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SUMMARY

The opiate withdrawal syndrome has attracted the interest of
scientists and society since realizing that in the 1880s the medically
useful opiate drugs induce state of physiological and psychological
dependency. Explanations for this syndrome of autonomic
disturbance and psychic distress, which appears when drug intake
ceases, have ranged from elaborate psychological and moral
theories to increasing precise biochemical theories. New
compounds, introduced partly for their lack of withdrawal effects,
have included both heroin and methadone; now both are known
for theit withdrawal syndromes and substantial abuse. Neatly every
treatment suspected to affect brain functions has been tried
without significant success against the withdrawal syndrome,
including electroconvulsive therapy, major and minor tranquilizers,
insuline-induced hypoglycemic shock, and many others. Not a
single opiate treatment so far has been convincingly proven
effective, thus the problems of opiate dependency remain
substantial for the individuals involved, and costly to society due
to lost productivity, treatment delivery, and crime associated with
drug supply and procurement.

The scientific excitement about treatment for opiate withdrawal
phenomena was increased by the discoveries that opiates act as
receptors that are targets for numerous endogenous opiate-like
peptide neurotransmitters. The research into the mechanisms of
opiate action, tolerance and withdrawal suddenly appeared to offer
insights into fundamental processes of central neural regulation
and physiology. At the same time the increasing numbers of
neurotransmitters, receptors, intracellular modulators, and
interacting neuronal systems make more complex models and
explanations necessary. At present, data suggest that every known
neurotransmitters and neuroregulatory systems could be involved.
Drug withdrawal is an integral part of most types of dependence
and, to a large extent, opiate withdrawal has been considered the
prototypical classical measure of opiate dependence. The opiate
withdrawal syndrome is characterized by multiple behavioral and
physiological signs such as behavioral activation, ptosis, diarrhea,
wet dog shakes and motivational dysfunction, which may be
represented in the central nervous system at multiple sites. Much
recent evidence have been derived from studies of the nucleus
locus coeruleus, the primary source of noradrenergic

innervation of the limbic system, cerebral and cerebellar
cortices, and a quantitatively smaller sources of innervation
of hypothalamic and other brainstem nuclei. The locus
coeruleus presents a noradrenergic inervation and is
enriched with opioid receptors of the W and K subtypes. In
addition, it receives afferents from primary pain and
sensory systems and sends efferents to many areas of the
brain associates with specific physiological changes
described during classical morphine withdrawal syndrome.
Postsynaptic receptors for these efferents are the
adrenoceptors subtypes, where noradrenaline release, in
addition to some specific effects, seems to modulate other
neurotransmitter inputs. The locus coeruleus appears to
contain presynaptic receptors on the perikarya or dendrites,
and on the nerve terminals that mediate modulatory
responses. Receptors for substance P, muscarinic
acethylcholine, and glutamate are excitatory, and inhibitory
responses are scen following application of o-2
adrenoceptors, adenosine, GABA and benzodiazepine
agonists, with evidence suggesting auto- and hetero-
regulation, which involves the participation of efferents
from the limbic system, cerebral cortex and hypothalamic
innervation.

