ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA

LUBLIN —POLONIA
VOL. XXXIV, 18 SECTIO D 1979

Zaklad Farmakodynamiki. Instytut Patologii Klinicznej. Akademia Medyczna w Lublinie
Kierownik: doc. dr hab. Romuald Langwinski

Alicja KRUSZEWSKA, Romuald LANGWINSKI

Wplyw rezerpiny na objawy abstynencji morfinowej u myszy *
Bausinue pe3epnmHa HA CHMMITOMbl MOD(MHHOM abCTUHEHLMM ¥ MbIIIeN

The Effect of Reserpine on the Morphine Abstinence Syndrome in Mice

Rozw6j tolerancii i fizycznej zaleznoéci po wielokrotnym podaniu oraz zjawisko
abstynencji w przypadku odstawienia charakteryzuja analgetyki narkotyczne. W pra-
cach do$wiadczalnych modelami do badania fizycznej zalezno$ci od opiatéw sg my-
szy i szezury. Te zwierzece modele sy dobre, poniewaz klasyczne efekty morfinowe,
tj. analgezja, tolerancja i fizyczna zaleino§¢ mogg byé latwo wykazywane u obu
gatunkéw zwierzat do§wiadczalnych.

Objawy abstynencji u myszy i szczuréw zaleznych od morfiny obserwuje sig
bgdz po naglym odstawieniu analgetyk6éw narkotycznych (1, 7, 8), badZz po podaniu
antagonistéw narkotycznych lekéw przeciwbdlowych (7, 18, 21).

U myszy abstynencja charakteryzuje si¢ nasilong defekacja, zwiekszonym odda-
waniem moczu, zwiekszeniem aktywno§ci motorycznej, drzeniami, niekiedy drgaw-
kami; najbardziej charakterystycznym objawem jest stereotypowe skakanie — ,,jum-
ping” (16) i utrata ciezaru ciata (15, 16). Stereotypowe skakanie i inne objawy absty-
nencji sg bardziej nasilone w przypadku podania antagonisty analgetykéw narko-
tycznych — naloksonu niz w przypadku abstynencji wywotanej naglym odstawie-
niem narkotyku (18).

Po podaniu naloksonu szczurom zaleznym od morfiny obserwuje sie: biegunke,
nienormalng postawe ciala, zbledniecie uszu, ptoze, szczekanie zgbami, préby uciecz-
ki, otrzepywanie, ruchy jezyka jak przy potykaniu. Z wymienionych objawéw absty-
nencji nalezy wyrézni¢ dwa najbardziej uchwytne, najbardziej charakterystyczne
i najlatwiejsze do pomiaru préby ucieczki — ,,escape attempts” i epizody otrzepy-
wania — ,,wet shakes” (20).

Mechanizm powstawania fizycznej zaleznoSci od analgetyk6w narkotycznych ak-
tualnie nie jest znany. Wielu autoréw sugeruje, ze aminy biogenne wystepujgce
w ofrodkowym ukladzie nerwowym odgrywaja role w powstawaniu fizycznej zalez-
nosci oraz w zjawisku abstynencji. Materiat dowodowy sugeruje, ze serotonina i do-
Pamina, a w mniejszym stopniu noradrenalina majg znaczenie w powstawaniu fi-
zycznej zalezno$ci od narkotycznych analgetykéw oraz w wyrazaniu objawdéw absty-
nencji (5, 18). Dotychczas nie wiadomo, czy zmiany w stezeniu i obrocie amin bio-
gennych w mézgu zaleinych zwierzat zapoczatkowuja biochemiczne zmiany, ktére

* Praca subsydiowana w ramach problemu wezlowego PAN 10.4.
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prowadza do fizycznej zalezno$ci, czy tez te zmiany sg skutkiem zalezno$ei wywota-
nej przez narkotyki (11).

Korelacja pomiedzy dopaming, noradrenaling i serotoning a farmakologicznymi
efektami wywolanymi przez przewlekle stosowanie morfiny byla badana przez wie-
lu autoréw (2, 3, 5, 7, 9, 13, 14, 15, 17). Autorzy ci sugerowali mozliwo§é pewnego
znaczenia tych monoamin w rozwoju fizycznej zalezno$ci od morfiny i powstawa-
niu zjawiska abstynencji. Mechanizm powstawania abstynencji po zaprzestaniu prze-
wleklego stosowania analgetykéw narkotycznych nie jest jednak poznany.

Rezerpina nalezy do §rodk6w o znanym wplywie na gospodarke dopaminy, no-
radrenaliny i serotoniny w moézgu (4). Z uwagi na to wplyw rezerpiny na objawy
abstynencji morfinowej moze §wiadezyé o mechanizmie powstawania zjawiska ab-
stynencji.

Celem niniejszej pracy bylo przebadanie wplywu rezerpiny na objawy absty-
nencji morfinowej u myszy.

