica de la T R H, concluyendo gque los mecanismos catecola-
minérgicos tienen gran influencia en la accién analgésica de la

morfina y no la tienen en el caso de 1la T R H.

Existe un acuerdo unénime de considerar la gran importancia que
Juegan las vias serotoninérgicas en la accifn analgésica de la
morfina. Sin embargo en trabajos publicados recientemente (Taber

y Latranyi 1.981) se demuestra que la paraclorofenilalanina, es
capaz de antagonizar la accidn analgésica de los opiéceos agonis
tas (morfina), opiéceos agonistas parciales (pentazocina) y anti-
inflamatorios no esteroideos (Acido acetil-salicilico) y en el —
mismo trabajo demuestran gue el 5-HTP, a la dosis de 80 mg/Kg. re
instaura la acci6n analgésica de los férmacos citados en presencia

de paraclorofenilalanina.

La explicacidn del fendmeno anterior, en el caso del &cido acetil-
saliciflico podria encontrarse en el trabajo publicado por Badawy
(1.982) gue demuestra que el salicilato s6dicoc eleva los niveles
de triptéfanc cerebral, bien por inhibir la actividad pirrolasa
hepética bien por desplazamienta de la unién del trptéfanc a prg

teinas o bien interviniendo ambos mecanismos.

En sentido opuesto a los trabajos anteriores, autores como Sugrue
(1.979), demuestran, utilizando distintos inhibidores especificos
de la recaptacifn de serctonina, que si bien potencian la accién
analgésica de la morfina son incapaces de modificar la accidén a—
nalgésica de otros opiéceos como la metadona y la petidina. Dicho
autor opina gue ello.es debido a que Gnicamente la morfina aumen—

taria el ritmo de sintesis de serctonina cerebral.

APOMORFINA.~

La apomorfina, a dosis bajas activa los autorreceptores dopaminér-
gicos presinépticos. originando una inhibicidén de la liberacidn de
dopamina. La apomorfina a dosis més elevadas (Superiores a 2 mg/Xg.
estimula los receptores dopaminérgicos postsinipticos (Ushijima Y

Cols. 1.982).

Nosotros hemos ensayadoc la dosis de 0,25 mg/Kg. A esta dosis ejerce
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un efecto distinto sobre los dos analgésicos valorados.
La analgesia morfinica es antagonizada claramente por la apomorfina.

Los trabajos de Tulunay y Cols. 1.975; Tekemori y Cols. 1.975 y Tu-
lunay y LCols 1.976 demuestran gue la apomorfina-a dosis de 10 mg/Kg
(que estimula los receptores dopaminérgicos postsinépticos) inhibe
la accidn analgésica de la morfina valorada en el ratén en el méto-
do de la retirada de la cola. Los citados autores, sefialan también
gue la apomorfina a las altas dosis ensayadas tiene propiedades hi-

peralgésicas que al menos de forma parcial contribuyen a dicho anta

gaonisma.

Los resultados obtenidos por nosotros, demuestran que la apamorfi-
na, a dosis gue no inhiben las contorsiones realizadas, actuando so

bre los autorreceptores presinidpticos, antagoniza la accidén de la -

morfina.

Con la T R H el efecto encontrado es de signo contrario. Se obser-

va una clara potenciacién del efecto analgésico.

Debido a la inhibicién de las contorsiones, que ocasionan las do—-—
sis altas de apomorfina, nos ha sido imposible valorar el efecto —
de la estimulacién de los receptores dopaminérgicos postsindpticos

sobre la accién analgésica de la T R H.

Quedaria por estudiar el efecto del sulpiride, blogueante selecti-

vo de los autorreceptores dopaminérgicos presindpticos sobre la ac

cidn analgésica de la 7 R H.

SULFATO DE ESERINA,-

5i bien observamos una reduccién en la media de contorsiones cuan-—
do la Eserina se asocia a la morfina, no hay diferencia estadisti-
camente significativa. Con la T B H no observamos una modificacitn
en la media de contorsiones. Esto lo atribuimos a que .: debido a
las propiedades analgésicas que presenta la eserina {Ireson, 1.970
Howes y Cols. 1.969. Pleuvry y Tobias, 1.971) tuvimos gue escoger

una dosis que no modificara las contorsiones inducidas por la fe—
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nilbenzoguinona. De acuerdo con los trabajos de Dewey y Cols.
(1.970), la dosis de 0,1 mg/Kg. no modifica estas contorsiones
pero al mismo tiempo ha resultado insuficiente para valorar la

interaccién.

7-5,~ OXOTREMORINA, -

Autores como Ireson, 1.970, Howes y Cols. 1.969, Pleuvry y Tobias
1.971; mostraron gque la oxoiremorina posee actividad analgésica.
La dosis utilizada no debia modificar la media de contorsiones y
de acuerdo con los trabajos de Dewey y Cols (1.970) escogemos la

dosis de 0,0 img/Kg.