The development of dependence with repeated use and the
expression of withdrawal syndrome are characteristic features
of all the opiates, represented by morphine. Although many
studies regarding several neurotransmitters and receptors have
been conducted to define the mechanisms involved in the
development of dependence and expression of opiate withdrawal,
these have not been fully clarified despite the huge accumulation
of experimental and clinical data at present. The known
mechanism associated to the presentation and termination of
morphine withdrawal is important in the cases of dependence
from voluntary administration, when withdrawal results of
suppression of morphine administration in the pain treatment,
as well as in the cases of neonatal abstinence, which leads to
prolonged hospitalization for both mother and infant.
Morphine is an opioid agonist with higher affinity by W opioid
receptors, however, many evidences indicate that other receptors,
such as adenosine receptors, participate in the morphine effects.
Opiate receptor-mediated adenylate cyclase signalling in the locus
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coeruleus is an important pathway in opiate dependence.
Acutely administered opiate binds to opioid receptors and
inhibits production of cyclic adenosin monophosphate
(cAMP) by adenylate cyclase and decrease cAMP-
dependent protein kinase (PKA) activity. This results in
the alteration of ion channels and the inhibitions of firing
of locus coeruleus neurons. The continued presence of
opiates and ongoing inhibition of adenylate cyclase activity
may produce a compensatory enhancement of adenylate
cyclase and PKA activity. Tolerance to opiates is associated
with an increase in adenylate cyclase activity and the return
of intracelular cAMP to baseline levels after two or three
days of morphine treatment. Abrupt withdrawal of opiate after
chronic administration produces adenylate cyclase hyperactivity
associated with an acute flood of intracellular cAMP. Intravenous
or intraventricular infusion of cAMP antagonizes morphine anal-
gesia and accelerates the development of opiate tolerance and
withdrawal syndrome. Complex regional alterations in adenylate
cyclase and PKA activity and G protein subunities, after chronic
morphine treatment, have been demonstrated in several brain
regions.

Adenosine receptors, like opioid receptors, play an important
role in regulating neuronal adenylate cyclase activity and
intracellular cAMP levels and can therefore affect opiate
dependence. Adenosine A; receptor activation inhibits both
adenylate cyclase activity and intracelular cAMPC formation, while
A,, receptor activation stimulates both; these receptors ultimately
affect PKA activity via cAMPC regulation.

A variety of studies have suggested that adenosine receptors are
involved in central opiate actions. On the other hand, the decrease
of morphine withdrawal behavioral signs after a certain period
of time, suggests endogenous changes that attenuate or terminate
with morphine withdrawal. In rodents, the A; adenosine agonists
blockade the morphine withdrawal signs apparition; which
suggests the participation of A; receptors in the endogenous
response related with attenuation of morphine withdrawal.
Morphine withdrawal has been related with neural activity
increased from locus coeruleus and many studies suggest the
participation of other brain regions, such as limbic system and
cerebral cortex. The main purpose of the present study was to
known the endogenous changes in number (B,,,) and affinity
(Kyof the adenosine A; receptors in five rat brain structures
related with activity of the locus coeruleus when the morphine
withdrawal has finished. Wistar male rats received six injections
of morphine (20 mg/kg, i.p.), one each twenty four hours. The
frequency of presentation of five morphine withdrawal behavioral
signs (anxiety, pupillary dilatation, jumping, wet dog shakes and
tremor), was recorded. Animals were sacrificed when the
morphine withdrawal signs were observed in less that 10% of
the population, and brain regions were dissected. In receptor
binding studies by saturation assays with *H-clorocyclopentil-
adenosine (*H-CCPA), a selective radioligand to adenosine A,
and Ky
values from amygdala, cortex, striatum, hippocampus and

receptors was used to obtain the corresponding B,
hypothalamus membranes. Forty-eighth hours after the last
morphine administration, the withdrawal signs were only present
in 8% of the animals. At this time there was an increase in A,
receptor number in the hippocampus (45%), the amygdala (12%),
and the cerebral cortex (142%). No differences in the A}, B
and K values were detected in the hypothalamus or the striatum
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in comparison with the control group. No significant changes
were found in the affinity values in the hippocampus and
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amygdala; however, in the cortex the K, values were higher
(50%) than in the control group. Therefore, initial U recep-
tor activation results in adenosine A; receptor upregulation
in brain cortex and limbic structures (hippocampus and
amygdala), which are associated with the decrease of
morphine withdrawal signs. Simultaneously there are no
changes in the hypothalamus and striatum. These results
indicate that A; receptors of only certain cerebral structures
participate in the morphine withdrawal regulation. The A,
receptor upregulation found in the cortex and limbic system
could be a endogenous response related with U and A,
receptor interaction that increases the ability of endogenous
adenosine to decrease neural excitability to locus coeruleus
in association to natural morphine withdrawal termination.
The effects of endogenous adenosine on upregulated A,
receptors in limbic and cortical afferent pathways could
attenuate effects of opioid-mediated upregulation of
adenylate cyclase and PKA which could decrease the
neuronal firing rate in locus coeruleus in association with
a decrease in the excitatory neurotransmitter release. Our
results suggest that adenosine A; receptors represent an
important site of therapeutic intervention in opiate
dependence and in the treatment of withdrawal resulting
when drug intake ceases.