METODYKA
1. CZESC OGOLNA

1. Materiaty. Doswiadczenia przeprowadzono na bialych myszach szczepu
Swiss, samcach o ciezarze ciala 22 g *2 g. Peletki z zawarto$ciag morfiny wykona-
no zgodnie z przepisem podanym przez Waya i wsp. (18). Stosowane peletki zawie-
raly morfine (zasade) — 75 mg, mikrokrystaliczng celuloze — 75 mg, zel krzemion-
kowy — 0,75 mg i stearynian magnezu — 1,5 mg. Ze wzgledu na wymagane wolne
uwalnianie morfiny otrzymang mieszanine wyZej wymienionych substancji mocno
sprasowywano w tabletkarce. Otrzymane w ten sposéb peletki posiadaly $rednice
7 mm, a wysoko$¢ 2 mm. Ponadto stosowano rezerpine (Serpasil — Ciba, amp.),
5-hydroksytryptofan (5-HTP) (Reanal), L-dwuhydroksyfenyloalanine (L-DOPA) (Rea-
nal) oraz chlorowodorek naloksonu (Narcan-Endo). Substancje te stosowano doo-
trzewnowo pod postaciami roztworé6w wodnych lub zawiesin w 0,5% roztworze
tylozy.

2, Technika implantacji peletek. Peletki implantowano u myszy
w lekkiej eterowej narkozie. Skére w okolicy grzbietowej, 1 ecm do tytu od linii ig-
czacej oba ptatki uszne nacinano poprzecznie na diugoéci okolo 7 mm. W otrzyma-
ne naciecie wprowadzono peletke, ktérg przesuwano pod skérag okolo 1 cm w strone
glowy, nastepnie ciecie skérne zamykano klamrg chirurgiczng.

3. Oceéna fizycznej zalezno$§ci. Myszy uzalezniano od morfiny przez
implantacj¢ morfinowych peletek, 72 h po implantacji wywolywano zespét odstawie-
nia (,withdrawal syndrome”) przez podanie naloksonu (5 mg/kg). Ocene abstynencji
przeprowadzano metoda Saelensa i wsp. (12), biorgc za podstawe liczbe podsko-
kéw wystgpujgcych u myszy w trakcie zespolu odstawienia (,withdrawal jumping”).
Po podaniu nalokosnu myszy umieszczano pojedynczo w szklanych cylindrach (wyso-
ko§¢ — 35 cm, Srednica — 25 cm), nastepnie przez 10 min, oceniano liczbg podsko-
kéw (za podskok przyjmowano oderwanie czterech lap zwierzgcia od dna cylindra).

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy uzyciu testu t Studenta. Przy-
jeto 5-procentowe ryzyko bledu wnioskowania.

II. CZESC SZCZEGOLOWA

Wplyw badanych zwigzk6w na intensywnoié objaw6bw abstynencji przebadane
u myszy z wytworzong zalezno$cia od morfiny. Objawy abstynencji wywolywano
wstrzyknigeciem naloksonu,
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1. Wptyw rezerpiny. Grupy myszy z zaimplantowanymi peletkami mor-
finowymi (6 zwierzat w grupie) otrzymywaly rezerpine w dawkach 1,5; 3,0 mg/kg
lub 0,9% roztwé6r NaCl 56 h po implantacji peletek, a 16 h przed podaniem naloksonu.

2. Wplyw rezerpiny i L-DOPA. Peletki morfinowe implantowano 18 my-
szom (3 grupy po 6 zwierzat). Pierwsza grupa otrzymala rezerpine w dawce 3 mg/kg
oraz 0,5% roztwér tylozy odpowiednio 56 i 71,5 h po implantacji peletek. Druga gru-
pa otrzymala rezerpine w dawce 3 mg/kg oraz L-DOPA w dawce 300 mg/kg w tych
samych odstepach czasowych. Natomiast grupa trzecia (kontrolna) otrzymata 0,9%
roztwor NaCl oraz 0,5% roztwér tylozy. Po 72 h od implantacji wszystkie grupy otrzy-
maty nalokson w celu wywolania objawoéw abstynencji.

3. Wptyw rezerpiny i 5-HTP. Peletki morfinowe implantowano 18 my-
szom (3 grupy po 6 zwierzat). Pierwsza grupa otrzymala rezerpine w dawce 3 mg/kg
oraz 0,5% roztwér tylozy odpowiednio 36 i 71,5 h po implantacji peletek. Druga gru-
pa otrzymata rezerpine w dawce 3 mg’kg oraz 5-HTP w dawce 200 mg/kg w tych
samych odstepach czasowych. Natomiast trzecia grupa (kontrolna) otrzymata 0,9%
roztwér NaCl oraz 0,5% roztwdr tylozy w tych samych odstepach czasowych. Po

72 h od implantacji wszystkie grupy otrzymaly nalokson w celu wywolania obja-
woéw abstynencji.