A esta dosis la oxotremorina potencia de forma clara la accién —
analgésica de la morfina y nuestros resultados coinciden plenamen
te con gue el sistema colinérgico es un modulador positivo de la

analgesia morfinica, (Takemori y Cols. 1.975, Howes y Cols. 1.969,
Ireson 1.970). No coinciden con los trabajos de Dewey y Cols. ——
1.970, los cuales utilizando la fenilbenzoguinona no encuentran -
potenciacidn de la morfina. Nosotros atribuimos estas diferencias
a la diferente metodologia seguida utilizando el mismo agente in-
ductor del dolor Dewey y Cols. administran la fenilbenzoguinona y
observan las contorsicnes durante 1 minuto, a los 10, 15, 20, 25

y 30 minutos.

Nosotros valoramos las contorsiones entre los 5 y 10 minutos gue
siguen a la administracidn de la fenilbenzoguinona. Existe un ——
acuerdo general en considerar gue durante dicho periodo de tiem-—
po los animales realizan el mé&ximo de contorsiones abdominales,

lo gue permite una mejor valoracibén de los analgésicos estudiados.

Por el contrario, con la T R H, obtenemos un claro antagonismoc de-~
mostrable por el desplazamiento obtenido en la recta de regresién
modificéndose notablemente la DA5Q) gue alcanza el valor de 11,76

mg/Kg.
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7~6.~ ATROPINA,-

7 -7c_

Los trabajos de Takemori y Cols (1.975) y Tulunay y Cols (1.976)
muestran que el sulfato de atropina, a la dosis de 10 mg(Kg. an—
tagoniza el efecto analgésico de la morfina valorado en el ratén

en el método de la retirada de la cola.

Los trabajos de Ireson (1.970) muestran que el sulfato de atropi-
na a la dosis de 0,5 mg/Kg. no modifica la accién analgésica de —
la morfina valorada en el ratén por los métodos de la fenilbenzo-

guinona y del electroshock en la cola.

Nosotros, en nuestras condidones experimentales observamos gue en
el método de la fenilbenzoguinona, el sulfato de atropina, a las
dosis de 5 y 10 mg/Kg. no modifica la accién analgésica de la mor

fina a las dosis de 0,32 y 0,64 mg/Kg.

Utilizando el método de la placa caliente, dosis de 10 mg/Kg. de
sulfato de atropina parecen antagonizar la accidn analgésica de la
morfina; : debemos sefialar que (Onicamente a los 60 minutaos apare-—
cen diferencias estadisticamente significativas cuandoc se compara

con el lote de animales gue recibid suerc fisioldgico y maorfina.

Por el contrario, el sulfato de atropina potencia de forma extra-—

ordinaria la accién analgésica de la T R H, reduciéndose la DAgg

(0,44 mg/Kg)'

Demostramos también que el metilnitrato de atropina, base fuerte,

gue no pasa la barrera hematoencefélica no modifica la accidn —
analgésica de la T R H. Ambos hechos demuestran claramente que de
ben bloguearse los receptores muscarinicos centrales (Kato y Agid

1.979) para potenciar la accién analgésica de la T R H.

INFLUENCIA DEL SISTEMA COLINERGICO.-—

La influencia ejercida por el sistema colinérgico en la accidn -
analgésica. de la T R H, nos permite afirmar que la accién analgé
sica de la T R H es independiente de los efectos analépticos del

tripéptido, basados en los siguientes hechos:
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Los trabajos de Breese y Cols. (1.975) demuestran que en el
ratén el sulfato de atropina antagoniza el efecto analéptico
de la T B H sobre el pentobarbital.

Los trabajos de Cott y Cols (1.976) demuestran que el metil-
nitrato de atropina, administrado a la rata por via intracis-
ternal antagoniza el efecto analéptico de la T R H sobre el -

etanol.

Yarbrough y Singh (1978) observaron gue la T R H, administra-
da por via endovenosa aumenta las acciones excitadoras de la

acetilcolina en neuronas corticales de rata.

Los interesantes trabajos realizados por Schmidt en 1977 de -
muestran en la rata, gue la T B H no modifica los niveles de
acetilcolina ni la recaptacién de colina dependiente de la —
alta afinidad para el sodio, en estriado, hipocampo, cortex y
cerebro medio; en el mismo trabajo, confirman gue el pentobar
bital, reduce la recaptacién de colina en todas las regiones-
consideradas, exceptuando el estriado y gue ademis aumenta ——
los niveles de acetilcolina de forma muy significativa con —
respecto al control en hipocampo y cortex. Dicho autor demues
tra que la T R H antagoniza el efecto reductor ejercido por -
2l pentobarbital sobre la recaptacidén de colina en todas las
regiones consideradas con excepcifn del estriado, reduciendo
también de forma significativa el incremento en los niveles
de acetilcolina inducido por el pentobarbital, unicamente en

el hipocampo.

Malthe -~ Sorensen y Cols. (1978) muestran gue la T R H admi -
nistrada por via intracerebroventricular aumenta el ritmo de

sintesis de la acetilcolina en el cortex parietal.