Key words: Morphine withdrawal, rat brain, adenosine A,
receptors.

RESUMEN

El sindrome de abstinencia a opiaceos ha llamado la atencién de
los cientificos y de la sociedad desde la década de 1880, cuando
se encontrd que el uso médico de las drogas opidceas inducia
estados de dependencia fisica y psicolégica. Los nuevos com-
puestos, como la heroina y la metadona, que al principio se em-
plearon por su aparente carencia de efectos colaterales, ahora se
sabe que producen sindrome de abstinencia y que, incluso, se
abusa de ellos. Los problemas de la dependencia de los opiaceos
por consumo voluntario, asi como los asociados al sindrome de
abstinencia resultante de la suspension de la administracién de
morfina en el tratamiento del dolor crénico y en los casos de
sindrome de abstinencia neonatal, se presentan con gran fre-
cuencia en los individuos involucrados, y representan un alto costo
para la sociedad debido a la disminucién de la productividad, a
los recursos destinados a apoyar los tratamientos, que en el caso
de la abstinencia neonatal incluye la hospitalizacién de la madre y
del infante, asi como a la presentacién de conductas criminales
asociadas con la obtencién de la droga. Se sabe que junto con la
presentacién del sindrome de abstinencia a opiaceos se altera mds
de un sistema endégeno de neurotransmision, y se postula que se
presentan cambios que contribuyen a la presentacién del sindro-
me, mientras que otros contribuyen a su terminacién. La mayo-
rfa de los estudios se ha dirigido a los factores que los causan, y
se ha puesto poca atencién en los posibles procesos endégenos
asociados a la terminacién del sindrome de abstinencia a opiaceos.
El desarrollo de la dependencia por el uso repetido, y la presen-
tacion del sindrome de abstinencia cuando se suspende el sumi-
nistro de la droga, son caracteristicas tipicas de todos los opidceos,
representados por la morfina. Después de cierto tiempo la dismi-
nucién de los signos conductuales del sindrome de abstinencia a
morfina sugiere la existencia de cambios endégenos que lo ate-
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ndan o que lo terminan. En los roedores, los agonistas A;
de la adenosina bloquean la aparicién de los signos del
sindrome de abstinencia a morfina, lo que sugiere que en
la respuesta endégena relacionada con la atenuacién del
sindrome de abstinencia a morfina podrian participar los
receptores A;. La mayoria de las evidencias indica que el
sindrome de abstinencia a opidceos resulta de la activi-
dad neuronal incrementada en el locus coernlens. Se pro-
pone que la participacién del locus coernlens esta regula-
da por la inervacién noradrenérgica del sistema limbico,
de la corteza cerebral y cerebelar y cuantitativamente,
aunque en menor proporcién, por la inervacién del
hipotalamo y de otros ntcleos del tallo cerebral. El pro-
pésito del presente estudio fue conocer los cambios
endégenos en el numero (B,,,) v la afinidad (K,) de los
receptores A; en distintas regiones cerebrales al final del
sindrome de abstinencia a motrfina. Se utilizaron ratas Wistar
macho que recibieron seis inyecciones de morfina (20
mg/kg i.p), una cada 24 horas. Se registr6 la frecuencia
con la que se presentaban cinco signos conductuales del
sindrome de abstinencia a morfina (ansiedad, dilatacion
de la pupila, saltos, sacudidas de perro mojado y tem-
blor), se sacrificé a los animales en el momento en que
los signos se observaron en menos de 10% de la pobla-
cién y se obtuvieron las regiones cerebrales. A partir de
los estudios de unién a receptor en los ensayos de satura-
cién con *H-clorociclopentiladenosina (*H-CCPA), un
radioligando selectivo para los receptores A; en las mem-
branas de la amigdala, la corteza, el estriado, el hipocampo
v Ky
correspondientes. Cuarenta y ocho horas después de la
ultima inyeccién de morfina los signos conductuales se
presentaron en sélo 8% de los animales. Para entonces, el
numero de receptores A; se incrementé en el hipocampo
(45%), en la amigdala (12%) y en la corteza cerebral (142%).
En el hipotilamo y en el estriado las diferencias no resul-