WYNIKI

Rezerpina podana w dawce 1,5 mg/kg praktycznie nie wplywala na
objawy abstynencji wywolane podaniem naloksonu u zaleznych od mor-
finy myszy. Podanie rezerpiny w dawce 3 mg/kg powodowalo wyrazne
i statystycznie istotne zmniejszenie objawow abstynencji, wyrazajgce sie
zmniejszeniem liczby podskokéw wystepujgcych po podaniu naloksonu
w dawce 5 mg/kg (tab. 1, 2 i 3).

L-DOPA w dawce 300 mg/kg znosila hamujacy wplyw rezerpiny za-
stosowanej w dawce 3 mg/kg na podskoki wywolane zastosowaniem na-
loksonu w dawce 5 mg/kg (tab. 2).

Podanie 5-HTP w dawce 200 mg/kg po uprzednim podaniu rezerpiny
w dawce 3 mg/kg jeszcze bardziej hamowato ,,withdrawal jumping” wy-
stepujacy po podaniu naloksonu w dawce 5 mg/kg (tab. 3).

DYSKUSJA

Doniesienia wielu autoréw (2, 9, 11, 16) sugeruja pewng role dopa-
miny w wyrazZaniu objawéw abstynencji u zaleznych od morfiny zwierzat.
Maruyama i wsp. (11) stosowali u zaleznych od morfiny myszy
substancje zmieniajgce stezenie moézgowych katecholamin i stwierdzili,
ze do pelnego wyrazenia objawow abstynencji u tych zwierzgt koniecz-
na jest calo$¢ oSrodkowych magazynéw katecholaminowych. Autorzy ci
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Tab. 1. Wplyw rezerpiny na ,,withdrawal jumping” wywolany naloksonem u zalez-
nych od morfiny myszy
Effect of reserpine on naloxone-induced withdrawal jumping in morphine-dependent
mice

Srednia liczba
podskokéw P
w ciggu 10 min.
* blad standardowy

Podawane zwigzki

0,9% NaCl

16 h przed naloksonem 50,0 8,15 —_
Rezerpina 1,5 mg/kg

16 h przed naloksonem 37,0 7,74 >0,2
0,9% NaCl

16 h przed naloksonem 82,0 121,86 —

Rezerpina 3 mg/kg
16 h przed naloksonem 19,0 +12,69 <0,05

Tab. 2. Wplyw rezerpiny i L-DOPA na ,,withdrawal jumping” wywotany naloksonem
u zaleznych od morfiny myszy
Effect of reserpine and L-DOPA on naloxone-induced withdrawal jumping in mor-
phine-dependent mice

Srednia liczba
podskokéw P
w ciggu 10 min.
+ blad standardowy

Podawane zwigzki

1. 0,9% NaCl+0,5%
tyloza 16 10,5 h
przed naloksonem 122,0 +38,08 —_

II. Rezerpina 3 mg/kg+
+0,5% tyloza 16
i 0,5 h przed
naloksonem 0,2 0,20 <0,02*

III. Rezerpina 3 mg/kg+
+L-DOPA
T 300 mg/kg 16
i 0,5 h przed
naloksonem 72,0 +21,81 <0,05%*

* Poréwnywano grupe I i IL.

** Poréwnywano grupe II i III.

* Group I and II was compared.
*#* Group II and III was compared.

sugerujg, ze dopamina spelnia wazniejszg role w obrazie ,,withdrawal
jumping”, poniewaz zwiekszenie stezenia dopaminy podnosi liczbe pod-
skokow, natomiast zwiekszenie stgezenia noradrenaliny nie powoduje tego.

Way i wsp. (16), aby okresli¢ role amin biogennych w stereotypo-
wych podskokach, wywolywanych przez nalokson u zaleinych od mor-
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Tab. 3. Wplyw rezerpiny i 5-HTP na ,,withdrawal jumping” wywolany naloksonem
u zaleznych od morfiny myszy
Effect of reserpine and 5-HTP on naloxone-induced withdrawal jumping in mor-
phine-dependent mice

Srednia liczba
podskokow P
w ciggu 10 min.
+ biad standardowy

Podawane substancje

I. 0,9% NaCl-+0,5%
tyloza 16 10,5 h
przed naloksonem 45,0 +8,70 —

II. Rezerpina 3 mg/kg+
+0,5% tyloza 16
i 0,5 h przed
naloksonem 4,5 £1,71 <0,01*

IIL. Rezerpina 3 mg/kg+
5-HTP 200 mg/kg
16 i 0,5 h przed
naloksonem 1,7 £1,44 >0,2%*

* Poréwnywano grupe I i II.