69 )Kalivas y Horita (1980), microinyectando picomoles de TRHen

diferentes zonas del cerebro de rata, observan gque en el sep-

tum concentraciones de T R H de 0,095 nM por rata antagonizan
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significativamente la narcosis inducida por pentobarbital. E1
septum tiene proyecciones eferentes con el hipocampo y existen
suficientes evidencias que apoyan el concepto de que la acetil-
coiina es el neurotransmisor utilizado en el sistema septo hipg'
cémpico. Dichos autores concluyen gue la exguisita sensibilidad
mostrada por el septum a esta accién de la T R H, apoyan el con
cepto de que la T B H puede actuar como un neuromodulador cen —
tral. Esto se apoya en la demostracién llevada a cabo por Sfae-
ffer y Cols. en 1977, quienes demostraron que los sinaptosomas
septales liberan de forma caelcio dependiente T R H inmunorreac-—

tiva en presencia de altas concentraciones de potasio.

La extraordinaria influencia del sistema colinérgico sobre la -
accién analgésica de la T R H se realiza en sentido contraric a la
gjercida sobre la accifn analéptica. En efecto, la oxotremorina ago
nista de los receptores muscarinicos centrales antagoniza el efecto
analgésicoidel tripéptido y el sulfato de atropina blogueante de los

receptores muscarinicos centrales potencia dicha accién.

Estos resultados apoyarfian la hip6tesis de gue la zona septo hi-
pocampica intervendria decisivamente en la accifén analges&ca de la -
TR Hy gue quizés el tripéptido endSgeno considerado, que para mu -
chos autores es un neurctransmisor o un neuromodulador de la transmi
sién, actuaria modulando de alguna forma la actividad de zonas del -

sistema nervioso central relacionadas con la integracién del dolor.

' La extraordinaria potenciacién obtenida con el sulfato de atro-
pina deberfia de alentar el ensayo clinico de dicha asociacifn en pa
cientes terminales con sindromes dolorosos. En caso de confirmarse -
esta potenciacién en seres humanos, obtendrfiaemos un claroc beneficio
para dichos enfermos, retrasando el uso de fé&rmacos opiéceos a fa -

ses aln més avanzadas de su enfermedad.



7-8.— COMPARACION DE LAS ACCIONES ANALGESICAS DE LA MORFINA Y T R H

Finalmente podemos resumir en el siguiente cuadro las analogias

y diferencias entre ambas sustancias.

ANALOGIAS Y DIFERENCIAS EN LA ACCION ANALGESICA DE LA TR H

Y DE LA MORFINA,

TRH MORFINA
ACTIVIRPAD EN METODO TERMICO - +
ACTIVIDAD EN METODD MECANICO + +
ACTIVIDAD EN METODOS QUIMICOS + +
ANTAGONISMO POR NALOXONA - +
ACCION EN LA PREPARACION DE
MUSCULO LONGITUDINAL-PLEXO
MIENTERICO DE ILEON DE COBAYO - +
PRETRATAMIENTO CON RESERPINA ~ l
TRITRATAMIENTO 5-HTP T ?T
PRETRATAMIENTO CON APOMORFINA ? L
PRETRATAMIENTO CON OXOTREMORINA l T
PRETRATAMIENTO CON ATROPINA SULFATO 11 } (s010 en método

térmico)

Observaciocnes:

+ actividad
- no actividad
1 Aumento de la accidn analgésica
~~ No modificacidn de la accidn analgésica
v

Descenso de la accifn anlgésica.
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C ONCUL U S I ONFES

12) La T R H presenta acci6n analgésica, en los métodos de induc—

cidn del dolor mecénicos y quimicos.

. . . . L a-
22 ) Esta accifn analgésica es independiente e los receptores opi=

&ceos F'

32) La accién analgésica que presentan los dos dipéptidos andlogos
de la T R H, demuestra que la acci6n analgésica es un efecto -
central del tripéptido; independientemente de sus acciones en—

docrinas ya que carecen del piroglutémico.

49) La histidil-prolina dicetopiperacina, metabolito activo para
algunas acciones de la T R H carece de actividad analgésica.
Por consiguiente la accién analgésica de la T R H es indepen—
diente de su transformacién en histidil-prolina dicetopipera-

cina.
59) lLa reserpina no modifica la accién analgésica de la T R H.

62) E1 5-HTP potencia la accién analgésica de la T R H, si bien

con menor intensidad que en el caso de la morfina.

79) E1 estimulo de los autorreceptores dopaminérgicos presinépti-

cos potencia la accién analgésica de la T R H.

89) E1l sistema colinérgico influye decisivamente en la accién —

analgésica de la T R H.

- La estimulacién colinérgica antagoniza la accifn analgésica
- E1 blogueo de los receptores muscarinicos centrales potencia

de modo extraordinario la accién analgésica de la T R H.
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92) La accién analgésica de la T R H no es consecuencia de la
accidn analéptica del tripéptido puesto gue el sistema co
linérgico actda de manera contrapuesta sobre ambas accio-

Nnes.
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