y el hipotilamo se obtuvieron los valores de B

max

taron significativas, ni en el nimero ni en la afinidad de
los receptores A;. En la amigdala y en el hipocampo no
se modificé la afinidad, mientras que en la corteza, los
valores de K, resultaron ser mayores (50%) que en el con-
trol. El incremento en el nimero de receptores A; en la
corteza cerebral y en las regiones limbicas (hipocampo y
amigdala), simultineamente con la ausencia de cambios
en el estriado y el hipotalamo, se asocia con el decremento
en los signos del sindrome de abstinencia a morfina. Es-
tos resultados indican que el incremento de los recepto-
res Ay podria ser una respuesta endégena relacionada con
la interaccién entre los receptores Ly Ay, que bloquea la
actividad neuronal desde la corteza, y el sistema limbico
hacia el Jocus coernlens, lo que contribuye a la termina-
cién natural del sindrome de abstinencia a morfina. Nues-
tros resultados sugieren que los receptores A; de la
adenosina representan un nivel de intervencién terapéu-
tica en la dependencia a los opidceos y en el tratamiento
del sindrome de abstinencia resultante de la suspensién
del suministro de la droga.

Palabras clave: Sindrome de abstinencia a morfina, cerebro de
rata, receptores A; de la adenosina.
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INTRODUCCION

El conocimiento de los mecanismos endogenos
que terminan con el sindrome de abstinencia es
importante no unicamente en los casos relacio-
nados con la dependencia de opiaceos (11, 27),
sino también en los casos del sindrome de absti-
nencia resultante de la suspension del tratamien-
to con morfina debido a dolor crénico (36), asi
como en los casos del sindrome de abstinencia
neonatal (8, 29). El estudio de tales mecanismos
en humanos se dificulta por obvias razones, por
lo que se recurre a modelos experimentales en
animales. Al respecto se conoce que la adminis-
traciéon repetida de morfina a roedores produce
tolerancia y dependencia. Al suspender el sumi-
nistro de la droga se presenta sindrome de absti-
nencia, que se caracteriza por una serie de alte-
raciones conductuales, que incluye: saltos, sacu-
didas de perro mojado, temblores, dilatacién de
la pupila y ansiedad, observables entre tres y
seis horas después de la ultima administracién de
morfina (18, 23, 27, 44, 46). La proporcién de
estos signos se incrementa hasta alcanzar un gra-
do maximo, y, después de cierto periodo, los
signos conductuales desaparecen (18, 23), lo que
sugiere la existencia de mecanismos endégenos
que termina con la excitabilidad neuronal que
produce el sindrome de abstinencia a morfina.
Se sabe que el sindrome de abstinencia a morfi-
na se produce por la actividad neuronal
incrementada en el focus coernlens, que se pro-
paga a otras regiones cerebrales (27, 28, 32, 34),
y que en la produccién de este sindrome de
abstinencia, ademas del sistema opioide (3, 27,
28), podrian participar otros sistemas de
neurotransmisién y neuromodulacién (7, 15, 20,
22, 34, 36, 39, 44). Sin embargo, poca atencién
se ha puesto a regiones cerebrales distintas al
locus coerulens, asi como a los mecanismos
endbégenos que terminan con el sindrome de abs-
tinencia a morfina. Se sabe también que la mort-
fina se une con mayor afinidad a los receptores [
opioides (31, 33, 40). Sin embargo, los efectos
de la activacién inicial de los receptores [l pare-
cen modularse por su interaccién con otros re-
ceptores, como los receptores de la adenosina,
pues los efectos analgésicos de la morfina se
acentuan en presencia de agonistas de los recep-
tores de la adenosina y se bloquean en presencia
de sus antagonistas (10, 38, 41), mientras que los
efectos del sindrome de abstinencia a opioides
se abaten en presencia de analogos de la
adenosina, mismos que se revierten en presen-
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cia de sus antagonistas (7, 22, 25, 36, 44). En
ambos casos, la participacion de los receptores
A, es mas consistente que en los otros subtipos
de receptores de la adenosina (7, 22, 38). Esta
serie de evidencias, junto con el hecho de que la
activacion de los receptores A; en diferentes re-
giones cerebrales inhibe la actividad neuronal de
manera consistente (30), hace de los receptores
A, candidatos importantes en los mecanismos aso-
ciados con la terminacién endégena del sindro-
me de abstinencia de la motfina. Por otro lado,
estudios recientes sugieren que la administracién
cronica de diferentes drogas que producen de-
pendencia induce la interaccién entre receptores
de distintos sistemas de neurotransmisién (1, 15,
19, 23, 39), y que una forma de participacién de
los distintos sistemas de neurotransmision asocia-
dos al sindrome de abstinencia de los opiaceos
podria ser mediante cambios en sus receptores
(1, 7, 13, 21, 23, 41).