** Poréwnywano grupe II i III.

* Group I and II was compared.
** Group II and III was compared.

finy myszy, oznaczali stezenie dopaminy, noradrenaliny i serotoniny w
roznych czesciach moézgu. Autorzy ci stwierdzili zwiekszone stezenie do-
paminy po podaniu naloksonu, podczas gdy stezenie noradrenaliny i sero-
toniny bylo bez zmian. U szczuréw obserwowano podobne zjawisko,
a mianowicie wyrazny wzrost dopaminy w striatum po podaniu nalo-
ksonu. Autorzy ci stosujac D-tubokuraryne wykluczyli réwniez mozliwosé¢
zwigkszenia stezenia dopaminy na skutek samego zjawiska skakania.

Clouet i Ratner (3) twierdza, Ze szczegblnie interesujacg aming
w powstawaniu zaleznos$ci morfinowej u szezuréow jest dopamina, ktérej
obrét zwieksza sie po jednorazowym podaniu morfiny, ale rozwija sie
tolerancja na ten efekt po powtarzajacych sie podaniach morfiny.

Maruyama i wsp. (10) stosowali rezerpine dwukrotnie w dawce
5 mg/kg przed i w czasie implantacji morfinowych peletek u myszy. Po-
mimo zastosowania duzych dawek rezerpiny przez tych autorow oraz
stosowania rezerpiny w réznym czasie przed wywolywaniem objawoéw
abstynencji (1—48 h) nie stwierdzili oni zahamowania objawéw absty-
nencji wywolanych naloksonem. Nieznaczne zmniejszenie uzyskali jednak,
ale wowczas, kiedy ,,jumping” byl nasilony przez uprzednie podanie par-
giliny.

Otrzymane w niniejszej pracy wyniki wskazuja, ze zastosowanie rezer-
piny w dawce 3 mg/kg 16 h wczeéniej hamuje objawy abstynencji u my-
szy. Poniewaz rezerpina obniza zawarto§¢ amin katecholowych i seroto-
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niny w oSrodkowym ukladzie nerwowym (4), mozna przypuszcza¢, ze
dzialanie to spowodowane jest tym efektem rezerpiny. Zastosowanie pre-
kursora amin katecholowych — L-DOPA — znosilo hamujacy wplyw
rezerpiny. Na tej podstawie mozna wiec przyja¢, ze obnizenie zawarto$-
ci amin katecholowych wywolane rezerping hamuje objawy abstynenciji
morfinowej u myszy. Doswiadczenie z uzyciem rezerpiny i 5-HTP, jak
sie wydaje, swiadczy o tym, ze serotonina w mniejszym stopniu wplywa
na wyrazanie objawow abstynencji u myszy, aczkolwiek uklad serotoni-
nowy odgrywa pewng role w powstawaniu zaleznosci morfinowej, o czym
Swiadczy wiele opublikowanych na ten temat prac (5, 6, 7, 13, 14, 15,
17, 19, 22).
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PE3IOME

UccnenoBaHo BAMAHME pe3€NMHA, KOTOPDLI IOHMIKAET YpPOBEHb KaTeXOJaMMHOB
M cepOTOHMHA HAa MODPGUHHYIO abcTMHeHUMI0 y Mbiueir. O0pa3oBaHo MODuHHYIO 3a-
BUCMMOCTH 4epe3 72 h mOAKOXKHYI MMNjaHTauuio TabileTOK, a 1noroM obpa3oBano
abCTMHEHUMIO HAJOKCAHOM. PesepnuH IIOHMIKAET CKaKaHMe, KOTOpOe BbI3LIBAET Ha-
JIOKCOH Y MODMMHO-3aBUCHUMBIX MbIIIel . 3TO NOHMIKEHME CBA3AaHO C IOHMIKEHMEM
KaTexaJl-aMMHOB, a He CEepOTOHMHA MOTOMY, 4TO npumenenmne ,L-DOPA” orepaiaer
NOHMIKEHME CKaxKaHMa obpazoBaHHOrO0 HaJNIOKCAaHOM, a ,5-HTP” ne Biuaer ua 210
NMOHMIKEHHOE PEe3epPNIMHOM CKaKanue y MOPQMUHO-3aBUCUMBIX MbIILIEH.

SUMMARY

The effect of reserpine, which is known to deplete catecholamines and serotonin
was investigated in mice rendered morphine-dependent by pellet implantation for
72 h and in which abstinence was induced by naloxone, Reserpine decreased na-
loxone-induced withdrawal jumping in morphine-dependent mice. The decreased
incidence of withdrawal jumping observed after reserpine is related to catecho-
lamines decreased, but not serotonin, since an enhanced jumping response in re-
serpine treated morphine-dependent mice after L-DOPA was observed. Administra-
tion of 5-HTP in reserpine treated morphine-dependent mice failed to alter in-
cidence of withdrawal jumping.