A partir de las evidencias expuestas, con el
propésito de conocer la respuesta enddgena
en los receptores A; de la adenosina en cinco
regiones cerebrales de rata (amigdala, corteza,
estriado, hipocampo, hipotilamo), en asociacién
con la terminacién del sindrome de abstinencia
de la morfina mas que a su produccién, en la
presente investigacioén se cuantificaron los cam-
bios en la afinidad y cantidad de los receptores
A, al finalizar el sindrome de abstinencia de la
motrfina natural, resultante de la suspension de
la administracién repetida de morfina y sin uti-
lizar naloxona para precipitarlo. Lo anterior con-
trasta con la mayoria de los estudios en los que
se administra morfina de forma continta a roe-
dores y se precipita el sindrome de abstinencia
con naloxona (12, 18), si se considera que el
sindrome de abstinencia de la morfina en hu-
manos no resulta de la precipitacién con
naloxona, sino de la suspensiéon del suministro
repetido de la droga (8, 11, 28, 37).

MATERIAL Y METODOS

Animales, tratamiento con morfina y obtenciin

del  tejido

Se utilizaron ratas Wistar macho, de 250-300 g
de peso corporal, con agua y alimento ad
libitum (n=12). Después de una semana de ha-
bituacién, cada rata recibié una inyeccién
intraperitoneal (i.p) de morfina (20 mg/kg) cada
24 horas durante 6 dias, tratamiento que se sabe
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produce tolerancia y dependencia (3). Después
de la ultima administracién se registré la fre-
cuencia con que se presentaban algunos signos
caracteristicos del sindrome de abstinencia de
opioides (18, 23) en los animales (saltos [ante
la manipulacién], temblor, sacudidas de perro
mojado, dilatacién de pupila y ansiedad [inten-
tos repetidos por meter la cabeza debajo del
aserrin]). Se realizaron observaciones durante
20 minutos, cada 3 horas, durante las 12 horas
subsecuentes, y cada 12 horas en las siguientes
36. Los animales del grupo control (n=12) reci-
bieron el mismo esquema de inyecciones, pero
con solucién salina (Iml/kg, i.p). Se realizaron
tres réplicas de la condicién anterior y se en-
contré que 48 horas después de la ultima admi-
nistracién menos de 10% de los animales pre-
sentaron los signos del sindrome de abstinencia
de la morfina. Asi, 48 horas después de la ulti-
ma inyeccién se sacrificé a los animales (n=12)
por decapitacién y se obtuvieron las siguientes
regiones cerebrales: amigdala, corteza, estria-
do, hipocampo e hipotalamo, sobre una super-
ficie fria (4°C), segin el procedimiento de
Glowinsky e Iversen (1960).

Obtencion de las membranas cerebrales

Se unieron cada una de las estructuras (n=12),
se pesaron y se homogeneizaron en buffer Tris-
HCI frio (50 mM, pH 7.4) con un polytron (PT-
10) en la escala de 6, durante 30 segundos. El
homogeneizado se centrifugé dos veces a 30,
000 g por 20 min, a 4°C. El precipitado resul-
tante se resuspendi6é en buffer Tris-HCI, pH 7.4.
Con el propésito de eliminar la adenosina
endogena remanente que pudiese interferir con
la unién del radioligando, las muestras se incu-
baron con adenosina deaminasa (2U/ml) (Sigma
Chemical, Co.) en buffer Tris por 30 min a 25°C.
Las suspensiones de membranas se recentrifu-
garon y los nuevos precipitados se suspendie-
ron en buffer Tris y se guardaron a -70°C en
volumenes de 1 ml, hasta su utilizacién en los
ensayos de unién ligando-receptor.

Ensayos de unién a receptores A,

Se realizaron ensayos de saturacién con *H-cloro-
ciclopentil-adenosina (*H-CCPA) (170 Ci/mmol,
Dupont/New England Nuclear, EUA), como
radioligando selectivo para los receptores A; de
la adenosina. Las membranas (0.1-0.5 mg protei-
na) se incubaron con 8 concentraciones (0.1-10
nM) de radioligando en buffer Tris-HCI (50 mM,
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pH 7.4) por una hora a 25°C en un volumen total
de 250 pl. La unién no especifica se determind
en presencia de 1 mM de teofilina (antagonista
no selectivo para los receptores de la adenosina).
Se realizaron por lo menos 4 ensayos indepen-
dientes para cada estructura y se determiné por
triplicado cada concentracién de la curva de satu-
racién. El ligando unido del libre se separé me-
diante filtracién por vacio a través de filtros GF/B
en un multifiltro Brandel (Gaithersburg, MD) con
dos lavados de 5 ml de buffer Tris HCI frio. Los
filtros se sumergieron en 4 ml de liquido de cen-

telleo (Aquasol, Amersham) y se cuantificé la ra-
dioactividad en un espectrémetro (Beckman
LS6000SC). Se calcularon los valores de B, y de
K, mediante el andlisis de Scatchard con el pro-
grama LIGAND EBDA (26). El contenido de pro-
teinas se midié con el reactivo de Folin (24). Las
réplicas de los ensayos de saturacién se analiza-
ron individualmente y las medias de los parametros
de unién a receptor (B, v Kg) (& error estandar
de 4 experimentos) del grupo experimental y
control se compararon mediante una prueba t de
Student independiente.
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RESULTADOS
Conductas del sindrome de abstinencia

Los parametros registrados (temblor, sacudidas
de perro mojado, dilatacién de pupila y ansie-
dad) se presentaron entre 25 y 50% de los ani-
males a partir de las 3 horas posteriores a la
dltima administracion de motrfina, como se re-
porté en otros trabajos (23). A las 12 horas to-
dos los animales presentaron los cinco signos
registrados. La frecuencia de su presentacion
disminuyé después de este tiempo, de modo
que a las 24 y 36 horas después, se presenta-
ron los signos del sindrome de abstinencia en
66% y 33% de los animales, respectivamente.
Cuarenta y ocho horas después de la ultima

CuUADRO 1

administracién de morfina, la proporcién de
animales con los signos del sindrome de absti-
nencia registrados se redujo a 8%. En la figura 1
se muestra la secuencia temporal de la presen-
tacién de las sacudidas de perro mojado, saltos
y temblor en la poblacién a partir de tres répli-
cas, después de suspender la administracién
de morfina.

Cambios en el nimero (B,,.) y la afinidad (K,
de los receptores A,

Para las 5 regiones cerebrales analizadas, la uniéon
especifica del radioligando fue saturable. La
unién no especifica fue de 15 a 25% para “H-
CCPA. En el andlisis de Schatchard se obtuvo
una relacién lineal al graficar los valores del

Valores de B« Y K4 para los receptores A, de la adenosina en cinco
regiones cerebrales de ratas, 48 horas después de la Gltima adminis-

tracién de morfina

Receptores A 1 de la adenosina

Bax (fMoVmg proteina) Ky (nM)
Region Control 48 h después Control 48 h después
de administrar de administrar

morfina morfina
Amigdala 530+ 15 616+12* 0.49+0.2 0.43+0.1
Corteza 440+ 30 1066+ 33* 0.51+0.1 0.97+0.1*
Estriado 25+ 10 32+10 0.60+0.2 0.51+0.1
Hipocampo 730+30 1061 £27* 0.85+0.2 0.63+0.1
Hipotdlamo 39+10 35+12 0.51+0.1 0.49+0.1

Cada valor representa la media =+ el error estandar de cuatro ensayos de saturacion con *H-CCPA. Se
presenta cada concentracion por triplicado, para cada estructura.

*P<0.05 en comparacién con el grupo control.
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radioligando unido en funcién de la relacién
unido/libre, con un coeficiente de Hill cercano
a 1. En estas graficas el valor de la K, corres-
ponde al reciproco negativo de la pendiente y
el valor de B, corresponde al intercepto en
el eje de las X (figura 2). En la figura 2 se mues-
tran las graficas representativas para el hipocam-
po, en las que se observan las diferencias entre
el grupo experimental y el control.

En el hipotalamo y el estriado el nimero y
afinidad de los receptores A; resulté equiva-
lente al del grupo control. En la amigdala y el
hipocampo, el nimero de receptores A, resultd
mayor 12% y 45%, respectivamente, en com-
paracién con el control, sin cambios significati-
vos en los valores de afinidad. En la corteza
cerebral el nimero de receptores A; fue mayor
142%, respecto del control (cuadro 1, figura 3).
Los valores de K; en la corteza resultaron ma-
yores 50% (cuadro 1).

DiscusION

A diferencia de otros estudios donde el sindro-
me de abstinencia de la morfina se precipita
con naloxona (7, 18, 20, 23, 27), en la presente
investigaciéon se analizaron los cambios en los
receptores A al final del sindrome de abstinen-
cia natural de la morfina. Los resultados de
radioligando en la presente investigacién indi-
can que una respuesta endégena natural ante
este sindrome de abstinencia en ratas por parte
del sistema de la adenosina es un incremento
en el nimero (B,,) de receptores A, en la
corteza cerebral, el hipocampo y la amigdala,
pero no en otras regiones, como el estriado y
el hipotalamo. Esto sugiere que la respuesta
endbégena del sistema de la adenosina no es
generalizada y que la atenuacién de los signos
del sindrome de abstinencia de la morfina en-
contrada en el presente estudio podria resultar
de la unién de la adenosina enddégena a los
receptores A; incrementados en la corteza y en
el sistema limbico. Estos resultados son consis-
tentes con el hecho de que la inervaciéon cortical
y limbica regulan la funcién del Jocus coerulens
y el nucleo accumbens, considerados los prin-
cipales sustratos anatémicos del sindrome de
abstinencia de los opidceos (18, 27, 28, 32,
34).

Estudios previos que analizaron los cambios
durante el sindrome de abstinencia de la morfi-
na reportaron un incremento en los receptores
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Ay en el cerebro completo (2) y en la corteza
cerebral (21) de ratones, sin cambios en el
hipocampo (21). Junto con nuestros resultados,
esto indicaria que el incremento de los recep-
tores A; en la corteza se relaciona tanto con la
presentacién como con la terminacién de este
sindrome de abstinencia, mientras que el incre-
mento de los receptores A; en el sistema limbico
se relaciona con su terminacién. Lo anterior
podria relacionarse con la participacion del sis-
tema limbico en los aspectos motivacionales del
sindrome de abstinencia de los opiaceos (27,
34, 46). A su vez estos resultados son muy inte-
resantes y coinciden con la participacién del
sistema limbico en los efectos convulsivos aso-
ciados con el sindrome de abstinencia (18), asi
como con la atenuacién de las crisis convulsivas
por agonistas A; de la adenosina en diferentes
modelos animales de epilepsia (6, 43).

Se desconoce el mecanismo mediante el cual el in-
cremento de los receptores A, podtia atenuar los efec-
tos del sindrome de abstinencia de la morfina. Con
base en las evidencias existentes, proponemos algunas
posibilidades. La morfina se une con mayor afinidad a
los receptores W, mismos que, al igual que los recepto-
res Ay, se acoplan al sistema de la adenilatociclasa de
manera negativa (30, 40). En un estudio previo, noso-
tros informamos que el numero de receptores LL cere-
brales se incrementa 48 horas después del tratamiento
con morfina (6). Se sabe que, como parte del sindrome
de abstinencia de opioides, al eliminar la presencia del
ligando, una respuesta inmediata como mecanismo
compensatorio es un incremento masivo de los nive-
les intracelulares de AMPc (27, 28, 34). El incremento
en el nimero de receptores A; y L después del sindro-
me de abstinencia de la morfina podria relacionarse
con una respuesta dirigida a disminuir los niveles de
AMPc, como parte de una intercomunicacién entre
ambos receptores (1, 9, 13). De este modo podtria dis-
minuir la liberacién de neurotransmisores, como los
aminoacidos excitadores, asociados con excita-
bilidad neuronal incrementada durante el sin-
drome de abstinencia (42, 45). Tal hipotesis es
mas consistente con el efecto bloqueador que
tienen los agonistas A; de la adenosina (7, 22,
44) sobre el sindrome de abstinencia, que para
los agonistas [, cuyos efectos sobre la activi-
dad neuronal pueden ser tanto excitatorios como
inhibitorios (40). Otra posibilidad podria ser una regu-
lacién a nivel transcripcional, pues se ha encontrado
que en asociacién con el sindrome de abstinen-
cia de la morfina se presenta la induccién de
genes tempranos, como c-jun, c-fos y krox-24,
as{ como de sus proteinas en el Jocus coerulens,
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corteza, hipocampo y otras regiones cerebrales
(4, 16). Se propone que tal induccién podria
resultar de la fosforilacién de factores de trans-
cripcion constitutivos que se unen con alta afi-
nidad a los elementos responsivos a calcio/
AMPc (CREB), con la participacién de la PKA
17).

Los resultados de radioligando, respecto de la
afinidad indican un incremento en los valores
de K4 en la corteza, lo cual podria reflejar una
disminucién en la afinidad en los receptores A;
(30), quiza como respuesta compensatoria ante
el incremento marcado (142%) en el nimero
de receptores A, en esta regién cerebral. Sin
embargo, debido a que no es tan grande la
diferencia en los valores de afinidad, esto no
necesariamente implica cambios conformacio-
nales en los receptores A;. Tal diferencia po-
dria resultar de una alteracién en el acopla-
miento de los receptores A; con las proteinas
G después del tratamiento con morfina (9).

Resulta interesante considerar que el incre-
mento de receptores A; cerebrales podria ser
un evento comun en diferentes alteraciones
neuronales que se presentan de manera repeti-
da como respuesta de plasticidad neuronal. Tal
es el caso del estado epiléptico (5) y la absti-
nencia alcohédlica (19), situaciones en las que
se ha reportado un incremento en el nimero
de receptores A; después de crisis epilépticas
repetidas (5) y después de episodios repetidos
de abstinencia alcohélica (19) en ratas, respec-
tivamente.

Nuestros resultados indican que, junto con la
terminacién de los signos del sindrome de abs-
tinencia de la morfina, se presenta un incre-
mento de receptores A; en la corteza y en el
sistema limbico. En tal situacién podria facilitarse
la accién inhibitoria de la adenosina enddgena,
y atenuar los signos de este sindrome de absti-
nencia. Asi, un sistema alterno en el trata-
miento del sindrome de abstinencia de los
opiaceos es el sistema de la adenosina, no sélo
en los casos de dependencia a opioides (27),
sino en aquellos en los que se trata el dolor
cronico con motfina (37), y en los de sindrome
de abstinencia neonatal (8, 29). Habrfa que con-
siderar los procesos endégenos que regulan la
disponibilidad de la adenosina, como la
recaptura y la degradacién (30), ademas del
uso de agonistas A; (22, 25, 36) en el disefio
de farmacos para el tratamiento del sindrome
de abstinencia de opiaceos.
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